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L-RESUMEN

En el laboratorio de bacteriologia se identifican bacterias por medio de pruebas
bioquimicas, es necesario que esta actividad sea mas econdémica, rdpida y que genere
menos contaminantes.

Buscando una aiternativa diagnéstica, se compard la confiabilidad de una microtécnica
de pruebas bioquimicas en placas de ELISA con 100 uL de medio con el método
convencional en tubo utilizando bacilos Gram negativos, se realizaron en total 672
determinaciones de cada método, 264 en medios liquidos y 408 en medios sélidos.

Se obtuvo que la microtécnica globalmente es 64.4% sensible y 82.3 % especifica. En
medios liquidos la confiabilidad diagnostica es satisfactoriamente mayor al 80%, mientras que
los sdlidos no tuvieron buenos resultados. Individuaimente tienen la misma confiabilidad: |la
fermentacion de arabinosa, lactosa, manitol, sacarosa y xilosa en caldo RF, asi como RM
con 18 hs de incubacién; sdio cumplieron con ia sensibilidad deseada: caldo RF + glucosa,
samrosaenTSlylaprud:adeOlF solo tuvieron especificidad aceptable: urea, caldo KCN,

caldo RF + sorbitol, VP, H2S on LIA, TSIy SIM, citrato, indol, fenitalanina, movilidad y omitina.

Comeo resultado de la comparacion al disminuir el volumen de reactivos y abatir los costos,
solo los medios liquidos son confiabiles.

hunisataiiala%k:] '
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2.- INTRODUCCION

La bacteriologia clinica es fundamental en el diagnostico y tratamiento de enfermedades
infecciosas, el microbidlogo ulxhza estrategias cientificas reproducibles que deben ser
vigiladas para controlar su calidad. '

Tradicionalmente se identifican bacterias evaluando su actividad metabdlica, se necesita
de tiempo para el andlisis y un presupuesto moderado ademas de la experiencia del
analista, elementos que si se carece de ellos se puede retrasar la atencién al paciente,
los anteriores problemas en medida han sido resueltos por la tecnologia en el laboratorio
microbiolégico, misma que No se encuentra al alcance de cualquier presupuesto.

En la actualidad existen sistemas automatizados que reportan resultados ailtamente
confiables con un minimo gasto de reactivo y en un tiempo mucho mas rapido pero
tienen costos elevados y séic convienen cuando el laboratorio maneja un gran naomero
de pacientes. La importancia de este trabajo es disefiar una microtécnica como la de los
equipos automatizados pero operada manuaimente en cualquier (aboratorio de
microbiologia.

Algunos trabajos realizados con anterioridad han manejado microtécnicas de
identificacion, por ejempio en la FES Zaragoza Galia Martinez en el afio de 1995 evalu6
Ia confiabilidad diagnostica de una técnica de inoculacién multiple para la identificacion
de enterobacterias en cajas Petri de 9 cm. de diametro y disminuyendo el volumen de
medio, se obtuvo que ia fermentacion de carbohidratos con RF y el citrato son
confiables.? Lilia Tequines en el afo 2000 aisié bacterias del género Aeromonas de
aguas de la FES Zaragoza, utilizé entre otms un método miniaturizado en placa para
evaluar la fermentacion de carbohidratos.® Barentanger en Hinois, E.U. en 1999,
comparé los beneficios econdmicos y clinicos de los sistemas de identificacion rapida,
comparando manual y automatizadamente, concluyendo que el contar con un sistema
rapido de identificacion VITEK representa una venaja invaiuable para la salud del
paciente.® Hoimes, Costas y Stever en Ingiaterra, evaluaron sistemas de identificacion
para bacterias Gram-negativas, oxidasa positivas comparando placas manuales contra
sistemas automaticos, teniendo como resultados que las placas manuales en la mayoria
de los casos reportaron identificaciones correctas.  Robinson Y, Mc Carter w. y Tetreud
realizaron una comparacion entre l0s sistemas automatizados, encontrando que Ila
identificacién commecta de los microorganismos probados fue mayor al 95.5% °

En este trabajo se probo la corfiabilidad diagnéstica de un microsistema de pruebas
bioquimicas para identificar bacterias manualmente, tanto medios liquidos como sdlidos
utilizando 100 uL de medio en placas de ELISA, comparando mediante ei teorema de
Bayes su eficacia con la de 1as pruebas biogquimicas convencionales en tubo.

Si la confiabilidad diagndstica del microsistema de identificacién es =2 80 %, se cuenta
con una aitemativa que disminuye tanto ios costos de operacidn como los

contaminantes generados.
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3.1 METABOLISMO BACTERIANO

El término metabolismo denota todas las actividades quimicas organizadas de una
célula, las cuales comgrenden dos aspectos generales: la produccion de energia y la
uttllzaccén de la misma.

La multiplicidad de procesos que efectian os sistemas bioldgicos se pusde seguir, directa o
indirectamente hasta determinadas reacciones quimicas, aun ja forma de una bactena
depende de tales reacciones, pues asta determinada por el componente péptidoglucano
rigido de ia pared celular, el cual a su vez esta determinado por una sefie de reacciones
quimicas propias de la sintesis celular.

La energia se utiliza para construir estructuras celulares, para la sintesis de anzimas, acidos
nucleicos, polisacaridos y otros componentss bioguimicos, para la repaaaon de dafios
genéhcos mantener la perpetuacion de la especie, para la movilidad, asi mismo para
mantener equilibradas las diferencias de concentracion dentro y fuera de la célula. Por ello se
necesitan grandes cantidades de energia para desamoliar esas diversas actividades, bajo
condiciones favorables algunas bacterias son capaces de metabolizar una cantidad de
sustancias nutntvvasequlvalemesasuprz)poopeaoenpoeosseg\.mtt)s5 una célula bacteriana
podria compararse con un dinamo de enarme produccion de energia.

3.2 IDENTIFICACION BACTERIANA

Existen diferentes sistermnas de identificacion bacteriana, pero las mas comunes son las
pruebas bioquimicas, la idantificecion de una bacteria es |a asignacion de esta a un taxon
segun una clasificacion dada, consiste en la determinacion de las caracteristicas fenotipicas
y/o genctipicas y la comparacion de estas caracteristicas con los diferentes taxones de la
clasificacion considerada, |las camacteristicas a determinar y su numero depende
principaimente del tipo de bacteria y del fin que persigue la identificacon ®

Las técnicas clasi del andlisis microbioldgico comprenden varios pasos qQue no
pueden ser evitados, como el aisiamiento de la(s) cepa(s) a partir de una muestra, la
identificacion biogquimica de ia(s) misma(s) y si es necesario e recuernto del numero de
unidades formadoras de colonias (UFC), estos métodos generaimente son tardados.®

Para la identificaciébn bioquimica de una bacteria, se sigue el siguiernte sistema de
identificacion.




1) Obtencion un cultivo puro

2) Examen microscopico de ceélulas vivas y detl frote tefido, se determina asi la
morfologia y la tincién del microorganismo en estudio, también es importante determinar
la agrupacion, presencia y posicion de esporas y otras caracteristicas de interés.

Las pruebas primarias son: Tincion de Gram, morfologia microscopica, catalasa,
oxidasa, metabolismo oxidativo o fermentativo (O/F), fermentacion de azucares,
presencia y posicion de esporas, crecimiento tanto en aerobiosis como en anaerobiosis
y movilidad.

3) Determinar las caracteristicas nutricionales, que en general dependen de los métodos
empleados en e aislamiento y cultivo, las bacterias pueden ser fotoautotrofas,
fotoheterdtrofas, quimioautdtrofas y quimioheterétrofas.

4) RealizaciéGn de pruebas secundarias y terciarias a efectos de llegar a una
identificacién a nivel de especie. Estas dependeran del género o familia determinado.

A los efectos de realizar identificaciones mas rapidas, o cuando las pruebas bioquimicas
no son concluyentes, se recure al uso de antisueros especificos.

Los antigenos bacterianos pueden ser capsulares somaticos (O) que comresponden al
lipopolisacarido de la pared de los Gram negativos, flagelares {(H) y los antisueros se
identifican con esas letras y el nimero o letra del antigeno comrespondiente.

En una primera identificacion se usan sueros polivalentes y para la caracterizacion
serolégica se usan sueros monovalentes dentro de cada tipo de antigeno.

También se pueden utilizar métodos de cromatografia de gases para identificar
productos metabdlicos, en particular para la identificacion de bacterias anaerobias no
esporuladas.

Muchos métodos microbiolégicos rapidos, altemativos a los procod-m-entos clédsicos, han
sido estudiados, ya sea para la identificacion como para el recuento.'® Las técnicas
instrumentales han sido identificadas como una posibilidad para disminuir los tiempos de
deteccion de ios resuttados, por medio de:

e Ei seguimiento de la concentracion de metabolitos caracteristicos, de cambios

en ai medio o de ia respiracion celular (potencial redox, concentracion de i6n

hidrégeno, etc.)

La determm.eubn de componentes celulares como &cidos nucieicos o enzimas'!

e El recuento directo de las células microbianas utilizando analizadores
electrénicos de particulas. ™

e E! recuento indirecto de las células microbianas a través de métodos como los
cristales p-ezoelédneos. la resonancia plasmonica de superficie o el espejo
resonante.’
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3.3 FRUEBAS BIOQUIMICAS

La identificacion de un aislamiento bacteriano puede realizarse utilizando diferentes
combinaciones de caracteristicas y criterios en la evaluacion de similitudes.

Las pruebas bioquimicas convencionales generaimente determinan la actividad de una
via metabdlica a partir de un sustrato que se incorpora en un medio de cultivo y la
bacteria al desarroliarse puede utilizar o no.

Las prusbas, son pruebas simples que se han desamrollado para demostrar una forma
clara una determinada caracteristica bioquimica como presencia © ausencia de una
determinada actividad bioquimica, grupo de enzimas o determinada via metabdlica,
crecimierto a ciertas temperaturas, crecimiento en presencia de mhlbadtxes etc.,no
significan de ninguna manera un estudio profundo del metabolismo bacteriano.’

Existen diferentes sistemas comerciales que facilitan ta identificacion de bacterias,
proponen el adecuado conjunto de prusbas bioquimicas, simplifican la interpretacion de
un resultado utilizando un valor numérico y proveen los reactivos listos para su uso o
porque son totaimente automatizables.

En general, ia realizacién de una prueba bioquimica implica:

1. Cuttivar el microorganismo en un medio que contiene un determinado sustrato o
inhibidor y luego de la inoculacion visualizar el crecimiento y ia degradacion del sustratc,
ya sea por viraje de un indicador o por un reactivo reveiador de la presencia del sustrato
o de algun producto de degradacion.

2. Cultivar e microorganismo en un medio que contenga ef sustrato de una enzima y
luego de la incubacion, demostrar la actividad enzimética. Siempre se debe tener un
cultivo joven (18—24 hs de incubacion) en un medio en el Que el microorganismo se
desarrolie en forma optima a pH, fuerza iGnica, atmoésfera y temperatura adecuados,
siempre que se prepara un nuevo iote de medio de cultivo para una prueba, deben
llevarse acabo las pruebas de esterilidad, ademas de los correspondientes controles de
calidad, sembrando en dicho medio una cepa positiva y otra negativa para esa prueba.

Si bien existe gran variedad de pruebas bioquimicas empleadas con fines de
identfficacion, entre (0s mas comunes se encuentran:

1. Enzimas vinculadas con la respiracién

Oxidasa

Catalasa

Deaescomposicion de azicares simples, acidos orgénicos y otros
Requerimientos de oxigeno para su metabolismo

Oxidacion - Fermentacion (OfF)
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Creacimiento en caido tioglicoiato.
Produccion de écido o écido y gas
Fermentacion de carbohidratos.

Deteccion de enzimas y vias metabélicas
RM VP (Rojo de metilo — Voges Proskauer)
Gluconato

O.N.P.G. (orto nitro B-D-galactopiranésido)
Hidroélisis de bilis esculina

Hidrtlisis del hipurato

2. Asimilacién de una Gnica fuente de carbono

« Citrato de Simmons
e Malonato

3. Utilizacidn de compuestos nitrogenados
3.1 Reduccitn de nitrato
* Asimilacion
e Desnitrificacion
3.2 Descomposicion de aminoécidos y otros compuestos nitrogenados
e Fenilalanina
e Lisina, arginina y omitina
e Urea
4. Medios multiprueba

e TSI (Triple AzGcar Hierro)
e LIA (Agar Hiemro Lisina)

5. Deteccién de exoenzimas

e Lecitinasa

= Proteasas, coagulasa
e Amilasas

e Celulasas

e Daesoxirribonucieasa
e Hemolisinas

6. Misceléneos

Crecimiento en caldo cianuro de potasio (KCN)
* Produccion de pigmentos
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e HS
7. Pruebas de promocién o inhibicién de crecimiento

e Temperatura
e Concentracion de cioruro de sodio (NaCl)
e Sensibilidad a antibidticos

Los fundamentos de las pruebas biogquimicas empleadas en este irabajo, se
encuentran en el anexo A de esta tesis.

3.4 AUTOMATIZACION EN MICROBIOLOGIA

Hoy en dia se cuenta con sistemas de identificacion bacteriana como productos
comercialas. Las casas comerciales utilizan modificaciones de |las pruebas bioquimicas
convencionales, ya sea sustratos deshidratados, tiras de papel filtro impregnadas de en
reactivos o pequefios compartimentos con medios listos para sembrar. En todos los
casos se emplean codigos numéricos para la interpretacion de resultados.

3.4.1 SISTEMAS COMERCIALES
Los sistemas comerciales mas comunmente usados son:

1.-8BL, ENTEROTUBE Hl (Becton Dicknson). Es un sistema rapido para la ldentificacion
de enterobacterias, definida como bastones Gram negativos, aerobios o anaerobios
facultativos, oxidasa (-). Consiste en un tubo de plastico con 12 medios de cultivo
contenidos en compartimentos individuales que se inoculan simultaneamente en una
etapa y permiten la deteccién de 15 caracteristicas bioquimieas.:""

I.-OXi / FERMEN TUBE Il. (Becton Dicknson). Es un sistema listo para identificar
bacilos Gram negativos, aerobios o anaerobios facultativos, oxidasa (+). Consiste en un
tubo de plastico de 12 medios de cultivo que permite la realizacion simultanea de 14
pruebas bioquimicas. >

{I.-API 20 E. Es un sistema estandarizado para la identificacion de bacterias Gram (-).
Consiste en una plantilla con microtubos conteniendo medios de cultivo deshidratados
gue se reconstituyen al agregar una suspension bacteriana. Permite la realizaciéon de 23
pruebas bioquimicas a partir de una Unica colonia bacteriana. El sistema identifica un
elevado porcentaje de bacterias en 24 hs sin necesidad de determinar caracteristicas
fisiologicas adicionales. Ei APl Profile Index, que puede usarse en forma manual o
computarizada, proporciona la frecuencia de probabilidad de dlvm cepas que deben
considerarse para cada namero de biotipo. Asi, se T ia itud de la
identificacion de miembros de la familia Enterobacteriaceae. Castillo y Bruckner haliaron
gt:?oel sistemna APl 20 E identificd correctamente un 97.7% de 339 aislamientos clinicos.

FALLS o0 L BN
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El sistema aunque dificil de inocular es préctico, las tiras deben manipularse con
cuidado de modo que las suspensiones bacterianas no se demramen. Se requiere
practica para interpretar reacciones limite, lo que puede afectar el numero de
biotipo y la identificacion final.5 1°

IV.-AP{ RAPID E. Sistema similar a la tira 20 E que evalua en 4 hs las clipulas del
sistema son mMAas pequeias y los sustratos no estdn amortiguados lo que da como
resultado reacciones mas rapidas. Debido a que los volumenes de las clupulas son
pequerios y el indculo se prepara sélo hasta una densidad de 0.5 de un estandar de
sulfato de bario en &l nefeldbmetro de Mc Farland, unicamente se requieren una o dos
colonias bien aisladas. Un estudio reveld que este sistema identific6 un 94% de
entarobacterias de 441 aislamientos clinicos con un 3% de identificaciones eréneas.

V.-MICRO — ID. Sistermna de identificacion bacteriana de 4 a 6 hs, s6io requiere agregar
reactivo de KOH al 20% a una de tas cdmaras antes de interpretar ios resultados. Las
reacciones son claras y pueden compararse con una guia de colores. el fabricante
suministra un registro de perfiles que lista la probable identificacion de microorganismos
para ios numeros de biotipos de 5 digitos y es posible efectuar comparaciones
computarizadas.

VIi.-MINITEK para microbidlogos que desean libertad de eleccion en la seleccion de
caracteristicas para la identificacion. La eleccion de sustratos proporciona
fiexibilidad para identificar microorganismos diferentes de las enterobacterias.

Las reacciones son visiblemente claras y el uso de un nimero de tarjetas de
comparacion de colores hace que la interpretacién resulte relativamente facil. El
fabricante también proporciona un Minicoder, con perilla plastica que permite una rapida
clasificacién de candidatos bacterianos con cada perfii bioclasico elegido.

La desventaja de permitir al usuario una total libertad de eleccion de las caracteristicas
de identificacion es la dificultad para estandarizar nimeros de biotipos. A |a inversa, si el
usuario elige un contacto de pruebas optimo, desde un punto de vista que puede obtener
el mejor numero de biotipo posibie. La necesidad de comprar varias piezas de equipo y
de suministros hace que la inversion inicial sea costosa. Ademés, el sistema requiere
diversas manipulaciones manuales en los pasos de inoculacion, incubacion e
interpretacion. La neceasidad de cubrir los discos y el medio de cuitivo dentro de los
pocitios de reaccidn con aceite mineral agrega un pasc mas al procedimiento y es
considerado engorroso.

VII.-SISTEMA REPLICADOR: Es un método facil de usar, versitil y barato, lo que
puede raepresantar ventaja ante los sistemas anteriores. El usuario puede elegir cuaiquier
numero y secuencia de caracteristicas a evaluar y sdlo representa un costo un poco
mayor que las pruebas bioquimicas convencionales. ElI control de calidad de este
procedimiento es maximo porque pueden evaluarse microorganismos stock de
reactividad conocida junto con los microorganismos desconocidos en cada determinacion
y no simplemente con una muestra seleccionada de un lote, como ocurre con otros

sistemas.
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Construccion: la base del sistema es el replicador de Steers, tiene dos componentes

1) una placa para siembra que consiste en un bloque cuadrado de metal con 32 o 36
pocillos en los cuales pueden colocarse suspensiones bacterianas.

2) un cabezal de inoculacitn, una placa de metal con 32 o 36 pocillos que tienen 0.3 cm.
de diametro. Las puntas estan alineadas para encajar con precision en los pocillos de la
placa para siembra. Con este método se emplean métodos diferenciales convencionales
de agar preparados de cajas de Petri estandar, redondas o cuadradas.

Inoculacién: Se prepara una suspension bacteriana de cada microorganismo
desconocido inoculando colonias aisladas de los microorganismos en un tubo de caldo
de soya tripticasa con extracto de fevadura e incubando a 35° C durante 4 hs se colocan
0.5 mL de cada cutltivo desconocido, junto con los microorganismos control estandar, en
los pocillos de la placa para siembra. Luego, la placa se coloca bajo el cabezal de
inoculacion y se libera el émbolo de modo que las puntas se sumerjan en la suspension
bacteriana. Se eleva el cabezal de dispositivo y {a placa para siembra se sustituye por
una placa de agar. Se desciende nuevamente el cabeza! de inoculacion de modo que las
puntas toquen la superficie del agar, o que da como resultado multiples inéculos
circulares.

Incubacion: la mayor parte de las pruebas de agar, excepto aquellas designadas para
evaluar la utilizacion de ureasa y movilidad, se incuban de forma aerobia de 35 a 37°C
de 18 a 24 hs las placas para movilidad de urea se incuban a temperatura ambiente; las
placas para descarboxilasas se incuban de forma anaerobia.

interpretacion: Las placas muestran cambio de color en las colonias © en el medio que
rodea a ia inoculacion de aquellos microorganismos que tienen reacciones positivas. Las
reacciones de colores son esencialmente iguales a las obtenidas con los sistemas
convencionales. Las placas para la micro titulacion, permiten identificaciones bacterianas
por medio de una serie de identificaciones bioquimicas. Ademas también se a preparado
una serie de tubos con diluciones de antibidticos para determinar la concentracion
minima inhibitoria (MIC), de tal manera que se pueden determinar al mismo tiempo la
identificacién bacteriana y la susceptibilidad a los antibioticos que a su vez representa un
benaficio para et laboratorio de microbiologia.

3.4.2 SISTEMAS DE IDENTIFICACION CON MICROTUBOS

SISTEMA MicroScan: Consiste en bandejas de micro tubos de plastico con sustratos
reactivos para identificacion bacteriana. Algunas bandejas como las Combo incluyen
microdiluciones en caldo de diversos antibidticos en algunos de los microtubos para
efectuar pruebas de susceptibilidad. Los panelas MicroScan se suministran congelados
o con sustratos deshidratados que pueden ser comparables en resultados de
identificacion una forma con ia otra.

Los microtubos se inoculan con una suspension bacteriana a 35°C durante 15 -18 hs los
paneles pueden interpretarse visuaimente, lo que se puede convertir en un NUMero de
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biotipo de 7 u 8 digitos que puede traducirse a una identificacion con el libro de codigo
del fabricante. Alternativamente se puede utilizar un lector automatico para detectar
crecimiento bacteriano o cambios de color por diferencias de transmisiéon de luz. Las
diferencias de puntos electrénicos son analizadas automaticamente por una
computadora que compara patrones de reaccidn con un programa interfmo para
determinar la probabilidad de las identificaciones.

SISTEMAS SCEPTOR: Es un sistema que permite la hidratacion e inoculacion
simultanea de paneles con sustratos desecados en bandejas de microtitulacion para
identificacion enterobacterias, se hace una suspension bacteriana (5 mL de caldo soya
tripticasa) y luego se traspasa a un envase desechable. Este envase se coloca en un
dispositivo de inoculaciéon automatico y las placas son hidratadas e inoculadas de
manera simultanea.

Los pocilos para arginina, H;S, lisina, ornitina y ureasa se cubren con aceite mineral
estérii. Los paneles se incuban a 35° C de 18 a 24 hs Inmediatamente después de la
incubacion se agrega reactivo de Kovac y cloruro fésrrico a los pocillos para indol y
triptéfano respectivamente, las reacciones se interpretan visualmente y se ingresa la
forma manual y un médulo de computadora, los programas computarizados proporcionan
un namero de biotipo de 7 digitos.

3.4.3 SISTEMAS DE IDENTIFICACION SEMIAUTOMATICOS Y AUTOMATICOS

QUANTUM 1) (BIT) (Abbott Laboratories, North Chicago). Es un sistema de identificacion
bacteriana, con un cartucho plastico que incluye 20 microtubos que contienen sustratos
bioquimicos liofilizados, también comprenden un mecanismo transportador
especialmente disefiado por medio del cual es posible efectuar lecturas
espectrofotométricas de las reacciones de los tubos, cada tubo se inocula con una
suspension abundante de ia bacteria a identificar y el conjunto se encuba a 35° C
durante 4 hs, finalizado el periodo de la incubacién se agrega una solucién de p-
dimetilaminobenzaldehido a la camara que contiene triptéfano (deteccién de indol). Este
resuitado, junto con @l de la reaccion de Oxidasa (efectuada por separado), se ingresa
en el analizador junto con el cartucho, |as reacciones son leidas por el espectrofotometro
de longitud de onda dual y las interpretaciones son realizadas de forma automatica
comparadas con ia microcomputadora intermna con una matriz de identificacion preparada
con anterioridad. Correlaciones mayores al 80% se imprime como identificaciones
“excelentas”, “aceptables” o "buenas”; con probabilidades menores del B0% el aparato
imprime un mensaje indicando que debe considerarse la evaluacion de caracteristicas
adicionales.

En un estudio de Pfaller y Col, el sistema BID identificd comrectamente un 98.2% de
enterobacterias en comparacion con los resultados obtenidos en forma paraleta con el
sistema API 20E como método de referencia. Asi mismo, Murray y Col hallaron que le
sistema BID identificd un 97% de 49 aislamientos clinicos de {a familia
Enterobacteriaceae, en comparacion con un 94.1% por medio de API20E. Silvestre y
Washington hallaron que el sistema BID identifico un 89.6% de 279 aislamientos clinicos
frescos de bacilos Gram-negativos con la conclusion de especies de no fermentadores.
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Varios autores coinciden en que este sistema es rapido, conveniente y proporciona una
identificacion muy exacta de los microorganismos.

Sistema Autobac IDX: se basa en Ia inhibicidn diferencial de crecimiento por acciéon de
agentes antimicrobianos. Cuando se determind que cambios selectivos de los patrones
de resistencia microbiana a algunos antibidticos llevaban a resultados inexactos, fueron
sustituidos por agentes quimicos diferencialmente inhibidores en el sistemma Autobac 1.
Este sisterna identifica enterobacterias en un lapso de 3 — 6 horas con exactitud del 95
%. Consiste en un fotdmetro de dispersion de luz, incubadora- agitador, terminal de
datos, distribuidor automdtico de discos y un tubo con |9 sustratos. Los 19 sustratos
desecados se distribuyen en forma automatica en los discos que se dejan caer en los
pocilios de los tubos, que son inoculados a posteriori con una suspension de caldo del
microorganismo. Los tubos inoculados se incuban a 35° C durante 3 horas en un agitador
rotatorio. La lectura fotométrica inicial, basada en la turbidez, se efectua después de 3
horas; Las lecturas posteriores se hacen con intervalios de media hora. las lecturas se
ingresan a una computadora que reporta una probabilidad de identificacion, el principal
inconveniente del sistema, es que utiliza reactivos no convencionales que no se pueden
comparar con las caracteristicas de los sustratos clasicos.®

Conforme los avances de la tecnologia alcanzan a las disciplinas del laboratorio ciinico,
se desarrolian mejores equipos automatizados para la identificacion microbiologica. Hoy
en dia se encuentran equipos sofisticados como se describe a continuacion:

DADE MicroScan, producido por Dade Behring. Son sistemas integrales y escalables
para el andlisis de especimenes clinicos en o que respecta a identificacion y
susceptibilidad a los antimicrobianos en el laboratoric de microbiologia; los sistemas
Dade MicroScan cuentan con los siguientes modelos adaptabiles al laboratorio.

Autoscan — 4.- Instrumento lector automaético realiza la lectura de los panales en 5
segundos.

Walk AWAY 40 y 46.- Instrumento robotizado que incuba tos paneles y automaticamente
realiza la interpretacion de los resultados bioquimicos y/o de susceptibilidad a los
antimicrobianos en el laboratorio a través de su sistema lector fotométrico o luorométrico
sin ninguna intervencion del usuario. Imprime automaticamente los resultados en un
reporte para @l médico incluyendo los datos del paciente y ia muestra.

Sistema DMS.- Sistema de manejo de datos, integrado a cada uno de fos instrumentos,
almacena todos los datos tanto de la muestra como del paciente, permite la edicién y
personalizacion de los mismos, incluye el manejo de datos para obtener reportes de
epidemiologia con ayuda de mulitiparametros. Periodicamente Dade MicroScan actualiza
su base de datos en e software, |0 que permite al sistema astar a la vanguardia tanto en
taxonomia como en los parametro de susceptibilidad a los antimicrobianos, de acuerdo a
ia NCCLS. Cada uno de los instrumentos es controlado por un sistema de cOmputo con
impresora, en el caso de! Walk Away cuenta con una impresora de codigo de barras
adicional, su versatilidad y flexibilidad permiten la validacion de datos y la revision visual
de las pruebas bioquimicas y antimicrobianos si asi se desea.
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SENSITITRE / ACCUMED.- Producido por instrumentation Laboratory, para identificacion
y susceptibilidad en MIC, cuyas caracteristicas son: Uno O varios médulos para 64
paneles c/u, lectura flucrométrica, codigo de barras, no neceasita reactivos adicionales,
Nno precisa de control de la camisa de agua ya que calienta por aire, software especifico
del sisterna, permite realizar MIC a microorganismos especiales como Pneumococos,
Haemophilus, Naeiserias, bacterias anaerobias ,hongos, Streptococus vindans y
estreptococos hemoliticos, bacterias con elevada resistencia como Enterococus,
Staphylococus y enterobacterias no fermentadoras.

La fabricacion de los paneles de sensititrese controla por ia FDA. El sistema tiene una
precision del 95% con Gram negativos en 5 hs y en las ocasiones que no haya resultado
el mismo panal puede ser incubado hasta 18 hs para ser nuevamente evaluado.

VITEK.- Es un sistema integral producido por BioMériux, para ia identificacion bacteriana,
pruebas de susceptibiliidad a los antimicrobianos y escrutinio urinario; el sistema de
trabajo esta compuesto de una tarjeta, 'a cual tiene el tamafto de un naipe con un peso
aproximado de 24 g, esta tarjeta esta compuesta de 30 — 45 pocillos los cuales contienen
ios sustratos para la identificacion microbiana o los antimicrobianos para las pruebas de
susceptibilidad.

Descripcion. LLos componentes del sistema VITEK son:

e Un modulo preperador, que consta de una camara de vacio para el llenado
automitico y simutténeoc de 10 tarjetas en 2 min y de un sellador que permite
sellarias en forma hermética.

e Un moédulo incubador / lector que efectua simulténeamente la incubacion y la
lectura por tiempos de cada tarjeta en forma automdtica (sin intervencion
manuatl).

e Una computadora (procesador) Gue controla todas las operaciones que realiza,
memoriza los valores de las lecturas, los procesa e interpreta ios resuitados.

* Una terminal que permite dialogar con el sistema, personalizar los resultados y
editar en cualquier momento resultados praliminares.

e Una impresora edita automiticeamente los resultados a medida que se
encuentran disponibles.

s Programas (bioliaison): personaliza ta entrada de datos demograficos de
resultados y e informe del paciente, asi como |a capacidad de aimacenamiento
de dichos datos para su consulta o impresion en cualquier momento, logrando el
mejor archivo de datos por pacients y por hosp

e Un Data - track realiza consutas & informes ..udlsuco: un control de calidad de
ias tarjetas VITEK por medio de cepas ATCC tanto de las pruebas bioquimicas
como de las prusbas de susceptibilidad.

Cada tarjeta se inocuia con la suspension bacteriana, ajustada con el nefeldmetro
de Mc Farland, de esta suspension se toma un volumen determinado
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para preparar una dilucion en otro tubo y realizar la inoculacion de las tagetas, las
tarjetas son selladas y colocadas en el incubador-lector y a partir de este momento cada
hora se registran y reportan resultados a !a base de datos y en cuanto tiene una
conclusion el resuitado pasa automaticamente al registro del paciente.”

3.5 BACILOS GRAM NEGATIVOS

Las bacterias son microorganismos unicelulares con estructura celular procariota, son
células de tamanio variabie cuyo limite inferior esta en las 0.2 ym y el superior en las 50
pm, sus dimensiones medias osailan entre 0.5 y 1 ym, con sistemas muy diversificados
en su modo de obtener energia y alimento, se~reproducen por fision binaria, estan
presentes en casi todos los ambientes, carecen de una estructura nuclear definida, su
genoma esta constituido por un solo cromosoma que consta de una unica molécula de
acido desoximibonucieico (ADN) bicatenario, dasprovista de membrana nuclear
envolvente.

Es frecuente la aparicion de una o varias molésulas de ADN muchoc menores que el
cromosoma e independientes del mismo (piasmidos y transposenes). Suelen ser
prescindibles "y se encargan de codificar funciones bacterianas en ocasiones muy
especiales; Su citoplasma es muy rico en ribosomas (que son de nmayor tamafio que los
de las células eucariotas) y muy pobre en organelos (carece de mite@condrias, lisosomas,
aparato de Golgi, etc).

Las envolturas bacterianas son muy importantes y complejas. La mayoria de ias
bacterias poseen una pared que les confiere su tamafio y forma caracteristicos y en cuya
composicion cabe destacar |a presencia de acido muramico, elemento exclusivo de los
procariotas, por debajo de esta envoltura aparece la membrana citoplasmatica, muy
similar a la de los eucariotas.

Aunque existen miles de especies de bacterias diferentes, los organismos individuales
presentan una de ias tres formas generales siguientes:

- elipsoidal o esférica
~ cilindrica o en forma de baston
- espiral o helicoidal.

Las bacterias esféricas o elipsoidales se denominan cocos, muchas bacterias con esta
forma presentan modelos de agrupacion que derivan de los diversos planos de division
celular.

Las células bacterianas cilindricas se denominan baciios o bastones y presentan otros
modelos de agrupacidon, asi tenemos: Bacilos en cadena, baciios en letras chinas o
empalizadas, bacilos sin distribucién especial.

13
N

X




Comy:

de

oabailickac e

s b

entre

un

kg I;:

Las bacterias

helicoidales se presentan en general

como células individuales,

independientes; pero las células de las distintas especies presentan notables diferencias
de longitud, niumero y amplitud de las espiras y rigidez de la pared.

Las bacterias se clasifican segun sus caracteristicas tintoriales en Gram negativas y

Gram positi , Las

negativas.

ias Que asumen en el cristal violeta son consideradas como
Gram positivos y las que no o retienen se tifien con safranina se les considera Gram

Dentro de los bacilos Gram negativos de importancia clinica se pueden mencionar:

FAMILIA GENEROS ALGUNAS ESPECIES
Eschenchia E.col
Enterobacter E. cloacae, E. agglomarans
Kiebsiella K. pneurnoniae, K. oxytoca
. Serratia S. _marscescens
Enterobacteriacea  Brofeus P_mirabilis, P, vulgaris
Salmoneila S. tiphy, S. enteritidis
Shigella S. sonnei, S. boydii, S. flexneari
Citrobacter C. freundii, C_diversus
Yersinia Y. pestis, Y. enterocolitica
Morganelia M._morganii.
Vibno V. cholerae, V. Parahaemolyticus,
Aeromonas V. vulnificus
Vibrionacea Plesiomonas A. hydrophila
Campytobacter C. jejuni, C. coli, C. fetus
Helicobacter H. pylori H. cinaedi
Bacilos Gram Pseudomonas P. aeruginosa, P. putida
negativos no Acinetobacter A. lowffi, A. baumannii
fermentadores: Sterotrophomonas | S. maltophilia
Pseudomonadaceae | Moraxe¥/a M. catharralis
Flavobacterium
Haemophitus y Haemophilus H. influenzae, H. parahemolyticus
relacionados Actinobacillus A. actinomicetecomitans.
Pasterella P._multocida
Bacilos poco usuales | Bordetel/a Brucella | B. pertusis, B. abortus
Francisella F. ti SIS

Legionella y otros

L. pneumophila
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FAMILIA ENTEROBACTERIACEAE

s Es el grupo mas grande y heterogéneo de bacilos Gram negativos de
importancia clinica

Hay 27 géneros y 102 especies

95% de aistamientos son de importancia clinica y pertenecen a 25 especies.

Son ubicuos y la mayoria forman parte de la flora del tracto gastrointestinal

Son patégenos primarios: Shigedla, Salmonelia, Yersinia pestis

Son oportunistas: £ coli, Enterobacter, Klebsialla, etc.

Caracteristicas.

Son Bacilos Gram negativos, méviles, con flagelos, no esporulados, se diferencias por
sus caracteristicas fenotipicas, ia propiedad para crecer en medios selectivos y |la
resistencia a ciertos quimicos y antibidticos.

Factores de virulencia:

Endotoxinas, capsula, variacion antigénica, produccion de exotoxinas, expresion de
factores de adherencia, supervivencia y multiplicacion en la célula, secuestro de factores
de crecimiento, resistencia a los factores del suero, resistencia a los antibitticos.

FAMILIA VIBRIONACEA

Género: Vibrio

Especies: V. cholerae, V. parahaemolyticus, V. vulnificus, V. alginolyticus V. cholerae
Bacilos Gram negativos, crecen en medios alcalinos, flagelados, aerobio o anaerobio
Factores de virulencia: enterotoxina dei colera: termoestable y termolabil, citotoxina,
flagelo, adhesinas.

Otros géneros: Aeromonas y Plesiomonas

Microorganismaos en forma de coma, con flagelo y microaerofilicos.
A. hydrophila, A. caviae A. sobna, P. shigelloides.

Géneros Campylobacter y Helycobacter C. jejuni, C. coli, C. fetus

BACILOS GRAM NEGATIVOS NO FERMENTADORES

Géneros: Pseudomonas, Acinetobacter, Sterotrophomonas, Moraxella.

Especies: P.asruginosa, P.putida, P.fluorascens, P.stutzeri, S.makophilia,
Caracteristicas: Ubicuos, tienen flagelos, no son fermentadores, aerobios cbligados,
capsulados, algunos poseen pigmentos, se encuentran en &l susio, materia orgénica en
descomposicion, ia vegetacion y el agua.

La colonizacién de estos microorganismos en poblacion sana es de 6%, en pacientes
hospitalizados de 36% y on pacientes inmunosuprimidos es de 68%.
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Factores de virulencia:
Pili, capsula, endotoxina, exotoxina A, exoenzima S, el y otras prc
fosfolipasa C.

FAMILIA PASTEURELLACEAE

Género: Haemophilus

Especies: H. influenzae, H. parainfluenzae, H. ducreyi, H. Haemolyticus
Caracteristicas: Bacilos Gram negativos pequeiios, parasitos obligados con
requerimientos especiales para vivir.

Factores de virulencia:

Capsula (ribosa, ribito! y fosfato), lipido A, Proteasa para IgA 1.

Otros géneros: Actinobacillus y Pasteurella

OTROS BACILOS GRAM NEGATIVOS SIN FILIACION DEFINIDA

Géneros: Borc la, Francisella y Brucelia
Bordetella: cocobacilos Gram negativos pequefos.B. pertusis, B. parapertussls 8.
bronchiseptica

Francisella Sobrevive intracelularmente (facultativo)
Brucella, 8. abortus, B. melitensis, B. suis, B. canis.

OTROS BACILOS MENOS FRECUENTES
Familia: Legionellaceae
Género: Legionella, Tatlockia, Fluoribacter

Especies: L. Pneumophila
Patogeno intracelutar facultativo, puede vivir en ambientes hiumedos y temperaturas

altas, evita la fusion del fagolisosoma.

NOCARDIA Y ACTINOMICETOS RELACIONADOS

Caracteristicas: Coloracion inusual al Gram, se encuentran en el suelo, ios vegetales en
descomposicion y 1os sistemas de ventilacion, son filamentosos (simitar a las hifas de los
hongos), tienen un amplio rango de infecciones desde colonizacion: Streptomyces,
neurmncnitis alérgica, micetoma ( Actinomadura, Streptomyces, Nocardia), enferrmedad
pulmonar { Nocardia) e infecciones sistémicas ( Nocardia), Nocardiasis: Enfermedad
broncopulmonar, diseminacién en piel o SNC, micetoma.
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4.-PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las pruebas bioquimicas convencionales se utitizan para la identificacion de
microorganismos; se requiere de un estricto control de calidad en su operaciéon, tiempo,
dinero y esfuerzo para obtener resultados cornfiables.

A el iaboratorio microbioiégico le conviene operar con menores costos, obtencién de
resultados mas rapidamentes y optimizar el espacio fisico de! area de trabajo, como lo
hacen hoy en dia los equipos automatizados en microbiologia, con elevado grado de
sensibilidad y especificidad peroc a un costo mayor y no accesible para pacientes de
bajos recursos.

Es necesario comparar la confiabilidad diagnostica entre un microsistema de
identficacién manua! y las pruebas bioquimicas convencionales, esperando que la
confiabilidad del micrométodo sea mayor o igual al 80% para que el laboratorio pueda
sustituir un método por el otro y asi ofrecer un servicio de calidad a menor costo y qua
genere menos contaminantes.
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5.- HIPOTESIS

Si s somete a experimentacién la disminucién de! volumen de reactivo, a nivel de
microlitros, como una modificacion de las pruebas bioquimicas convencionales para la
idemificacion de bacilos Gram-negativos, manteniendo constantes el resto de ias
variebles y se obtiene una confiabilidad diagnostica mayor o igual al 80%. Entonces se
contara con una alternativa de identificaciéon bacteriana en el laboratorio, que dé
resulados confiables, satisfactorios y a un bajo costo

6.- OBJETIVOS

1. Comparar la corfabilidad diagndstica para la identificacion bacteriana entre un
microsistema de identificacion manual y las pruebas bioquimicas convencionales.

2. Cuantificar la confiabilidad del microsistema de identificacion para averiguar si es posible
sustir el método convencional.

3. Disefiar un microsistema de identificacion con menores cantidades de reactivo, lo que
representa una disminucion de costos y un beneficio ecoldgico.
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7.- MATERJIAL Y METODOS

7.1 TIPO DE ESTUDIO:

La investigacion realizada en este trabajo fue de tipo comparativo, longitudinal y prospectivo.
7.2 POBLACION.

1. Se utilizaron capas becternianas bacilares Gram negativas con registro ATCC.

Las cepas bacterianas fueron consideradas en funcion de los siguientes criterios;

7.2.1 CRITERIOS DE INCLUSION

1. Las cepas wutilizadas dabsn contar con registro ATCC.
2. Las cepas deberfin ser bacterias bacilares Gram negativas.

7.2.1 CRITERIOS DE EXCLUSION
1. Cepas no viables

2. Cepas sin registro ATCC
3. Bacterias que no son badilos Gram negativos

7.3 VARIABLES
VARIABLE DEPENDIENTE: La sensibiiidad y especificidad (confiabilidad diagndstica)
VARIABLES INDEPENDIENTES

1. La cantidad de medio 0 sustrato para que la bacteria sea inoculada

2. Temperatura
3. pH
4.

TESIS 0T
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7.4 RECURSOS

7.4.1 MATERIAL DE VIDRIO

Descripcién Especificacion Cantidad
Tubos de ensaye 18 x 150 mm 50
Tubos de ensaye 15 x 100 mm 300
Cajas Petri 1Scm. 50
Pipetas gradusdas SmL. 20
Pipetas graduaxias 10mL. 20
Pipetas graduadas 1mL. 5
Matraces Erlenmeyer 250 mL 10
Matraces Erlenmeyer 1000 mL 2
Vasos de precipitados 250 mL 10
7.4.2 EQUIPO MAYOR
Descripcion Especificaciéon Cantidad
I Mod. EC334 1
Olla express Prosan 2016 cap.21 L 1
Microscopio optico Zois Mod. 452904. 5, 10, 40 y 100x 1
Balanza granatania Desego. 600g 1
Pipeta semiautoméatica Transferpstte 20—~ 1000 ub 1
Pipeta semiautomatica Transferpette 100 ut_ 1
Placas de micoelisa NUNC. esténiles capa en empaque ind.
de 96 pozos cAl y 200 ul c/p 15
Termometro de
inmersion parcial -10 a 260° C. Brannah 1
TESIE "nw
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7.4.3 EQUIPO MENOR

Descripcion Especificacion Cantidad
Mechero Bunsen 3
Mechero Fisher 2
Asas bacteriologicas - S
Tripie - 2
Tela de alambre c/ asbesto - 2
Tiras reactivas indicadoras de pH 0-14 1 caja
Algod6n - 1 paquete
Gasa - 1 rolio
Papet estraza - 1 rollo
Frascos goteros ambarde 10 mL 10

7.4 AMATERIAL BIOLOGICO

CEPAS BACTERIANAS ATCC

. Escherichia coli ATCC 2536

. Eschenichia coli ATCC 11229

. Salmoneila typhi ATCC 6539

. Shigella flexneri ATCC 12662

5. Pseudomonas aeruginosa ATCC 2561

6. Aeromaonas hydrophila ATCC 7966

7. Staphytococcus aureus ATCC 6538 (cepa que no participd en ol estudio)

L YARNENY
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7.4.5 MEDIOS DE CULTIVO

Descripcion Especificacion Cantidad

Medio LIA Bioxon 1 frasco

Medio MO Bioxon 1 frasco

Agar Citrato de Simmons Bioxon 1 frasco

Agar TSI Bioxon 1 frasco

Medio SIM Bioxon 1 frasco

Caldo wrea Merck 1 frasco
fenilalanina desaminasa Merck 1 frasco

Caldo KCN Merck 1 frasco

Caldo RMVP Bioxon 1 frasco

Medio O/F Hugh-Leifson Bioxon 1 frasco

Caldo base rojo de fenot Bioxon 1 frasco

Agar EMB Merck 1 frasco

Agar Mc Conkey Merck 1 frasco

Agar Sangre Bioxon 1 frasco

Agar Sal y Manitol Bioxon 1 frasco

Agar Soya tripticasa Bioxon 1 frasco

Caldo Mulier Hinton Bioxon 1 frasco

7.4.6 REACTIVOS
Reactivo Especificacion Cantidad
KOH solucion al 40 % 1 frasco gotero
a-naftol solucion al 5 % 1 frasco gotero
FeCly solucion al 10% 1 frasco gotero
indicadar rojo de metilo sotucion al 0.02 % 1 frasco gotero
Reactivo de Kovacs Merck 1 frasco
Agua destilada SoL
FaSO. cristales Merck 1 frasco
KCN cristales Merck 1 frasco
Giucosa Merck grado reactivo 1 frasco
Sorbitot Merck grado reactivo 1 frasco
Manito! Merck grado reactivo 1 frasco
Lactosa Marck grado reactivo 1 frasco
Sacarosa Merck grado reactivo 1 frasco
Arabinosa Merck grado reactivo 1 frasco
S S ——
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7.5 METODOLOGIA
La parte experimental de este estudio se realizt de la siguiente manera:

DIAGRAMA DE FLUJO
| Preparacion del equipo de trabajo |
¥
LResiembra, tincion Gram y pruebas bioquimicas para las cepas ATCCj

¥
l Produccién de los medios de cultivo para tubos y placasw

+

I Preparacién de las suspensiones bacterianas l

I- Dosificacion de los medios en los tubos v llenado de las placas J

L Inoculacién de ambos métodos ]

F Incubacion de tubos v blacas ]

[Lec(ura de las resultados alas 4,6, 12, 18y 24 hs !

1. Preparacion del equipo de trabajo.

- Verificacion de las temperaturas reportadas por la incubadora las cusies deben de
encontrarse en el rango de 37°C +£0.1°C.

- Esterilizacidn del material de vidrio que mequiera este tratamiento, como cajas Petr,
matraces y pipetas con calor himedo en la olla express a 121° C y 15 Ib durante 15 min.

- ElI material termoldbil como las purtas de plastico para las pipetas semiautomaéaticas se
ecteriliz6 bajo las condiciones aspeciales de vapor himedo a 10 ib durante 15 min. >

- Sanitizacion del &rea de trabajo con una solucion de fenol al 10%.

- Eliminacion de |a comente de aire que pudiese contaminar e Proceso.

- Creacion de un sistema ambiental de semi-esterilizacion encendiendo los mecheros Fisher
durante 10 min.

2. Tratamiento de rutina para las cepas ATCC.

- Aislamiento de cepas en agar Mc Conkey, EMB y agar sangre, Las caracteristicas de las
coionias aisladas de cada cepa deben coincidir con las reportadas en la literatura.

- Tincion de Gram, misma que debe satisfacer ias especificaciones tintoriales de cada cepa.

23
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- Identificacion bioquimica de rnutina para cada especie bacteriana.
- Resiembra en agar soya tripticasa.

3. Preparacion de los medios de cultivo del método convencional.
- Los medios de cultivo: Caldo RMVP, Caldo KCN se prepararon pesando las cantidades

necesarias en la balanza granataria y procediendo corforme a las indicaciones que refiere ei
fabricante; disolviendo el medio, hmendo 1 min, dosificando en tubos y esterilizando bajo
condiciones normaies.

- Para los medios que evaluaron ia fermentacion de los carbohidratos se prepard ia base rojo
de fenol y se le adiciond un 1% de cada carbohidrato (sofbttol manitol, lactosa, sacarosa
arabinosa, glucosa) para posteriormente esterilizarse a 121°C y 10 Ib durante 10 min, a fin de
evitar la caramelizacién de los carbohidratos.

- E! caldo wrea se prepard y esteritizé a 121°C y 10 |b durante 10 min.

- Los medios de cuftivo sdélidos LIA, MIO, SIM, Citrato de Simmons, TSI y fenilalanina
desaminasa, semampmedmmalas lrun:auonesquereﬁaeelfd:mwﬂe,
pesando las cantidades necesarias en |la balanza granataria, disolviendo, hirviendo 1 min,
dosificar y esterilizar bajo condiciones nonmales, para despubds dejar solidificar en forma
inclinada los medios que requerian la formacion de un pico de flauta.

4. Preparacion de las cepas.

- Resiembra de |as cepas en tubos incinados por estria cruzada aen agar soya tripticasa.

- Incubacion durarte 24 hs a 37°C.

- Para cada cepa, se tomaron dos asadas del crecimiento bacteriano y suspenderio en 3 mL
de caido Muller Hinton esténil.

- Incubacion hasta alcanzar una turbidez equiparable con la que se observa en el tubo S del
nefeiémetro de Mc Farnland (aprox. 2 hs). (Este proceso se considerd para la inoculacion de
ios medios liquidos con suspensidn bacteriana).

5. Preparacion de 108 medios de cultivo en las microplacas.

- Las placas de ELISA se lienaron una por una conforme se requerfa su utilizacion, bajo
especiales cuidados para garantizar la esterilidad requerida por el experimento.

- Los medios de cultivo se prepararon previamente bajo las mismas condiciones que el
meétodo convencional en tubos de ensaye de 13 x 100 mm con una torunda de gasa y
algodon.

- El llenado de los pozos se realizd, adicionando 90 ul. de medio con el uso de una pipeta
semiautomatica de volumen variable y con puntas de plastico esterilizadas como se describe
con anterioridad, quachndolaplaqallmparairnmludelawm
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Cuadro 1. Posicion de los medios liquidos en la placa de ELISA.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A urea RM VP ara oty lac man S8c sor i SMCN| cMCN
B uren RM \iad are olu ac man sac Sor ) SAMCN] cAXCN
C urca vP aa Qlu [ man SBC 00 it SMCN| ceMCN
D urca RM vP arm glu tac man SaC SOF dl SMCN]| c/XCN
E urea RM P ara olu {ac man sSac SOr ] SMCN| o/XCN
F urea RM wP ara olu tac man s8C £ 2l SMCN| o/MCN
G urea RM P am gitu [ man sSac SOF it SMMCN| c/KCN
H urca RM VP ara glu lac man sac Sor il | aKCN| c/KCN

Donde:

Urea = Caldo urea Man = Caido RF + manitoi

RM = Rojo de metilo Sac = Caldo RF + sacarosa

VP = Vogues Proskauer Sor = Caldo RF + sorbitot

Ara = Caldo RF + arabinosa Xil = Caldo RF + xilosa

Giu = Caido RF + glucosa S/KCN = Caldo sin KCN

Lac = Caldo RF + lactosa CG/KCN = Caldo con KCN

Cuadro 2. Posicion de los medios solidos en la placa de ELISA.
1 2 3 4 5 6 7 [l 9 10* 11 12

A OF s/s| OF c/s| MIO CIT LA Gala | Gala | Dala | SIM SIM SiM TS1
8 |OFws|OFus| MIO | CIT LiIA | Oala | Oala SIM ST™M SIM TS 1
C |[OFws{OFes| MIO | CIT LIA | Gula | Ouls | Oula | SIM SIM SIM TS T
D |OFws|OFds] MIO | CIt LiA | Oula | OGala | Owla | SIM SIM SIM TS1
E [OFws | OFcus | MIO | CIT LIA | Oala | Galn | Oula | SIM STM SIM TS 1
F OF s/s | OFd/s | MIO | CIT LiA | Oals | Oala | Gala | SIM SIM SIM TS 1
G |[OFws [OFas| MIO | CiT LIA | Oala | Gala | Gala | SIM STM SIM TS1
H |Ofwes| OFys | MiO | CIT LiIA [ Gala | Gala | Oula | SIM SIM SIM TST

Donde:

OF s/s = Oxidacion - Fermentacion sin sello MIO = Medio movilidad indot ormnitine
OF c/s = Oxidacion - Fermentacion con sello CiIT = Citrato de Simmons

Palan = Agar fenilalanina desaminasa LIA = Medio LIA

SIM = Medio SIM TS I = Medio TSt

Nota. ( * ) Medios reservadas para la lectura de los metabolitos Qque requieren reactivos
adicionales.
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6. inoculacion de las cepas.

- La inoculacién en los medios del método convencional se realizé como lo realiza tradicional
el laboratorio de microbiologia.

- El método a prueba contiene dos tipos de inoculacion:

a) En medio liquido.- En cada pozo se adicionaron 10 uL de la suspension bacteriana
ajustada su turbidez a 0.5 del nefeldmetro de Mc Farland (anexo B, Pag. tX).

b) En medio sdlido.- La inoculacion de los medios sdlidos se realizd por medio de picadura
con el asa bacterioldgica recta, tomando con la punta una asada de un aislamiento de 24 hs

~ Lainoculacidn de las cepas en las placas, tanto para sélidos como para liquidos fue de la
siguiente forma.

Cuadro 3. Posicion de la inoculacion de las cepas en las microplacas.

SIN INOCULO (CONTROL NEGATIVO)

Escherichia coli ATCC 2536

Escherichia coli ATCC 11229
Salmoneliia typhi ATCC 6539
Shigella flexnen ATCC 12662
Pseudomonas aeruginosa ATCC 2561
Aeromonas hydrophila ATCC 7966

IOTMmMOooOw>

Staphytococcus aureus ATCC 6538

7 .- Incubacion.
Una vez inoculada una placa y los tubos comespondienmes del método estandar, se
sometieron a incubarse bajo las mismas condiciones ambaos métodos a 37°C  durante 24 hs.

8.- Lectura de resultados.
- Cada pozo y cada tubo fue leido en forma visual a fas 4, 6, 12, 18 y 24 hs, excepto ias
pruebas que requieren reactivaos adicionales, las cuales sGio se leen alas 12,18 y 24 hs.
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8- DISENO ESTADISTICO

8.1 PARAMETROS DE CONFIABILIDAD.

Los parametros estadisticos considerados Son:

Sensibilidad - Es la capacidad para detectar un estado anormat (verdaderos positivos) mediante
una determinada prusba.’”

Especificidad.- Es la capacidad de obtener resultados nommailes en pruebas negativas
(verdaderos negativos) mediante una determinada prueba.®”

Valor predictivo positivo (VPP).- Es la probabilidad de que una prueba sea positiva.

Valor predictivo negativo (VPN).- Es la probabilidad de que una prueba sea negativa.

indice de falsos positivos (IFP).- Es la probabilidad de que el resultado positivo sea emonec.
indicedofd.o.n.g.hlo (IFP).- Es ia probabilidad de que el resultado negativo sea emmdneo,
El calculo de estos parametros utiliza la siguiente tabla de contingaencia:

] 'METODO ESTANDAR
MICROMETODO positivo negativo TOTAL
__positivo A B A+B
negativo C D C+D
TOTAL A+C B+ D A+B+C+D
Donde:
A = Verdadero positivo
B = Faiso negativo
C = Falso negativo
D = Verdadero positivo
Las formulas estadisticas aplicadas son:
Paréametro Formula
Sensibilidad Sen = A/ (A+C)
E e Esp = D/(B+D)
Valor predictivo positivo VPP = A/ (A+B)
Valor predictivo negativo VPN = D/(C+D)
Indice de falsos positivos IFP = B/ (A+B)
_Indice de falsos negativos IFN_= C/(C+D)
27 > =
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8.2 INTERVALOS DE CONFIANZA

Se pueden caicular los intervalos de confianza comrespondientes por las siguientes
expresiones:

SENSIBILIDAD = A :zmu.l (A/Cp)(C/Co)
A+C

ESPECIFICIDAD = __D_ . + Z 42 , (D/C)(B/Cy)
B+D C

1
Donde Z 1,/2 @s 1.960 (de tablas) para una confianza (1 — a) de 95%. '*

8.3 TEOREMA DE BAYES

La probabilidad de encontrar una correctamente identificada si se obtiene un
resultado positivo en una prueba P (E/+) esta dada por:

P (+/E) P (E)

P(E/+) =
P(+/E) P(E) + P(+/E% P (E%
Donde:

P(+/E) = Probabilidad de obtener una identificacion cofrecta cuando realmente lo es.
P ( E) = Probabilidad de ia identificacién sea correcta
P (+ / ES) = Probabilidad de tener una identificacién incorrecta
P ( EC ) = Probabilidad de que la identificacion sea incorrecta
8.4 INDICE KAPPA DE COHEN
Para evaluar la concordancia entre los resultados que reportan ambos métodos se utiliza
Kappa de Cohen, basada en la comparacién de la concordancia observada en un
conjunto de datos con respecto a la que podria ocurrir por simple azar.'®
Si se dencta la concordancia observada como Co y ia esperada por azar como Ca, la K
de Cohen es:'*
Co - Ca

-« Ca
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Para lo cual utiliza la siguiente tabla de contingencias, que es util para poder comparar
tos resultados aportados por el microsistema de identificacién manual con los resultados
de las pruebas bioquimicas convencionales.

CONCORDANCIA ENTRE DOS METODOS DE IDENTIFICACION
METODO ESTANDAR
E EY TOTAL
RESULTADOS + To
DE LA - T
PRUEBA TOTAL <o 1 n

_Cuando K es cero indica que |a concordancia observada coincide con la que ocurriria por
simple azar, los valores positivos sefialan mayor concordancia que la esperada por azar,
siendo uno (1) el valor asignado a la concordancia perfecta.

A la hora de interpretar el valor de K es ttil disponer de una escala como la siguiente:®

Valoracién def indice Kappa

Valor de k Fuerza de la
rdancia
< 0.00 sin concordancia

0.00 —0.20 insignificante
0.21 —-0.40 discreta
0.41 — 0.60 moderada
0.61 —0.80 sustancial
0.81 —1.00 casi perfecta

Si K tomara un valor negativo sefialaria discordancia, Hegando hasta menoa de uno (-1)
para sefalar la discordancia totail entre los dos métodos diagndsticos correspondientes.
E! caiculo de K en iatabla de 2 x 2 es:

K=N(a+d)-R
N? -R

Para calcular el intervalo de confianza para la concordancia es necesario estimar la
desviacidn estandar correspondiente, que es el error estandar de K o la raiz cuadrada de
la varianza de estimacion

Sk = RMN+IR/N)-U(ry +co)—t(r+g)
R* + N2 ( N°-2R )
Donde
U=rgca
t=nNecy
R=u+t

29 TEITT M0
500 hT

FALLA Uk umuEN




Comy By e belidad diag o entre s mi N o i
ylang 3 N

Para una confianza del 95%, el intervalo de confianza para K esta dado por:

K % (1.960) (Sw)
Cuando los limites son amplios y el cero queda incluido en el intervalo se puede pensar
que no existe elevada concordancia entre los dos métodos, por el contrario si el cero no
esta incluido en el intervalo existe alta concordancia antre los métodos.
Una técnica altemnativa al célculo de los intervalos de confianza es la prueba del grado de

concordancia.
8.5 PRUEBA PARA GRADO DE CONCORDANCIA

Esta estimador es til para saber si los resuitados muestran una diferencia significativa con
respecto a la concordancia q ueseespetarfaporazarbobomsusaosabmuna
concordancia similar a la que ocusTiria de manera aleatoria.

Pararadlzwlapnnbasome!asnmadordeKq:peaeCormylavmmdammm
, ¥ se caicula CO, qsesecompamoonla

conforme a gue sefiala anteriormeonte,
dlsmbu:(mdex un grado de libertad y et nivel de a comespondiente.
KI
C0= —————
S*(K )

Asi cuando CO es significativamente mayor que 3.84 para a = 0.05, sefiala que la
concordancia o la discordancia, segun fue el signo de K se aleja significativamente de
cero, lo cual indica que el acuerdo o el desacuerdo entre los dos métodos es mayor que
{o que se esperaria por azar y se puede afirmar, con una probabilidad a = 0.05, que
existe una concordancia real entre ambos meétodos.
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9.- RESULTADOS

9.1 CONFIABILIDAD DIAGNOSTICA DEL MICROMETODO
9.1.1 Confiabilidad diagndstica del micrométodo en forma general.

Tabla No.1.-RESULTADOS GENERALES DE LIQUIDOS Y SOLIDOS

Lectura | sen [ ese | vep | ven | IFP | IFN | PED | PES ”""”; ;:‘_"""’ K co
24 vs24 | 0.644|0.823|0.783)| 0.730 0.2440.270| 0.950 | 0.935| 57.5-71.2 | 77.2-87.3 |0.471| 196.1
18vs 18| 0.728]|0.720]{0.702{0.745| 0.208 |0.255| 0.928 ] 0.936| 67.5-78.0 | 66.9 -77.0 [0.447]|256.0
18vs 24]0.682]0.802] 0.74 |0.749]0.255}0.251] 0.949]0.042] 62.9-73.3 | 76.1-84.3 [0.487]320.4
12vs 24|0.701|0.852|0.812|0.757|0.188]0.243| 0.970| 0.955| 65.0-75.1 | 81.4-88.9 |0.556]|380.2
6vs 24 |0.605|0.865]0.814)0.692|0.186[0.308| 0.961|0.925| 552-858 | 82.8-90.1 [0.472]|338.6
4vs24 |0.491|0899] 0.63 |0.638[0.171]0.362| 0.957|0.889]| 43.7-54.4 | 866-93.1 | 0.39 | 314.2
Tabia de valores de det en placa de ELISA en con el com

en tubo. (Significado de ias sigias se encuentra en el anexc C Pag. X)

9.1.2 Confiabilidad diagnéstica segun el estado fisico del medio

Tabla No.2.- RESULTADOS GENERA’L_EQ DE M.EDIOS LIQUIDOS
poctum [ sen | esp [ vep | ven | P | IEN |Pare [ PES s’;,‘m;:‘:d Limites do.| x |co
24vs24|0.805 )| 0.838 | 0.824 | 0.820 | 0.178 | 0.180 | 0.878 | 0.976 | 736-87.3 | 77.6-900 |0.843[160
18vs 18 0.786 | 0.867 [ 0.733 | 0.897 | 0.267 | 0.103 | 0.679 | 0.985 | 69.7-87.3 | 81.7-9168 |Ccea0] 160
18vs24{0673 | 0875| 0.88 |0.804 | 0.22 |0.195 | 0971|0963 | 580-76.3 | 823-926 0581 | 150
12vs 24 (0824 {0800 [ 077 | 0.85 | 0.11 |0.149 |08 [0085 | 750-890 | se9-949 | 072 | 192
evs24 |0810|0823| 0.81 | 082 | 0.18 |0.178 [ 0.975 | 0.078 | 740-880 | 75.95-887 |0e38] 167
4vs24 |0.704 | 0.856 ] 0.73 | 0.743 [ 0.169 | 0.256 [ 0.972 | 0953 | @26-782 | 796-915 | 0568 | 151
Tabla de Sstica los D del método en piaca de ELISA on con et o
en tubo. wmumsmmumcm x).
oy
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Tabla No.3.-RESULTADOS GENERALES DE MEDIOS SOLIDOS.
pecurm 1sen [ esp [ vee [ ven | iep | ien [rEm |pEn | Himkesde | Limtesde | x | co
24vs24 | 0875 | 0.788 | 0.754 | 0716 [ 0.248 | 0.284 [ 0.945 | 0.931]| 61.0-738 | 73.2-843 |048s| 1915
18vs 18 [0.702 | 0.727 [0.688 [ 0.741 | 0.313 ] 0.259 [ 0923 | 0930 636-78.7 | e68-786 |0.428] 1740
18vs 24 | 0.622)0.821|0.763 | 0.702 [ 0.238 | 0.298 | 0.946 | 0.023| S54-690 | 76.9-87.2 |0.44e | 1880
12vs24 | 0633 | 0.864 [0.681 | 0837 |0.319 ] 0.183 | 0963 | 0988 | 549-716 | 824-90.4 |0.507|207.3
Bvs24 |0.475|0.892 ) 0.815 | 0.630 | 0.185[0.370 | 0.950 | 0.880 | 406_-544 | s49-934 |0388] 1815
4vs24 10353} 0.926]0.828)0589}0172|0411]|0945|0.838| 28.7-418 | 80.0-982 |0.279| 1608
Tabla de b en piaca de ELISA en relacidn con sl método convenconal

los del
en tubo. (Significado de las sigias se encuentra en el anexo C Pag. X).

9.1.3 Confiabilidad diagndstica del micrométodo por cada prueba bioquimica.
9.1.3.1 Medios liguidos

Tabla No.4.-CALDO UREA
fectum [ sen | s [ vee [ ven | ke | IEN [P [P | Limitesde T Limiesde | [ go
24vs24 | 0.000 | 1.000 | 0.000 | 1.000 | 0.000 | 0.000 { 0.000 | 1.000 0.0-0.0 1.00 - 1.00 | 0.000 | 0.000
18vs18 (0.000{ 1.000 | 0.000 | 1.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 1.000 00-00 1.00-1.00 0.000 | 0.000
18Vvs24 { 0.000] 1.000 | 0.000 | 1.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 ! 1.000 0.0-0.0 1.00 - 1.00 0.000 | 0.000
12Vvs24 | 0.000 | 1.000 | 0.000 | 1.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 1.000 0.0-0.0 1.00-1.00 ; 0.000| 0.000
8vs24 0.000 | 1.000 | 0.000 | 1.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 1.000 0.0-00 1.00 - 1.00 0.000 { 0.000
4Vs24 0.000 | 1.000 | 0.000 } 1.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 1.000 0.0-00 1.00 - 1.00 0.000 | 0.000
Tabla de o para la de urea det método en placa de ELISA en rmiadon con ol método
cOonv: b en tubo. de las sigias se encuerntra en el anexo C Pag. X,
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Comy Ors che belick ficisy entre un purrosis maerused de idertifincién bacteriana
- .

Tabia No.5.-ROJO DE METILO (RM-VP)
Limites de Limites de K co

Lectura
MPVSMT SEN | ESP | VPP | VPN IFP IFN | P(Es+) § P(ES) sensibiidad M
24vs24 |0.550| 0.750 | 0.917 | 0.250 | 0.083 | 0.750 | 0.949 | 0.737 { 0.332 | 0.77 {0.326 1.2 10.1873 7.20

18vs18 [0.875 | 1.000| 1.000 | 0.941 | 0.000 | 0.059 | 1.000 | 0.998 [0.648| 1.10 |1.000; 1.0 | 0.903 |21.88

18Vs24 {0.350] 1.000 [ 1.00Q | 0.235 | 0.000 | 0.765 | 1.000 | 0.610 { 0.141 | 0.58 | 1.000]| 1.0 0.15 {12.99

12vs24 | . |1.000)1.000|0.250 | 0.000|0.750 | 1.000 | 0.667 | 0.185| 0.61 |1.000] 1.0 | 0.18 {13.20
B8vs24 0.4 1.000 ( 1.000 { 0.250 { 0.000] 0.750 | 1.000 | 0.687 { 0.185 | 0.61 | 1,000 1.0 0.18 |13.20
4vs24 | . [1.000/1.000(0.222|0.000|0.778|1.000 | 0.550 [ 0.09® | 0.50 (1.000{ 1.0 [ 0.13 |12.80
Tabla de cx & pars la de Rojo de Metlio dol Método en piaca de ELISA en relacidon con el
&t en tubo. de |as sigias se encuentra en el anexo C Pag. X).
Tabla No.6.-VOGUES PROSKAUER
oot | sen | ese [ vee | ven | ke | en [pere) [P | Limkesde | Limtesde. ] k | co
24vs24 { 0.000 | 1.000 ) 0.000 | 1.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 1.000 0.0-0.0 1.00 - 1.00 | 0.000 | 0.000
18vs18 { 0.000 | 1.000 | 0.000 | 1.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 1.000 0.0-0.0 1.00 - 1.00 | 0.000 | 0.000
18Vs24 { 0.000 | 1.000 | 0.000 } 1.000 | 0.000 | 0.000 } 0.000 | 1.000 0.0-~0.0 4.00 - 1,00 | 0.000 | 0.000
12Vvs24 1 0.000 } 1.000 | 0.000 | 1.000 | 0.000 { 0.000 | 0.000 | 1.000 0.0-0.0 1.00 - 1.00 | 0.000 | 0.000
6Vs24 | 0000} 1.000] 0.000] 1.000 ! 0.000 | 0.000 | 0.000 | 1.000 00-00 1.00 - 1.00 | 0.000 { 0.000
4Vs24 | 0.000 | 1.000 | 0.000 | 1.000 | 0.00C | 0.000 | 0.000 | 1.000 0.0--0.0 100 - 100 0.000 | 0.000
Tabla de umwmmmmm&mmm‘:mm

métado comvencional en tubo. (w lnsﬂnhssamandmcm
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Comparacibn de biliddad dingy foet erure un o Je iek fn bacteriana
y las prusbas bec
Tabla No.7.-CALDO ROJO DE FENOL + ARABINOSA
e [ sen [ ese [ ver [ ven | ke | 1en [P [pEry | Limiesde T Limkesde Ty T co
T
24vs24 10813 |0.875 { 0.8209 | 0.700 } 0.071 ) 0.300 | 0.9890 | 0.972 0.62-1.00 0.84 - 1.10 0.647 | 16.03
18vs18 | 0.687 | 0.917 [ 0.889 ({ 0.733 | 0.111 | 0.2687 | 0.984 | 0.954 0.40-0.93 0.76 - 1.07 0.583 | 14.93
18Vvs24 | 0.5683 | 1.000 | 1.000 | 0.533 | 0.000 | 0.467 | 1.000 | 0.893 0.31-0.80 1.00 - 1.00 0.482 | 15.80
12Vs24 {0688 | 1.000 | 1.000 | 0.615 | 0.000 | D.385 | 1.000 | 0.948 0.46 - 0.91 1.00 - 1.00 0.595 | 17.08
8vs24 | 0.775 | 1.000 | 1.000 | 0.800 | 0.000 | 0.200 | 1.000 | 0.992 0.71-1.03 1.00 - 1.00 0.824 | 20.40
4Vvs24 | 0625 )0.875 | 0.908 } 0.538 1 0.091 | 0.482 | 0.973 ) 0.885 0.38-0.88 0.64 - 1.10 0.432 | 12.42
Tabla de Ostica para e da Rojo de fenol con arabinose del Métado en placa de ELISA en relacgén
con et on tubo. (Sigr de las siglas se encuentra en el anexo C Pag. X).
Tabla No.8.-CALDO ROJD DE FENOL + LACTOSA
becum | sen [ EsP | ver [ ven | 1R | 1PN [pem [PEn | imiiesde | Limtesde [y T co
24vs24 | 1.000 | 0.813 | 0.727 | 1.000 | 0.273 | 0.000 | 0382 | 1.000 1.00-1.00 0.82-1.00 0.74 | 19.09
18vs18 | 1.000 | 0.875 | 0.800 | 1.000 | 0.200 [ 0.000 | 2.992 [ 1.000 1.00 - 1.00 0.71-1.03 0.82 | 20.40
18vs24 | 1.000 | 0.875 | 0.800 ; 1.000 | 0.200 { 0.000, 0.992 { 1.000 1.00 - 1.00 0.71-1.03 0.82 | 20.40
12Vs24 | 1.000 | 1.000 | 1.000 | 1.000 { 0.000 | 0.00- | 1.000 | 1.000 1.00 - 1.00 1.00- 1.00 1.00 | 24.00
avs24 | 1.000 | 0.638 | 0.889 | 1.000 | 0.111 | 0.000 | 0.983 | 1.000 1.00 - 1.00 0.81-1.05 0.91 { 22.00
4Vvs24 | 1000|0938 | 0889|1000 0.111 {000 | 0.988| 1.000| 1.00-1.00 0.61-1.05 0.91 | 22.00
Tabla de & pera Ia ® Rojo de fenol con lactosa del método en placa de ELISA en relscion
con el [~ i on tubo. © las sigies se encuentra on of anexo C Pag. X).
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Tabla No.9.-CALDO ROJO DE FENOL + GLUCOSA
petum [ sen [ ese [ vee | ven | irp | ien [rers [pEm | Limtesde | LimResde,] « | co
24vs24 | 0.958 | 0.000 | 1.000 | 0.000 | 0.000 { 1.000 | 1.000 | 0.000 | c.87-1.03 00-00 | 0.00 |0.000
18vs18 | 1.000 | 0.000 | 1.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 1.000 [ 0.000 | 1.00-1.00 0.0-00 | 0.00 | 0.000
18Vs24 | 1.000 | 0.000 | 1.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 [ 1.000 | 0.000 | 1.00-1.00 00-00 | 0.00 |0.000
12Vs24 | 1.000 | 0.000 | 1.000 [ 0.000 | 0.000 | 0.000 | 1.000 | 0.000 | 1.00-1.00 00-00 | 0.00 | 0.000
6vs24 | 0.875 | 0.000 | 1.000 [ 0.000 | 0.000 | 1.000 | 1.000 { 0.000 | 0.74-1.00 00-00 | 0.00 | 0.000
avs24 |0.833 | 0.000 | 1.000 | 0.000 | 0.000 | 1.000 | 1.000 [ 0.000| 0.68-0.98 0.0-00 | 000 |0.000
Tabia de pem |a p de Rojo de fenol con ghucosa del Mo en placa de ELISA en reladon
con el en tubo. (Sign? de las siglas se encuentra en ol anexa C Pég. X).
Tabla No.10.-CALDO ROJO DE FENOL + MANITOL
petun | sen [ ese [ ver [ ven | e | e [rEe) [pEm | Limilesde | Limiesde T « co
24vs24 | 0.900 | 1.000 | 1.000 | 0.400 | 0.000 | 0.600 | 1.000 | 0.923 | 0.49-090 | 1.00-1.00 | 0.44 | 15.38
18vs18 | 0.750 | 0.500 | 0.882 | 0.286 | 0.118 | 0.714 [0.956 [0.854 | 0.56-094 | 0.01-099 | 0.19 | 5.244
18Vvs24 | 0.750 | 0.500 | 0.882 | 0.286 | 0.118 [ 0.714 {0.956 | 0.854 | 0.56-084 | 001-099 | 0.19 | 0.19
12vs24 | 0.800 | 1.000 | 1.000 | 0.867 | 0.000 [ 0.333 | 1.000 |0.992 | 0.76-.1.03 | 1.00-1.00 | 075 | 0.750
6Vs24 | 0.800 | 1.000 | 1.000 | 0.887 | 0.000 | 0.333 | 1.000 [0.902| 078.103 | 1.00-100 | 0.75 | 0.7s
4vs24 | 0667 | 0.000 | 1.000 | 0.000 | 0.000 [ 1.000 | 1.000 | 0.000| 0.47-0.85 | 0.00-0.00 | 0.00 | 0.000
Tabia de g para ia pr de Rojo de fenol con manitol det mitado en placa de ELISA en reladon
con el método en tubo. de 1as Sipias se encuentra en e anexo C Pag. X).
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Tabla No.11.-CALDO ROJO DE FENOL + SACAROSA
Limi . imite
aecte | sen | EsP | vee | ven [ iep | IFN |PErs) |Pees) | Limites de | Limites de « | co
24vs24 | 0.917 | 0.017 | 0917 | 0.917 |0.08 | 0.083 | 0.996 | 0.996 | 0.76 - 1.07 0.78- 1.1 0.83 | 20.00
18vs18 | 0.875 | 0.500 | 0.487 | 0.889 | 0.53 0.111 | 0.814 | 0.952 | 0.64 - 1.10 0.25-0.7 0.308 | 10.40
18vs24 | 0.833 | 0.583 | 0667 [ 0.778 [0.33] 0.222 | 0907 | 0.9044 [ 062-1.04 | 0.30-09 0.42 | 10.67
12vs24 | 0.833 ) 0.887 ) 0.714 } 0.800 | 0.28) 0.200 | 0.938 | 0.9680 | 0.62 - 1.04 0.40-0.9 0.50 | 12.34
6Vs24 | 0.917 | 0.417 | 0.611 | 0.833 | 0.38 0.167 | 0.863 | 0.952 | 0.76 - 1.07 0.13-0.7 0.33 | 10.87
4vs24 | 0.917 | 0.500 | 0.647 | 0.857 [0.35]| 0.143 | 0.889 | 0.967 | 0.76 - 1.07 0.21-08 042 | 12.10
Tabla de pam s p de Rojo de fenol con sacarosa del método en placa de ELISA en reladon
con ef mét en tubo. de las sigias se encuentra en &l anexo C Pag. X).
Tabla No.12.-CALDO ROJO DE FENOL + SORBITOL
Lectura Limites de Limites de
mivstr | SEN | ESP | VPP | VPN | IFP | IFN | P(E/) [P | conciiused | espocificidad | % co
24vs24 068 1 0.833]10.800)0714} 0.200) 0.286 | 0.960 | 0.938 0.40-0.9 062-1.0 0.50 | 12.34
18vs18 0.50 j 0.750 | 0.887 [ 0.800 | 0.333 | 0.400 | 0.870 ) 0.833 ! 0.21-0.78 0.50 -~ 1.0 0.250 | .40
18vs24 0.50 | 0.750 | 0.867 | 0.600 | 0.333 | 0.400 | 0.870 | 0.833 ] 0.21-0.78 0.50 - 1.0 0.25 6.40
12vs24 0668 | 091710889 0.733}10.111 | 0.267 ! 0.684 | 0.954 | 0.40-0.93 078 -1.1 0.583 | 14.93
B8Vs24 0.83 { 0.833 ]|0.833 | 0.833 |/ 0.167 | 0.167 | 0.980 | 0.980 | 0.62 - 1.04 0.682-1.0 0.87 | 16.00
4Vs24 0.83 | 0.750 | 0.769 { 0.818 | 0.231 | 0.182 | 0.962 | 0.972 | 0.62-1.04 0.50-1.0 0.583 | 14.10
Tabla de de Rojo de fenol con sorbitol det Métado en placa de ELISA en relscion

mndmmmmmm (Sipnmmhssbhssemmdmmc Pag. ).
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Tabia No.13.-CALDO ROJO DE FENOL + XILOSA
et T sen [ esp | ver [ven [ e | iEn [P [Py | Limtesde | Limiesde | x | co
0.646-1.10 | -
24vs24 |0.875 | 0.813 | 0.700 | 0.929 | 0.300 [ 0.071 [0.972 [ 0.990 | 0648-1.10 | 0821-1.0 | 065 {16.03
16vs18 | 0.875 [ 0.938 | 0.8750.938 | 0.125 | 0.063 [ 0.098 | 0.008 | 0.848-1.10 | 0.818-11 [ 0.81 [19.50
18vs24 |0.875 |0.938 | 0.875 [0.938 | 0.125 [ 0.083 [ 0.996 | 0.996 | 0.646-1.10 | 0.819-1.1 | 0.81 |19.50
12vs24 | 1.000 | 0.875 | 0.800 | 1.000 | 0.200 | 0.000 [0.992 ] 1.000] 1.0-10 | 0.713-1.0 | 082 [2040
6vs24 |1.0000.813]0.727 | 1.000| 0.273 | 0.000 | 0.0862 | 1.000] 10-10 | 0e21-10 [ 074 [10.00
4vs2¢ |1.000 | 0.813] 0.727 | 0.928 | 0.273 | 0.000 | 0.982 [ 1.000] 1.0-1.0 | 0e21-1.0 [ 074 [10.00
Tabia de de Rojo ge fenol con xitosa det método en placa de ELISA en relacion con

elmélodocommndonnlenlubo (Sqrﬂbndooelas%see'nmmeneimcpip .

Tabla No.14.-CALDO KCN ’
Loctura | sen | ese | wee [ ven | e | N [rer) [pasn | Limies de L‘"‘"’d‘;:d x | co
24vs24 | 1.000 [ 0.313 | 0.421 | 1.000 [ 0.579 | 0.000 | 0.721 | 1.000 | 1.00-1.00 | 0.085 -0.5 | 0.23 |13.58
18vs18 | 1.000 | 0.563 | 0.533 | 1.000 | 0.467 | 0.000 | 0.893 | 1.000 | 1.00-1.00 031-08 | 0.46 {1560
18vs24 | 1.000 | 0.563 [ 0.533 | 1.000 | 0.467 | 0.000 | 0.893 | 1.000{ 1.00-1.00 031-08 | 0.48 |1560
12vs24 | 1.000 | 0.750 [ 0.667 | 1.000 | 0.333 | 0.000 | 0.968 | 1.000 | 1.00-1.00 053-1.0 | 087 |[18.00
6Vs24 | 0.750 | 0.313 | 0.353 | 0.714 | 0.647 | 0.288 | 0.581 | 0.760 | 1.00-1.00 0o08-05 | 0.0s | 207
4vs24 | 0.500 | 0.688 [ 0.444 | 0.723 [ 0.556 [ 0.267 | 0.800 | 0.873 | 1.00-1.00 046-09 | 0.18 | 4.40
Tabia de paratla de de p ded on placa de ELISA
en 360 con el mét en tubo. (wﬁmodel-smaemmdmcpg)o
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Tabla No.15.-CITRATO DE SIMMONS
Loctura Limites de Limites de
mMivaMmT | SEN | ESP | VPP | VPN | IFP | IFN [P(Ere) [PELY | o0 PLi D sal K co
24vs24 1.00 | 0.550)0.308 | 1.000 { 0.692 | 0.000 | 0.8168 | 1.000 | 1.000 - 1.000 | 0.332-0.768 | 0.289 | 14.03
18vs18 | 0.75 {0.300 | 0.176 [ 0857 | 0.824 { 0.143 ] 0.435 [ 0.812 | 0.326 - 1.174 | 0.008 - 0.501 | 0.022 | 1.855
18vs24 | 0.75 |0.300(0.176 | 0857 | 0.824 | 0.143 | 0.435 (0812 | 0.326-1.174 | 0.099 -0.501 } 0.022 | 1.855
12vs24 | 0.75 [ 0.600 [ 0.273 (0923 ] 0.727 [0.077 | 0.789 | 0.980 | 0.3268 - 1.174 | 0.385-0.815 | 0.208 | 7.9080
Bvs24 0.75 [0.800 | 0.600 [ 0.847 | 0.400 | 0.053 | 0.084 | 0.993 | 0.328 - 1.174 | 0.768 - 1.031 | 0.591 1"‘5J
[vs24 0.50 {0.900!0500 {0900} 0.500 | 0.100] 0.9688 ) 0.882 | 0.010-0.990 | 0.769 - 1.031 | 0.400 | 9.600 )
Tabla de agnG iam citrato de Ssvwnons del métado en placa de ELISA en relacién con el
r ok en tubo. dels%scmmmendanexocptgx)
Tabia No.16.-INDOL EN SIM
Lectura Limites de Limites de
et | SEN [ ESP | VPP | vPN | 1FP | IFN | P(EIS) IPES) | gortivinaad heded | K | €O
24vs24 | 0844 { 0.75 | 0.871 | 0.706 | 0.129 | 0.706 | 0.978 | 0.969 | 0.718- 1.0 0.5-1.0 0.585 28.1
18vs18 | 0.875 | 0.63 | 0.700 ; 0.833 | 0.300 | 0.833 | 0.933 | 0.96F | 0.743-1.0 o4-08 0.500 | 258
18Vs24 | 0.844 | 0.813 | 0.900 | 0.722 | 0.100 ! 0.722 | 0.685 | 0.5 | 0.718- 1.0 086-1.0 0.638 30.8
20.8 |
12Vs24 [ 0.875) 0.71 [ 0.750 | 0.850 | 0.250 | 0.850 | 0.958 | 0977 | 0.743- 1.0 05-0.9 0.583 | 28.8
8vs24 - - - - - - - - N N - -
4Vvs24 - - - - - - - - N : - -
Tabla de seba de indol en SIM @l Método en placa de ELISA en relacidn con o método

convencional en tubo. wmhssolssmmdmocpﬁ; ).
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Tabla No.17.-FENILALANINA
Lectura Limites de Limites de
MPvamr | SEN | ESP | VPP | VPN | IFP | IFN | P(E/+) |PEL) | oottt omd caea | % | ©©
24vs24 |0.000{ 0.83 | 0.000} 1.000 | 1.000 | 0.000 | 0.000 | 1.000 0.0-00 0.7-1.0 0.000 | 0.000
18vs18 (0.000| 0.81 [ 0.000 | 1.000 | 1.000 |{ 0.000 | 0.000 | 1.000 00-00 06-098 0.000 | 0.000
18Vs24 [0.000 | 0.82 | 0.000 | 1.000 | 1.000 | 0.000 | 0.000 | 1.000 0.0-00 08-10 0.000 | 0.000
12Vs24 [ 0.000 | 0.92 | 0.000 | 1.000 | 1.000 | 0.000 | 0.000 | 1.000 00-0.0 0s8-1.0 0.000 | 0.000
8Vs24 . - . . _ N N R - . - .
4Vs24 - - - - - - - -~ - - - -
Tabia de o el mét en placa de ELISA en relacién con

el método convencional en tubo. (Wdelassohssemnmenelmt:Pﬁ x).

Tabla No.18.- FERMENTACION O/F c/s Hugh - Leifson
et {sen [ EsP | vep | ven | kP | IFN [P [PES sl;‘;"s?;:::a e acs| X | co
24vs24 | 4 ) 1 [} o 1 1 o 1.0-1.0 0.0 - 0.0 o o
18vsi8 | pas | o 1 0 o 1 1 o 0.74 -1.00 0.0—0.0 o o
18vs24 o83 | o 1 0 o 1 1 1] 0.68 - 0.98 0.0-0.0 ] 0
12vs24 1079 | o 1 [} o 1 1 o] 0.808 - 1.0 0.0 — 0.0 o o
6Vs24 1073 | o 1 ') ) 1 1 o 0.684 - 1.0 0.0 - 0.0 ) o
4vs24 | 071 | 045 Jomee| 05 [0.138] 05 |0we2{0823] 0e29_9ps 03-1.0 0.38s | 126
Tabla de para la de en OF con ghucoss del método en piaca de ELISA en
i ol en tubo. de las siglas se encuentra en ol anaxo C Pég. X).
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Tabla No.19.-OXIDACION O/F s/s Hugh - Leifson
potum |sen [ Esp [ vep [ ven | Ire | 1N [pEm [P | Limitesde | Limtesde | k| co
2an24 | 0.62 | 0.00 | 1.000 | 0.000 | 0.000 | 1.000  1.000 | 0.000 | 0.80- 1.0 0-0 0.000 | 0.000
18ve1e | 0.92 | 0.00 | 1.000 | 0.000 |0.000 | 1.000 | 1.000 | c.000 | 0.80- 1.0 0-0 0.000 | 0.000
18vs24 | 0.92 | 0.00 | 1.000 )| 0.000 | 0.000| 1.000 | 1.000]) 0.000 | 0.80- 1.0 c-0 0.000 | 0.000
12ve24 | 0.92 | 0.00 | 1.000 | 0.000 | 0.000 | 1.000 | 1.000 | 0.000 | 0.80- 1.0 0-0 0.000 | 0.000
cvazs | 0.73 | 0.00 | 1.000 [ 0.000 | 0.000 | 1.000 | 1.000 [0.000| 0.88- 1.0 0-0 0.000 | 0.000
avezs | 0.79 | 0.63 [0.864 | 0.500 | 0.138 | 0.500 | 0.082 | 0.923 | 0.62-1.0 03-10 |0385|12.60
Tabia de para la pr de en OF con glucosa del método en placs de ELISA en
relacion con el mé en tubo. de ias siglas se encuentra en ol anexo C Pag. X).

Tabla No.20.-ORNITINA

Ltectura Limites de Limites de
MMMT,[SEN ESP | VPP | VPN | IFP | IFN [P(Ess) | P(E/) ibilicad ficasa | % | €O

24vs24 | 0.33 | 0.83 | 0,667 | 0.556 | 0.333 | 0.444 | 0.8348 | 0.778 | 0.067-0.6 068-10 0.167 | 5.33
18vs18 | 0.56 | 0.63 [0.750{0.417 {0.250 | 0.583 | 0.863 | 0.750 | 0.319-0.8 03-10 0.167 | 4.50
18Vs24 | 0.56 {0.62510.750 10417 | 0.250{ 0.583 ) 0.8683 ] 0.750| 0.319- 0.8 03-10 0.167 | 4.50

12Vs24 | 0.50 [ 0.750 | 0.800 | 0.429 | 0.200 | 0.571 | 0.894 [ 0.759 | 0.255-0.7 04-1.1 0.21% | 8.51
6Vs24 | 0.31 1 0.750 | 0.714 1 0.353 1 0.288 | 0.647 { 0.760 | 0.581 | 0.085-0.5 0O4-11 0.049 | 2.08
4Vs24 | 018 | 0.78 | 0.750 ] 0.350 { 0.250 | 0.650 [ 0.763 | 0.538 | 0.004 - 0.4 06-1.1 0.045 | 3.30

Tabia de en madio MIO del métado on piaca de ELISA en relacion con el
método convendonal en tubo. (wmmmammdmcpﬁ x).
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Compuracites de it chingridativa entre un marual de identifioacidn bacteriana
e oo i
Tabla No.21.-MOVILIDAD EN SiM

peum | SEN | ESP | VPP | VPN | IFP | IFN |p(ere) |PaEsy | Limiesde | Limtesde | x | co
24vs24 | 0.80 | 0.63 |0.914 | 0.385 [ 0.086 [ 0.815 [ 0.977 [0.927 | 0676 -00 | 03-10 | 03 | 1703
18vs18 | 0.88 | 0.38 |0.875 [0.375 | 0.125 [ 0.625 | 0.670 [0.932 [ 0.773-10 | ©00-07 | 03 | 1200
18vs24 | 0.68 [0.375 | 0.875 | 0375 | 0.125 | 0.625 | 0.970 [0.932 | 0.773- 10 | 0.0-07 [0.250(12.000
12vs24 | 0.83 |0.375 [ 0.868 | 0.300 | 0.132 | 0.700 [ 0.960 |0.885 | 0.707-0.8 | 0.0-07 [o.182] ses3
evs24 | 0.50 10.000 [ 1.000 [ 0.000 | 0.000 | 1.000 | 1.000|0.000] 0.358-08| 00-00 |0.000| 000
4vs24 | 055 |0.375 (0815|0143 (0185 [0ms7 | 0521 0ave-07 | 00-07 |-004|-3as2

Tauadewmmmwnl-mmmsmadelmaoﬂomumdeELlSAenmwnel

T cor en tubo. las sipias se encuentra en al anexo C Pég. X)
Tabla No.22.-SACAROSA EN TSI
Locura | sEN [ ESP | VPP | VPN | IFR | IFN | PEs) | PER) s';:"";‘m e“‘""‘”dg:d x co
24vs24 | 1.00 J0.750 | 0.6a7| 100 |0.3330.000] 0,67 [1.000] 1.00-10 | 053-096 | 067 | 18.000
18vs18 | 0.88 [0.750 {0.63a| 092 | 0.384 |0.077 | 0.95 0986 | 064-1.1 | 053-098 | 0.57 [ 14085
18vs24 | 0.88 [0.750 | 0.836 | 092 | 0.384 | 0.077] 0.95 {0986 | D64-1.1 | 053-096 | 057 | 14685
12vs24 | 0.88 | 0.81 |0.700| 093 |0.300|0.071 | 097 [0c990| 064-1.1 | 0e2-1.00 | 085 | 18.020
6vs24 | 083 | 0.81 |0625] 081 0375|0188 | 0.9¢4 [0951| 028-10 | 0e2-1.00 | 0.4e | 10500
avs2e | 063 | 0.84 |0.833| 083 [0.167|0.167| 0.98 [0574]| 0.20-10 | 081-108 | 080 | 15.000
Tabla de | pasa la en meadio TSI del méodo en placa de ELISA en
r 3Gn con et mét cor en tubo. (S delsﬂﬁnssemmdmc%x)
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Tabla No.23.-GLUCOSA EN TSI
sy | SEN | Ese J ver [ veN [ e | N [PE [P | Himieede | Limkesde |« | co
24va24 | 075 | 1.00 | 1.00 | 0.44 | 000 | 0.56 | 100 | 095 | 0.58-09 10-10 Jo.03|18.00
18vs18 | 070 | 1.00 | 1.00 | 040 | 000 | 060 | 100 | 082 | 0.50-09 10-10 [0.03]15.38
18vs24 [ 070 | 1.00 | 1.00 | 0.40 [ 0.00 | 060 | 1.00 | 0.92 [ 0.50-09 10-10 [o0.0315.38
12vs24 | 065 | 1.00 | 100 | 0.38 | 0.00 | 0.6s | 1.00 | 0.89 | 0.4s-00 10-1.0 |0.03]14.8¢
evs24 | 065 | 1.00 | 100 | 0.38 [ 0.00 | 0.64 | 100 | 0.89 | 0ea-09 1.0-10 |0.03] 1e.84
4vs24 | 050 | 100 | 100 { 020 [ 000 | 071 | 100 | 077 | 028-07 1.0-10 |0.02|13.71
Tabla de ag para la prueba de i6n de la en medio TSI det método en placa de
ELISAenT con el - on tubo. de Ias sigias se encuentra en et anexo C Pag. X).
Tabla No.24.-LACTOSA EN TSI
e 1 sen | esp | vee | ven | PP | ien |PEs) [Py | Limiesde o Limies de Kk | co
24vs24 | 075 | 1.00 | 100 | 0.a4 [ 000 [ 056 | 100 | 095 | 0.58-.00 10-10 |o.03|1e0
18vs18 | 070 | 1.00 | 100 | 040 | 000 | 060 | 1.00 | 082 | 0s0-08 10-10 |o003]153
18vs24 | 070 | 1.00 | 1.00 | 040 | 000 [ 060 | 1.00 | 092 | 0.50-08 10-10 |o003|1s3
12vs24 | 065 | 1.00 | 100 [ 038 [ 000 | 084 | 100 | 088 | 0a4sa-09 10-10 |0.03] 148
6vs24 | 0es | 1.00 | 1.00 [ 036 | 000 | 084 | 1.00 | 0.89 | 04a-09 10-10 |003] 148
avs2¢ | 050 | 100 | 1.00 [ 020 | 000 | 071 | 100 [ 077 | 028-07 10-10 [o002] 137

Tabladeoomhn-dadWmhmmmmhhﬂmmmwdﬁmmmmam&

de ias sigias se encuentra on el anexo C Pag. X).

42

al
Y

58
DRI




Comparacidn de confiabiidad duwn&-aaaenlrz un

3 lan pr

Tabla No.25.-ACIDO SULFIHIDRICO EN TSI

ssttum | sen | Ese | wvee | ven | rp | PN [pEre) [Pees) | Limitesde | Limkesde | | co
2avs24 | 0.50 | 1.00 | 1.00 | 091 | 0.00 | 0.09 | 100 | 0.90 | 0.01-10 1.0-10 |083| 1745
18vs18 | 0.50 | 1.00 | 1.00 | 0.01 | 0.00 | 0.09 | 1.00 | 0.99 | 0.01-10 1.0-10 |o063|17.45
18vs24 [ 0.50 | 1.00 | 1.00 | 0.01 | 0.00 [ 009 | 100 | 0.09 | 0.01-1.0 1.0-10 |063[17.45
12vs24 [ 0.50 | 1.00 | 1.00 | 091 | 0.00 | 0.09 | 1.00 | 0.99 | 0.01-10 1.0-10 |oea]174s
evs24 | 025 { 1.00 | 100 { 087 { 000 | 013 | 100 | 098 | 0.17-07 1.0-1.0 |038] 1461
4vs24 | 0.00 | 1.00 | 0.00 | 083 | 0.00 | 0.7 | 0.00 | 0.97 | 0.00-00 1.0-1.0 |[o0.06] 000
Tabia de gnéstica para la pr de H.S en medic TS det método en placa de ELISA en
1acio e  en tubo, (s&ummodehsswasseenammu-'mcr’to)o
Tabla No.26.-GAS EN TSI
Lectura | sen | ESP | VPP | VBN | IFP | IFN | P@ER) | PES) :;T;Fﬁ Limtesde | co
24vs24 | 038 [ 075 | 075 | 038 | 025 | 083 | 082 | 064 | 0D14-08 | 045-105 | 010 | 275
18vsi8 | 042 | 067 | 056 | 053 | 044 | 047 | 075 | 0.72 | 0.14-07 | 0.40-093 | 008 | 2.13
18vs24 | 044 [ 075 [ 078 | 040 | 022 | 060 | 088 | 070 [ 0.19-07 | 045-105 | 0.15 | 5.20
12vs24 | 0.25 | 088 | 080 | 037 | 020 | 063 | 084 | 060 | 0.04-05 | 0.85-1.10 | 0.09 | S.e3
evs24 | 013 | 100 | 100 | 038 | 000 | 064 | 1.00 | 055 | 0.04-03 | 1.00-1.00 | 0.09 | 12.85
4vs24 | 000 | 100 | 0.00 | 0.33 | 0.00 | 067 | 0.00 | 0.43 | 0.00-00 | 1.00-1.00 | 0.00 | 0.00
Tabla de para la de ion de gas en medio TSt del métado on placa de ELISA on
ol en tubo. (S de las sigias se encuentra en ¢ anexo C Pag. X).
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Comp % iticocd igdatioes enitre. ues miceonis ke ickortifiescides bescteriona
 ias prushas bioquimicas convendionales.
Tabla No.27.-ACIDO SULFIHIDRICO EN SIM
e | SEN [ EsP [ vee | ven | 1IFP | IEN pere P | Limteade | Limtesde 1 x | co
24vs24 | 050 | 0.88 | 067 [ 078 | 033 | 022 | 0.05 | 084 | 0.15-08 | 0.71-1.04 | 0.40 | 10.00
18vs18 | 0.75 | 0.90 [ 080 | 0.95 | 040 | 0.05 [ 098 [ 098 | 033-12 | 077-1.03 | 0.50 [ 1445
18vs24 | 038 | 0.88 | 060 [ 0.74 | 040 | 0.26 | 0.92 | 091 | 00s-07 | 071-1.04 | 0.28 | 7.33
12vs24 [ 038 | 1.00 | 1.00 | 0.76 | D06 | 0.2 | 1.00 | 095 | 0.04-07 | 1.00-1.00 | 0.44 [ 15.43
6va24 | 0.00 | 1.00 | 000 | 067 | 0.00 | 0.33 | 000 | 0.86 | 0.06-00 | 1.00-1.00 | 0.00 | 0.00
4vs24 | 000 | 1.00 | 000 | 067 | 0.00 | 033 [ 000 | 086 | 0.00-00 | 1.00-1.00 | 0.00 | 0.00
Tabia de ing para la de ion de H,S en medio SIM del Método en piaca de ELISA en
relacién con el r entubo. de las siglas se encuentra en &l anexo C Piag. X).
Tabia No.29.-LISINA EN LIA
pecura Isen| Esp | vee [ veN | P | IFN |PErm [P | Limesde ';"',’;‘:I? do % co
24vs24 (008! 017 | 000 [ 015 | 091 | 085 | 0.03 | 0.05 | -007-02 | .004-0.38 | 075 [-18.13
18vs18 |o.o8| 017 | 009 | 015 | 091 | 08s | 003 | 0.0s | 007-02 | 004-038 | 075 |-18.13
18vs24 |008| 017 | 009 | 015 | 091 | 085 | 003 | c.o5 | 007-02 [ 004-038 | 075 |-1813
12vs24 [000| 033 [ 000 | 625 | 100 | 075 | 0.00 | 0.12 { 0.00-00 | 0.07-060 | -D.67 |-18.00
6vs24 |0.00| 050 | 0.00 | 033 | 100 | 067 | 000 | 025 | 0.00-00 | 0.22-078 | -0.50 | -16.00
4vs24 |0.00| 067 | 0.00 | 040 | 1.00 | 060 | 0.00 | 0.40 | 0.00-0.0 | 0.40-093 | 0.33 |-14.40
Tabla de imgnéstica pes la de la de la Haina en Medio LIA del método en placa de
ELISA en con el méto on tubo. de Lo Sipias se encuentra on ol anaxo C Pig. X).
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Tabla No.28.-ACIDO SULFIHIDRICO EN LIA

piecum | seN [ esp | vee | ven | ke | 1EN [pEr [pEm [ Limitesde | Limiesde | | co
24vs24 [ 050 [ 088 | 067 | 0.78 | 0.33 | 0.22 | 095 | 0.84 | 0.01-10 | 10-10 [o4o] 10.00
1ovs18 | 075 [ 090 | 080 | 095 | 040 [ 0.0s [ 088 | 098 | 0.o1-10 | 10-10 Jose| 14.4s
18vs24 | 0.50 | 1.00 | 1.00 | 0.01 [ 0.00 | 0.08 | 100 | 088 | 001-10 | 10-10 [oea|17.4s
12vs24 | 0.25 [ 100 | 1.00 | 087 | 0.00 | 0.13 | 100 [ 098 | 0.17-07 | 10-10 [038| 141
ovs24 [0.00 | 1.00 | 0.00 | 0.83 | 0.00 | 017 | c.o0 | 087 | 0.00-00 | 10-1.0 |o.00] 0.00
4vs24 | 0.00 | 1.00 | 0.00 | 0.83 | 0.00 | 0.17 | 000 | 097 | 0.00-00 | 10-10 [0.00| 0.00

Tammmammmmmmmmu,smmmmmmmmaeensaen
T con el ubo. (S de [as siglas se encuemra en &l anexo C Pig. ).

Tabla No.31.-INDOL EN MIO

Lect Limites de Limites de

MPwstr | SEN | ESP | VPP | VPN | IFP | IFN |P(E/) | P(E/) | sensibilias | especificda K co
a d

24vs24 |0.838 | 0.75 {0.871 |0.708 | 0.129 ; 0.708 | 0.978 )} 0.968 | 0.718- 1.0 05-1.0 0.585 28.1

18vs18 |0.828 | 0.63 | 0.700 [ 0.833 | 0.300 | 0.833 [ 0.933 | 0.968 | 0.743-1.0 04-08 0.500 | 25.80

18Vs24 |0.824 | 0.80 | 0.900 | 0.722 | 0.100 | 0.722 | 0.885 | 0.975 | 0.718- 1.0 06-10 0.638 30.8

12Vs24 1 0.815 ) 0.71 | 0.750 | 0.850 | 0.250 | 0.850 | 0.958 | 0.977 | 0.743 - 1.0 05-09 0.583 | 28.80

6vs24 - - - - - - - - - N - -
4Vs24 - - - - - - - - - : - -
Tabia de i paa la de 36n de indol en medic MIO det métado en placa de ELISA en
36n con &l en tubo. (S de las siglas se encuentra en ol anexo € Pag. X).
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Tabla No.30.-GAS EN LIA
pectum | SN | ESP | VPP | VPN | IFP | IFN [P(Er) [P@Es) | SimRes de | Limies de K co
24vs24 | 000 | 1.00 | 000 | 067 | 000 [ 033 | 00 | 088 | 00—00 | 1.0-10 0.00 0.0
18vs18 | 0.00 | 1.00 | 0.00 | 067 | 0.00 | 033 | 0.0 | 088 | Do-00 | to0-10 0.00 0.0
18vs24 | 000 | 1.00 | 0.00 [ 067 | 0.00 | 033 | 00 | 0868 | 0.0—00 [ 1.0-10 | 000 0.0
12vs24 | 000 | 1.00 [ 0.00 | 067 | 000 | 033 | 00 | 088 | D.O—00 | 1.0-1.0 0.00 0.0
6vs24 | 000 | 1.00 | 000 | 067 | 000 | 033 | 00 | 086 | co—00 | 1.0-10 0.00 0.0
4vs24 | 028 | 094 | 075 | 075 | 025 | 0.25 | 0.98 | 093 | 0.04-0.7 | 0.82-1.06 | 038 | 10.50
Tabla de para 1a pr de i6n de gas en medio LIA del método en placa de ELISA en
sén con ot on de las siglas se encuemtra en et anexo C Pag. X).
Tabia No.32.-MOVILIDAD EN MIO

ectum | seN | BsP | VPP | VPN | PP | IFN [pese) [Pes | Himites de | Limies de K co
24vs24 | 080 | 063 |0.914 | 0.385| 0.088 | 0.615} 0977} 0.927} 067-0.9 03°1.0 03 | 17.93
18vsi8 | 081 | 0.38 [ 0.875 | 0.375| 0.125 | 0.625 | 0.970 | 0.032 | 0.77-1.0 0.0-0.7 03 | 1200
18vs24 | 081 |0.375|0.875 | 0.375 | 0.125 | 0.625 [ 0.970 | 0.932 | 0.77-1.0 0.0-0.7 0250 | 12.000
12vs24 | 080 | 0.375)] 0.868 | 0.2300 | 0.132 | 0.700 | 0.980 | 0.885 | 0.70-0.9 00-07 0.182 | s.893
6vs24 | 0.50 [ 0.000 1.000 | 0.000 | 0.000]1.000| 1.000(0.000]| 0.35-08 0.0-0.0 0000 | 0.00
4vs2e | 055 {0.375(0.815|0.143| 0185|0857 | | . |0.521] 038-07 00-07 | -0.0es5 | -a3s2
Tabla de it ae &n medio MIO del método en placa de ELISA en relacion con

el método convencional en tubo. (Wdelassghssemanelmoc% xy.
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10.-ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

Este trabajo realizé la comparacién de la confiabilidad diagndstica entre el método de
identificacion en placa y el método bioquimico convencionat en tubo.

Las comparaciones se realizaron en las siguientes categorias:

* Método en forma general
= Estado fisico del medio
« Prueba bioquimica individual

En las anteriores categorias de comparacion se realizaron en total 672 determinaciones
de cada método, 264 en medios liquidos y 408 en medios sdlidos.

Las tablas que se presentan precedentemente muestran los valores de Ja confiabilidad
diagnostica que tiene el micrométodo comparado con los valores del método
convencional en tubo que se asumen como 100% sensibles y 100 % especificas, ya
que su confiabilidad ha sido comprobada desde siempre.

Como foco de interés de este trabajo, también se encuentran contemplados los rubros
del beneficio econdmico que representa para el laboratorio de microbioiogia y el
impacto ecoldgico obtenido al disminuir los volumenes de contaminantes que son
desechados.

10.1 Confiabilidad diagnostica del micrométodo.
10.1.1 Confiabilidad diagnéstica general del micrométodo.

En este apartado se consideran tanto ias pruebas liquidas como las sélidas, destacando
que el método astandar reporto 328 resuitados positivos y 344 resuitados negativos,
datos que se consideran con sensibilidad y especificidad del 100% y sirven para
comparar el método en placa.

De las 672 pruebas realizadas sdélo se identificaron comectamente por el método a
prueba 516 pruebas, de ia cuales 238 fueron positivas y 278 negativas a las 24 hs de
incubacién, siendo 66 pruebas identificadas como falsos positivos y S0 como falsos
negativos, este ultimo dato es considerado como alto y es responsable de que el método
tenga una capacidad de detectar resultados positivos no aceptada.

La concordancia entre los métodos es moderada, segun lo indica el indice Kappa y es
una concordancia muy alejada de lo se esperaria por simple azar.
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Los resultados de confiabilidad diagndstica general del micromeétodo se encuentran
ilustrados en ia tabla No. 1, donde se pone de manifiesto que el método en forma general
soio reporta confiabilidad diagnéstica aceptable (280%) en tanto a la identificacion
correcta de pruebas negativas se refiere, excepto en la comparacion de las 18 hs donde
el comportamiento de las pruebas no indica que se puede sustituir una el micrométodo
por el metodo convencional.

Un dato importante, es que 10s resultados que se comparan con los correspondientes a
las 24 hs del método estandar, son similares a (0s que aporta el método a prueba desde
las primeras 4 hs de incubacion. Lo que indica que la capacidad de detectar resultados
negativos es buena en un corto lapso de tiempo, confiabilidad que se encuentra en un
intervalo de confianza que le permite al analista confiar en que ei resultado negativo que
reporta, reaimente lo es.

Pero no se debe olvidar que se requiere que el método no sélo debe ser especifico sino
tambien sensible.

10.1.2 Confiabilidad diagndstica segun el estado fisico del medio.

A diferencia de la categoria anterior, la separacidon de las pruebas en funcion del estado
fisico del medio aporta resultados mas alentadores. Las pruebas liquidas del método en
placa son de especificidad y sensibilidad superior al 80% a las 24 hs de incubacion de la
placa con buenos valores predictivos tanto positivos como negativos e indices de falsos
muy bajos, con intervalos de confianza seguros y con un grado de concordancia que se
considera como sustancial.

La sensibilidad-dessste®-de estos medios a las 18 hs, no alcanza el 80% considerado,
debido a que los indices de falsos positivos se incrementan, elementos que se corrigen
conforme avanza la cinética de las reacciones bioquimicas.

Aun mas interesante, es que el método a prueba tiene la confiabilidad diagndstica
deseada desde las 6 hs de la incubacién, misma que mantiene hasta las doce horas con
parametros estadisticos satisfactorios.

Los medios liquidos en la microplaca pueden sustituir a Ios Que se realizan en tubo
dando una confiabilidad aceptable con bajo costo y poco desecho de contaminantes.

Por otra parte, los medios sdlidos en su conjunto no pueden ser considerados como
candidatos a sustituir al método estandar, dado que los datos que reporta la tabla No.3,
no satisfacen la corfiabilidad diagndstica esperada, aun cuando e! grado de
concordancia es moderado, a ias 24 hs de incubar la placa de sdélidos no es posible
considerar que se tiene una altermativa diagnastica.

Desde la 4 hs hasta las 18 hs de incubacion hay una especificidad aceptable, pero se
recuerda que también debe tener sensibilidad aceptable, misma que dista de serlo.
R ——
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Desde la 4 hs hasta las 18 hs de incubacién hay una especificidad aceptable, pero se
recuerda que también debe tener sensibilidad aceptable, misma que dista de serio.

Si se tienen cepas bacterianas a identificar cuyos resultados tiendan a ser negativos, el
utilizar este micrométodo puede ser (til dado que los intervalos de confianza se cierran
hacia la seguridad, pero e! detectar pruebas negativas tnicamente no tiene significancia
estadistica.

10.1.3 Confiabilidad diagnoéstica por cada prueba bioquimica.
10.1.3.1 Prueba de urea

La tabla No. 4 muestra que el método a prueba tiene una excelente capacidad para
identificar comectamente pruebas con resultado negativo (especificidad), pero cuenta con
ia caracteristica especial de que la sensibilidad se encuentra indeterminada, dado que
los bacilos Gram negativos utilizados en la experimentaciéon son ureasa negativos y a la
hora de dividir el valor de verdaderos positivos entre el total de pruebas positivas se
obtenia una indeterminacion, perc esto no significa que el Mmétodo sea incapaz de
detectar un resuitado positivo, por 10 que se puede sugerir que en estudios postariores se
incluyan especies bacterianas que puedan arrojar resultados positivos.

La especificidad de esta prueba es asegurada al 100%, pero el grado de concordancia
entre los dos métodos es catalogado como insignificante.

El patrén de resultados a las 24 hs se reproduce fielmante a todas tas horas de lectura
que se evaluan es este trabajo experimental.

10.1.3.2 Prueba de Rojo de metilo

El método de identificacidn en placa demuestra que puede sustituir al método en tubo,
cuando se quiaere diferenciar entre bacilos Gram negativos que en el medio de cultivo son
capaces de mantener la acidez tras la adicién del reactivo adicional a ias 18 hs de
incubacion, ya que sus parametros de confiabilidad diagnostica son superiores al 80% y
a un grado de concordancia con respecto al método estandar de casi perfecto y con muy
poca probabilidad de encontrar un resultado falso.

Las condiciones cambian drésticamente cuando ia comparacion se realiza después de
ias 18 hs de incubacién, el método deja de tener la confiabilidad que satisface los
objetivos del trabajo.

A los tiempos de lectura antericres a ias 18 hs el micrométodo no detecta ninguna
prueba positiva (100% especifico) pero cuenta con una sensibilidad deplorable.
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10.1.3.3 Prueba de Vogues Proskauer

Los resultados plasmados en ia tabla No. 6, son muy simiiares a los obtenidos para la
prueba de urea. Se trata de! mismo caso, donde las cepas sometidas a |a
experimentacion en general no tienen como producto de degradacion del! piruvato el
acetiimetilcarbinol que se oxida en alcali (VP negativas). Es evidente que a toda hora e!
método detecta verdaderos negativos con una seguridad del 100%, perc por el motivo
antes mencionado, No se puede determinar la sensibilidad det mismo.

10.1.3.4 Prueba de Caldo Rojo de fenol + arabinosa

La tabla No. 7 muestra que se cuenta con otra prueba que si es leida a las 24 hs de
incubacién se tienen datos de confiabilidad diagndstica superiores al 80% y parametros
de estadisticos confiables, pero con un intervalo de confianza muy abierto (62 — 100%),
o que se puede considerar riesgoso a la hora de la toma de decisionas en tanto a los
datos biogquimicos del bacilo que fermenta o no este carbohidrato. La concordancia de
esta prueba es sustancial con respecto al resuitado del método estandar ya que su indice
Kappa es mayor a 0.6.

Los resultados de las lecturas a las 18 hs y anteriores no cuentan con la significancia
estadistica esperada, debido a que {08 indices de falsos negativos son altos. Esto habla
de pruebas positivas identificadas incorrectamente como negativas. Es un retraso de la
produccion de Acido a partir de la fermentacion de la arabinosa que se presenta hasta
alcanzar \a incubacién de 24 hs.

10.1.3.5 Prueba de Caldo Rojo de fenol + lactosa

Una de la pruebas que se consideran totaimente sustituibies del método en placa, es la
fermentacion de la lactosa, ya que todos los valores de sensibilidad y especificidad son
superiores al 80% como se espera en los objetivos, con los indices tanto positivos como
negativos lo suficientemente bajos, Limites de confianza satisfactorios y grados de
concordancia que van de io sustancial hasta lo casi perfecto. Esto se toma aun mas
relevante cuando se considera lo importante que es diferenciar especies fermentadoras y
no fermentadoras de la lactosa. También es muy importante Que la sustitucién de un
métado por el otro, puede ccurrir desde las primeras 4 horas de la incubacion con la
misma confiabilidad diagndstica que tiene el método en tubo convencional, lo que es una
ventaja cuando urge un diagnoéstico por parte de el laboratorio.

10.1.3.6 Prueba de Caldo Rojo de fenol + glucosa

Contrario a lo que se presenté en ias pruebas de urea y Vogues Proskauer, en la tabla

No. 9 se encuentran los parametros que corresponden a la fermentacién de la glucosa,

sustrato que es utilizado por todas las cepas utilizadas para producir especies que

acidifican e! medio tras degradar la glucosa en su metabolismo. Por elio 1a prueba resulto

ser 100% sensible, pero con una especificidad indeterminable dado que no habia forma
I
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de que al menos una cepa fuera de fermentacion negativa, 10 que no indica que el
método en placa sea incapaz de detectar pruebas negativas.

La confiabilidad para detectar pruebas positivas @s muy buena ya que es al 100% desde
{as cuatro horas de incubacién, lo que orienta a afirmar que el trabajo tiene éxito, pues
uno de sus objetivos es evaluar ia confiabilidad desea un tiempo menor al manejado
cominmente en el laboratorio de microbiologia; nuevamente se puede sugerir que en
estudios posteriores se incluyan bacilos no fermentadores de la glucosa a fin de
comprobar ia especificidad del método en placa.

10.1.3.7 Prueba de Caldo Rojo de fenol + manitol

En esta prueba la sensibilidad y la especificidad deseadas se alcanzan sélo a las 24 hs
de incubacion, esto se debe a que las cepas bacterianas utilizadas presentan retraso en
la fermentacion de este carbohidrato.

10.1.3.8 Prueba de Caldo Rojo de fenol + sacarosa

La fermentacién de la sacarosa en el método en placa es de sensibilidad mayor al 80%
es todas las horas de incubacion evaluadas, lo valores predictivos positivos concuerdan
con |a sensibilidad, aun que los Limites de confianza son muy abiertos ( se debe recordar
que los intervalos de confianza con tamafios de muestra menores a 30 no pueden ser
totalmente confiablies) estos datos tienen un amplia gamma de valores de concordancia
desde lo discreto hasta lo sustancial y es gracias a que muchas pruebas negativas eran
reportadas como negativas.

La especificidad con valor aceptabie se obtiene hasta las 24 hs, completando asi junto
con la sensibilidad {a dUnica hora de incubacidn que puede sustituir al método
convencional.

10.1.3.9 Prueba de Caldo Rojo de fenol + sorbitol

Esta prueba presenta resultados curiosos que requieren de un analisis especial, Si se
revisa la tabla No. 12 se observa que a las seis horas se tienen resultados confiables y
equiparables con los que se obtienen a las 24 hs del método convencional, pero si
continua {a incubacion los parametros de la confiabilidad diagnostica disminuyen, en el
caso de |la especificidad se tiene el valor deseado a las 6 y 12 hs de incubacion, las
pruebas negativas que en el método en tubo lo son, después de la 12 hs cambian
convirtiendose en falsos positivos, dato que 1o confirma el indice de falsos positivos. En
el caso de |a sensibilidad en las primeras horas de incubacién hay verdaderos positivos
que tras este resultado sélo se puede interpretar que el medio llevo a una confusion en el
analista, las pruebas leidas como pasitivas en realidad eran negativas.

10.1.3.10 Prueba de Caldo Rojo de fenoi + xilosa

£n el método en placa es totalmente equiparable con el método de identificacion en tubo
para evaluar la fermentacion de la xilosa, ila gran mayoria de las pruebas fueron
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identificados correctamente con buenos valores predictivos, bajos indices de falsos,
intervalos aceptables y concordancia desde sustancial hasta casi perfecta, como en otras
pruebas ya reportadas, se puede confiar en el resultado desde las primeras 4 hs de
incubacién tal como lo sugieren los métodos automatizados de identificacion bacteriana
y susceptibilidad a antibicticos.

10.1.3.11 Prueba de Caldo Cianuro de potasio

Esta prueba resulté ser muy complicada para manejar y para interpretar éptimamente su
resultado. L.a capacidad para detectar pruebas positivas resulta ser 100% sensible a
partir de las 12 hs, pero la mayoria de las cepas no tienen {a capacidad de crecer en este
medio, salvo Aerormonas hydrophila, esta ultima fue la que con muy pocas pruebas le
confiere la sensibilidad al método. Por otra parte la especificidad o capacidad para
detectar pruebas negativas no cumple con los objetivos, dadc que en un medio
transparente y con muy poco medio de cultivo el detectar la diferencia de turbidez entre
el medio sin KCN y el que si lo contiene es complicado, lo que oriento a interpretar la
mayoria de |as pruebas como fatsos positivos.

10.1.3.12 Prueba de Citrato de Simmons

Para evaluar la capacidad de las cepas de aprovechar el citrato como unica fuente de
carbono, el método en placa reporta que hay una sensibilidad del 100% a las 24 hs de
incubacion, es decir las pruebas positivas sélo las puede reportar hasta este tiempo de
incubacién. Pero no asi la capacidad de detectar negativos ya que si se observa bien a
las 6 y 12 hs hay especificidad confiable, pero las pruebas que iniciaimente eran
negativos viran de color interpretidndose como positivas. Los resultados de sensibilidad
no son alentadores debido a que los parametros de confiabilidad tampoco 1o san, basta
con observar el indice Kappa que califica desde insignificante hasta moderada la
concordancia con el método convencional.

10.1.3.13 Medio SIM

Al evaluar la produccion del indol, la microplaca tiene la confiabilidad diagnéstica de las
bioquimicas convencionales a las 18 hs, condiciones que para sensibilidad solo desde
las 12 hs y mantiene hasta tas 24 hs, la especificidad se ve iniciaimente perfecta dado
que hay pruebas positivas, pero conforme avanza |la reaccion las pruebas dan falsos
positivos, pero posteriormente se revierte el resultado, no hay que olvidar que las
pruebas que requieren reactivos adicionales se realizaron en diferentes pozos, para
comprobar la cinética de la reaccion, motivo que pudo conllevar a que algin pozo no
fuera inocutado.

La prueba de la movilidad tuvo buena sensibilidad partir de las 12 hs pero no con muy
buen nivel de concordancia, la especificidad no aporta los valores que se esperarian.

La produccion de H>S en este medio solo reporta datos isfactorios si la b ia no lo
produce, pero si la bacteria la capacidad de producir el H2S el micrométodo reporta
sensibilidad no aceptable.
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10.1.3.14 Prueba Fenilalanina desaminasa.

El micrométodo es 100% especifico evaluando la desaminacién de fenilalanina, tiene 0%
de indices de falsos negativos e intervalos de confianza aceptables; pero la capacidad
para detectar pruebas positivas se encuentra indeterminada, debido a que entre las
cepas de la comparaciéon no se encontré con ninguna bacteria fenilalanina positiva, como
lo hubiera sido alguna especie del género Proteus.

10.1.3.15 Prueba Oxidacion ~ Fermentacion.

Los procesos metabdlicos de la utilizacion de la glucosa en el medio de Hugh —Leifson
para et método a prueba reportaron buena capacidad para detectar pruebas positivas,
dado que todas las cepas eran fermentadoras y no optan por la via oxidativa, por lo que
se encuentra indeterminada (a especificidad del método al igual que la prueba de
fermentacion de glucosa en caldo base Rojo de fenol.

10.1.3.16 Medio MIO

La prueba de la omitina no tuvo significancia en este trabajo, dado que sdélo tuvo una
especificidad >80% a ias 24 hs, pero con un indice de falsos positivos de valor no tan
despreciable, lo mas destacado es que el indice Kappa esta en el rango de insignificante.
Probablemente estos resuitados se debieron a que la omitina se evalua dentro del medio
MIO y es de color obscuro lo que no permitia claramente su observacion.

Los resuitados de movilidad en este medio fueron similares a los obtenidos en el medio
SIM con sensibilidad partir de las 12 hs pero con bajo nivel de concordancia entre los
dos métodos, la capacidad de detectar pruebas negativas no aporta los resultados que
alienten lo posibilidad de sustituir al método convencional para evaluar la movilidad de
10s microorganismaos.

En la microplaca la actividad de |a triptofanasa (produccion de indol) tiene la confiabilidad
diagnéstica deseada a las 18 hs, condiciones que para sensibilidad sdlo desde las 12 hs
y mantiene hasta las 24 hs. La especificidad comienza bien dado que hay pruebas
positivas, pero dan falsos positivos posteriormente.

10.1.3.17 Medio Triple aztGcar hierro (TSI).

E! medio TSI es una medio multiprueba, que evalua la fermentacion de los azucares
sacarosa, lactosa y glucosa, como también la produccion de gas y dcido sulthidrico.

En el método en placa, la identificacion de la fermentacion de ia glucosa es 100%
especifica, pero su sensibilidad no cumple con las expectativas del proyecto, pero sus
parametros de confiabilidad nos invitan a no creer totaimente en los resultados que
aporta; por otra parte los resultados de fermentacion de la sacarosa y lactosa son muy
similares e inclusive coinciden en que su resuitado a las 12 hs de incubacién son
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equiparables con el método convencional, para ambos metabolitos ia concordancia con
el método de referencia es sustancial con intervalos de confianza abiertos, tanto se
puede obtener una sensibilidad o especificidad que cumpla con los objetivos como
obtener un resultado que no los cumpta.

La interpretacién de lo resultados de la fermentacion de {os carbohidratos es muy dificil
de realizar en |la placa de ELISA, el método en tubo requiere que se genere un pico de
fiauta en el tubo, lo que no es posible de lograr en los pozos de la placa de ELISA, o que
se realizd en este trabajo es considerar el menisco formado en la superficie del medio,
esto permitiéd diferenciar 1a fermentacion de la glucosa, pero la apreciacion de la
fermentacidn de la sacarosa y la glucosa practicamente fue igual.

La produccion del acido sutfhidrico es por el contrario es muy facil de detectar son puntos
de color negrc que aparecen en el medio de cultivo alrededor de la picadura de
inoculacién, pero aun asi la capacidad para detectar pruebas positivas no fue lo
esperado ya que se queda en el rango del 50% de tener una identificacidn correcta.

La produccion de gas, sélo es de especificidad aceptable en las primeras horas de
incubacion cuando la mayoria de las pruebas son negativas pero posteriormente los
resultados cambian y pierden la significancia estadistica que tenia en un principio.

10.1.3.18 Medio Agar hierro lisina (LIA).

Este es otro medio de analisis muitiprueba, que evalua la descarboxilacion de la lisina y
la produccion de acido sulfhidrico y gas.

L.a descarboxilacidn de la lisina no aporta ningun resultado de interés, la mayoria de la
pruebas fueron identificados incorrectamente, los intervalos de confianza no tienen
iogica y el indice de concordancia adopta valores negativos, lo que indica que no hay
ningun tipo de acuerdo entre los dos acontecimientos.

Por otra parte la produccion de acido sulfhidrico es lo suficientemente especifica a
cualquier tiempo cbservado como para cambiar un método por otro, pero no ocurre asi
con la sensibilidad la cual experimenta su valor maximo del 75% a las 18 hs, lo que no es
suficiente.

La produccién de gas en este métado, muestira en la tabla No.29, que no tiene la
capacidad de detectar pruebas paositivas, pero si se trata de identificar pruebas como
verdaderas negativas, el método puede aportar resuitados oportunos y seguros, pero
esta bien discutido en este trabajo que no basta un sélo parametro, sino los dos.

Una vez analizados ios resultados que aportd este trabajo, conviene compararios con
trabajos relacionados realizados con anterioridad.
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Los resultados obtenidos en la Escuela Nacional de Ciencias Biol6gicas del Instituto
Politécnico Nacional aseguran que la fermentacion de los carbohidratos en caldo base
rojo de fenol en el soporte de las placas de microelisa, tienen la confiabilidad diagnostica
que permite sustituir al método converncional en tubo. Los resuitados de esta tesis estan
deacuerdo con lo que anteriormente se describe, pero aporta que ademas de la
fermentacion de carbohidratos en medios liquidos, los medios de: urea, el crecimiento en
KCN, Vogues —Proskauer tienen la especificidad requerida a las 24 hs y la prueba de
Rojo de metilo con sensibilidad y especificidad buenas a las 18 hs de incubacion.

La QFB G. Martinez en sus experimentos de pruebas bioquimicas con 1 mL de medio
obtuvo que se alcanza !a confiabilidad diagnéstica al 100% para las pruebas de
fermentacion de carbohidratos y el crecimiento en medio citrato de Simmons, a o que
esta tesis demuestra que |a fermentacicén de los carbohidratos con s6lo 100 pL, no tiene
el 100% de confiabilidad pero si presenta aun la confiabilidad que es necesaria para
sustituir un método por otro. La prueba del citrato si se le disminuye el volumen a 100 uL
de medio, pierde el valor de confiabilidad que reporta el trabajo de la quimica Martinez (1
mL). Este resuitado sélo mantiene una especificidad aceptable, pero con sensibilidad
menor al 80%. Por otra parte la prusbas bioquimicas en medios sblidos como SIM, MIO
y TSI, obtiene resultados similares a los que aqui se presentan, estas pruebas refiere
que la dificultad esta representada porque son sistemas de identificacion multiprueba.
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12.-CONCLUSIONES

—————

El laboratoric de analisis clinico necesita optimizar sus procesos de operacion, para
abatir costos y asi{ poder poner sus servicios a pacientes de bajos recursos, como
también contribuir a la disminucion de la contaminacién ambiental por los desechos
quimicos que utiliza en su operacion, sin descuidar la calidad de su servicio. Por ello en
este trabajo se puntualizan las siguientes conclusiones:

1. La corfiabilidad diagnéstica general de!l microsistema manua) de identificacién
bacteriana reportd una sensibilidad de 64.4% y una especificidad de 82.3%. Por lo que
no cumplitd globalmente con los objetivos.

2. La confiabilidad diagndstica de los medios liquidos son de especificad y sensibilidad
superior al 80% a las 24 hs y constituyen una alternativa de identificacion bacteriana.

3. El método en placa para medios liquidos presenta la confiabilidad diagnoéstica que
tiene el método en tubo desde las 6 hs y la mantiene hasta las 12 hs por lo que el
laboratorio puede reportar resultados en menor tiempo y con la seguridad que lo haria
con un andlisis en tubo durante 24 hs.

4. Los medios so6lidos considerados en este trabajo en su conjunto, No pueden ser
considerados como candidatos a sustituir al método estandar, la sensibilidad y la
especificidad no fueron satisfactorios.

5. A nivel de pruebas bioquimicas individuales, las pruebas que se pueden realizar en el
microsistema de identificacion con la confiabilidad diagnéstica requerida son: Caldo RF +
arabinosa, Caldo RF + lactosa, Caldo RF + manitol, Caldo RF + sacarosa, Caldo RF +
xilosa, indof a las 18 hs, sacarosa y lactosa en medio TSI a las 12 hs y H2S en LIA, Rojo
de metilo a las 18 hs y Caldo RF + sorbitol alas 6 hs.

6. Las pruebas bioquimicas que no se pueden considerar como altermnativa son: la
ornitina en MIO y la descarboxilacidon de la lisina, debido a que no cumplen con la
confiabilidad necesaria.

7. Las pruebas que sélo demostraron tener sensibilidad aceptada fueron: Caldo RF +
glucosa, Caldo KCN, citrato de Simmons, O/F Huhg - Leifson y la prueba de movilidad en
SIM y MIO.

8. Las pruebas que 36lo demostraron tener la capacidad de detectar pruebas negativas
(especificidad) fueron. Urea, Vogues — Proskauer, Fenilalanina desaminasa, H>S en TS|,
en LIAy en SIM y la prusba de gas en LIA.

9. El beneficio econdmico y de disminucién de contaminantes es de 98.2%. Lo que es
indiscutiblemente ventajoso para el laboratoric microbiologico, el paciente y la ecologia.
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a) Incluir cepas de bacilos Gram negativos que tengan actividad positiva para la
produccion de acetoina (VP positiva), ureasa, y la desaminacién de la fenitalanina, como:

- K. pneumonia: VP (+), Urea (+)

- E. aerogenes: VP (+)

- S.marcensens: VP (+)

- Y. enterocolitica: Urea (+)

- Proteus spp.: Fenilalanina (+)

b) Incluir cepas de bacilos Gram negativos que tengan actividad negativa para la
fermentacion de la glucosa, metabolismo oxidativo de ia glucosa en medio OF de Hugh
Leifson.

-P. aeruginosa OIF oxidativa

-A. feacalis: Glucosa (-)

c) Disefiar un sistema, donde se puedan separar |los analitos de ios medios multiprueba
como MIO, SIM, TSty LIA.

d) Disefiar un soporte que mantenga el mismo nimero de pozos con la misma
capacidad, pero que sea de un material termo resistente, para poder estarilizar el
soporte junto con el medio y asi disminuir el riesgo de contaminar el medio a la hora de

llenar la placa.
e) Probar métodos de esterilizacion, que pemmnitan reutilizar las pitacas de ELISA.
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ANEXO A

FUNDAMENTOS DE LAS PRUEBAS BIOQUIMICAS

A continuacion se presentan los fundamentos de las pruebas bioquimicas que se
utilizaron en este trabajo.

ROJO DE METILO

E! rojo de metilo es un indicador de pH con un espectro entre 6.0 (amarillo) y 4.4 (rojo), e!
pH con el que el rojo de metilo detecta acidez es considerablemente mas bajo que el pH
para otros indicadores usados en medios de cultivo bacterioldgicos, por ende, para
producir un cambio de color el microorganismo en estudio debe producir grandes
cantidades de &cido a partir de hidratos de carbono.

La prueba con rojo de metilo es una prueba cuantitativa de la produccion de acidos que
requiere que los microorganismos produzcan dcidos fuertes (lactico, acstico, férmico) a
partir de la fermentaciéon de la giucosa. Dado que muchas enterobacterias producen
Acidos fuertes que pusden ser detectados por medio del rojo de metilo durante las fases
iniciales de la incubacion, sé6lo los microorganismos capaces de mantener este pH bajo
después de una incubacion prolongada (48-72 hs), superando el sistema amortiguador
de pH del medio, pueden considerarse como rojo de metilo positivos.

interpretaciéon

La aparicion de color rojo en !a superficie de en medio indica acidez suficiente para
reducir el pH a 4.4 y representa una prueba positiva, algunos microorganismos producen
acidez que reporta un color intermedio entre amarilio y rojo, esto no se considera prueba
positiva.

VOGUES-PROSKAUER

El acido pindvico es producto de la degradacion de la glucosa y es metabolizado
enzimaticamente por las bacterias, como producto de esta via de degradacion se
produce acetoina (acetii - metil carbinol), en presencia de oxigeno atmosférico e
hidréxido de potasio al 40%, |a acetoina es convertida en diacstilo y el a-naftol sirve
como catalizador para producir un compiejo de color rojo.

Interpretacion
La aparicién de un color rojo 15 minutos después de agregar ios reactivos es una prueba
positiva, indica la presencia de diacstilo, que es el producto de la oxidacion de la
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acetoina, la prueba no debe leerse después de una hora por que los cultivos pueden
producir un color similar al cobre, lo que daria como resultado una prueba falsa positiva.

CITRATO

Ei citrato de sodio es una sal del acido citrico, un compuesto organico simple encontrado
como intermediario del ciclo de Krebs. Algunas bacterias puaden obtener energia usando
citrato como Unica fuente de carbono, caracteristica importante en la identificacién de
enterobacterias. Todo medio que se emplee para detectar la utilizacion de citrato debe
estar desprovisto de proteinas e hidratos de carbono como fuentes de carbono.

La utilizacion det citrato se detecta por la produccion de intermediarios alcalinos, el medio
incluye citrato de sodio, un anién y fosfato de amonio como unica fuente de nitrégeno las
bacterias que pueden utilizar citrato también pueden extraer nitrégenc de la sal de
amonio con la produccidn de amoniaco (NHas), llevando a la alcalinizacion de! medio
apartir de la conversion del NHi en hidroxido de amonio {(NHOH). El indicador es azul
de bromotimol, que es amarillo con un pH menor de 6.0 y azul con un pH por encima de
7.6

Interpretacién

Es positiva con la aparicion de coior azul oscuro de 24 a 48 hs, lo que indica que el
microorganismo puede utilizar el citrato como fuente de carbono. Una prueba también
puede ser positiva en ausencia de color azul si hay un crecimiento de colonias visibles a
lo largo de la linea de inoculacion. Esto es posible porque para que el crecimiento sea
visible, el microorganismo debe ingresar en la fase de crecimiento exponencial (fase log),
posible sdlo si ha asimilado carbono y nitrégeno. Una interpretacion positiva a partir de la
lectura de la linea de inoculacidon puede confirmarse incubando el tubo durante 24 hs
mas, con lo que habitualmente aparece un color azul.

UREASA
La urea es una diamida de acido carbonico con la fo&rmula NHCONH: todas la amidas
son facilmente hidrolizadas con la liberacién de amoniaco y didxido de carbono.
La ureasa es una enzima que poseen muchas especies de microorganismos gque pueden
hidrolizar urea siguiendo la siguiente reaccion quimica:
ureasa
NHCONHz +2H0 ————» COz + HO + 2NHa ™ (NH4).COa

£| amoniaco reacciona en solucion para forma carbonato de amonio, |0 que da como
resultado alcalinizacién y aumento det pH del medio. LLos microorganismos que hidrolizan
urea pueden dar reacciones positivas rapidas en una o dos horas, es posiblie que
especies menos activas en 3 dias 0 mas. El caldo de urea de stuart y el agar urea de
Christensen son los dos medios wtilizados con mas frecuencia en laboratorios clinicos
para le deteccion de actividad de ureasa.
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interpretacion

Caldo urea de Stuart

Un color rojo en todo el medio indica alcalinizacion e hidrdlisis de urea.

Si el medio no cambia indica que no hubo hidrolisis.

Agar urea de Christensen.

Hidrolizadores rapidos de urea (especies de Proteus): color rojo en todo el medio
Hidrolizadores ientos de urea (especies de Kiebsiella): color rojo en un principio sélc en
el pico de flauta, que de forma gradual se extiende a todo el tubo.

No hidrélisis de urea: el medio conserva su color amarilio original

FENILALANINA DESAMINASA

La fenilalanina es un aminoacido que por desaminacion produce un cetoacido, el acido
fanilpinavico, la prueba de la fenilalanina desaminasa depende de la deteccién del écido
fenilpinivico.

El agar se indina en un tubo formando un pico de fiauta. No pueden usarse extractos de
came o hidrolizados de proteinas debido a su contenido variable de fenilalanina, el
extracto de levadura sirve como fuente de carbono y nitrégeno.

De la familia de las enterobacterias, s6lo miembros de los géneros Proteus, Morganella y
Providencia poseen |la enzima necesaria para esta desaminacion

Interpretacion:

La determinacitn de la presencia del acido feniipinivico se puede realizar con la adicién
de cualquiera de los siguientes reactivos adicionales:

a) Solucién acuosa de cloruro fémco

La prueba es positiva si aparece un color verde visible a! agregar cloruro férrico al 10 %,
la aparicion inmediata de un intenso color verde indica la presencia de acido fenilpinivico
y una prueba positiva, si Nno se presenta cambio la prueba es negativa.

b) Solucién semisaturada de sulfato férrico amoniacal.

La formacién de un color rojo en el pico de flauta indica una prueba positiva, si no se
presenta cambio la prueba es negativa.

INDOL

El indol es un benzilpirrot y es uno de tos productos de degradacion del triptéfano. Las
bacterias que producen la enzima triptofanasa son capaces de hidrolizar y desaminar el
tript&fano con la produccion de indol, acido pinavico y amoniaco. La prueba de indo! se
basa en la formacion de un complejo de color rojo cuando e! indol reacciona con el grupo
aldehido de p-dimetilaminobenzaldehido, esta es la sustancia quimica activa en los
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reactivos de Kaovac y Ehrlich, debe usarse un medio rico en triptéfano. En la practica, se
emplean medios combinados como sulfuro, indol, motilidad (SIM). Motilidad, indol,
amitina (MIO) o indol nitrato.

Las pruebas rapidas, en ilas que se usan tiras de papel filtro impregnado con reactivo de
Kovac, son Gtiles para evaluar bacterias que son rapidas productoras de indol.

La produccidn del indol es una caracteristica importante en la identificacion bacteriana y
resulta particularmente Util para separar Escherichia coli (+) de los miembros del grupo

jebsiella - Enterc — Hafnia (-).

interpretacion
Un anilio rojo en !a superficie del medio, indica una prueba positiva. Si no se produce
cambio en !a superficie del medio la prueba es negativa.

DESCARBOXILASAS.

Las descarboxilasas son un grupo de enzimas sustrato-especificas capaces de
reaccionar con la porcién carboxilo (COOH) del aminocécido formando aminas de
reaccion alcalina, esta reacci6bn conocida como descarboxilacion, forma diéxido de
carbono como producto secundario. Cada descarboxilasa es especifica para un
aminoacido. Lisina, omitina y arginina, son los tres aminoacidos evaluados de rutina en la
identificacidon de enterobacterias. Los productos amino especificos son los siguientes:

lisina ——» cadaverina
omiting —— putresina
argining ———& citrulina

La conversion de arginina en citrulina es una reaccién de dihidrolasa mas que de
descarboxilasa, en la cual un grupo amino es removido de la arginina como primer paso.
Luego la citrulina es convertida en omitina, {a que es descarboxilada para formar
putresina.

E! medio de Moeller es la base que se emplea con mas frecuencia para determinar la
capacidad de descorboxilacion de ias enterobacterias. El aminoécido a evaluar se agrega
a la base antes de la inoculacion con el microorganismo en estudio, de manera paralela
debe disponerse un tubo control que consiste s6lo en la base sin el aminodcido, ambos
tubos se incuban de forma anaerobia cubridndolos con aceite mineral, durante los
estadios iniciales de incubacion, los dos tubos se vuelven amarilios debido a la
fermentacion de la escasa glucosa contenida. Si el aminoéicido es descarboxilado, se
forman aminas alcalinas y ei medio revierte su color parpura original.

Interpretaciéon
La aparicion de color amarilic en & tubo de control indica que el microorganisimo es
viable y que ol pH del medio ha disminuido en forma suficiente como para activar la

v
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descarboxilacion. La reaparicion de un color azul — purpura en el tubo que contiene el
aminoacido indica una prueba positiva debido a la liberacion de aminas por la reaccién

de descarboxilacion.

AGAR - HIERRO — TRIPLE AZUCAR (TSl)

Los microorganismos no fermentadores de glucosa por lo comun se detectan por las
reacciones que producen al crecer en agar KIA o TSIl. Una reaccitn de pico de flauta
alcalino / profundidad alcalina (sin cambio) en cualquiera de estos medios indica la
presencia de produccion de acido y la incapacidad del microorganismo de fermentar la
glucosa y otros carbohidratos presentes. Esta reaccion sola, es suficiente para excluir a
un microorganismo de fa familia de las enterobacterias.

Son importantes algunas observaciones para el estudio de las formulas del TSI La
incorporacion de cuatro derivados protéicos, extracto de came, extracto de levadura,
peptona y proteosa

La peptona hace que los medios sean muy ricos nutricionalimente, la ausencia de
inhibidores permite el crecimiento de todas las especies bacterianas excepto aquelias
mas exigentes y anaerobios obligados. Se inocula estriando la superficie y picando hasta
profundidad, se incuba de 35°C de 18 a 24 hs,

Intarpretacién

K = alcalino

A = acido

a) Pico de flauta alcalino / profundidad alcalina (K/K)

Ausencia de fermentacion de carbohidratos. Caracteristica de no fermentadoras como
Pseudomona aeruginosa.

b) Pico de flauta alcalino / profundidad acida (K/A)

Glucosa fermentada; lactosa (o sacarosa en TSI) no fermmentada. Caracteristica de no
fermentadoras de lactosa.

c) Pico de flauta alcalino / profundidad acida (negra) (K/A / H>S)

Glucosa fermentada, lactosa no fermentada; produccion de H:S. Caracteristico de
aspecios de Saimonella, Arizona, Citrobacter y algunas de Proteus.

d) Pico de flauta acido / profundidad acida (AJ/A)

Glucosa y lactosa fermentadas, caracteristico de coliforres,

Sin la fermentacion de carbohidratos no se forman acidos y la produccién de aminas en
el pico de fiauta junto con los buffer alcatlinos producen un color rojo en todo el medio

PRUEBA DE LA OXIDACION-FERMENTACION (O/F + carbohidratos Hugh-Leifson)

Determina el metabolismo oxidativo o fermentativo de una bacteria sobre un hidrato de
carbono.
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Algunas bacterias s6io metabolizan un hidrato de carbono (produccion de dcido y a
veces también gas) en condiciones aerébicas, es decir por un proceso de oxidacion;
otras también io hacen en anaerobiosis, © sea por farmentacion.

Se prepara un medio base al que se le agrega una solucion dsl azucar elegido (giucosa,
lactcsa, sacarosa o maltosa) esterilizada por filtracién. Ei medio se distribuye en tubos de
ensayo. Se inocula ia bacteria problema con asa aguja. Luago, a uno de los tubos se le
agregan 2 mL de aceite mineral o parafina fundida estéril para excluir el oxigeno. Se
incuba por 48 hs. La produccion de écido se manifiesta por un cambio de color, por tener
! medio base un indicador de pH; la produccion de gas se deduce por la aparicion de
burbujas o fraccionamiento del medio.

Interpretacion
Cambio de color en ambos tubos: oxidacion y fermentacion.
Cambio de color séio en tubo no sellado: oxidacion.

PRUEBA DE CALDO BASE ROJO DE FENOL + CARBOHIDRATOS

Esta prueba o3 utilizeda para determinar la habilidad del microorganismo para fermentar
carbohidratos (azucares). La fermentacion es un proceso metabdlico, donde el aceptor
final de eiectrones es uUna maolécula orgéinica, el medio tiene una fermentacién simple, se
adiciona a un medio peptonado e indicador de pH Rojo de fenol, un pequefic tubo
(campana de Durham) se agrega al medio en forma invertida para evaluar la produccion
de gas.

E! indicador rojo de fenol tomar& amarillo cerca de un pH de 6.8 y sera rojo cerca de un
pH de 7.4, si el microorganismo metaboliza los carbohidratos con la subsiguiente
produccion de 4cido y disminucién de pH. Si e! microorganismo no fermenta el
carbohidrato, ol pH se mantiene neutral. Si el microorganismo no fermenta los
carbohidrates pero utiliza las peptonas, la acumulacidn de aminas puede modificar el pH.

Interpretacion
-Acico: (amarillo) produccion de acido produce un cambio de color desde rojo hasta

amarillo, indicando que el microorganismo puede metabolizar el azucar en el tubo.

Acdo, Gas: (Amarilio y burbujas de gas) La fermentacidon del carbohidrato es indicado
por el color amarillo del medio. Aire atrapado en !a campana de durham indica la
produccién de gas.

-Negativo: La fermentacion negativa puede indicar dos caminos:

1. §in cambio. Significa que el microorganismo no utiliza el azGcar en e} tubo.

2. Z| color cambia a un tono obscuro (rojo roséceo) Este color en el medio significa la
alalinizacibn por la produccidn de productos metabdlicos por la degradacién de las
peptonas.
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MEDIO SIM (REDUCCION DE AZUFRE, PRODUCCION DE INDOL Y MOVILIDAD)

i. Reduccion de sulfuro

Esta prueba es utilizada para la identificacion de algunas bacterias capaces de reducir el
suifuro, esto es particulammente importante en la diferenciacion de cepas de
microorganismos entericos.

Principio: Acido sulfhidrico, H2S, Puede ser producido por putrefaccion o por respiracién
anaerodbica, el medio contiene cistina, un aminoécido que contiene azufre y tiosulfato de
sodio hierro peptonizado o sulfato ferroso. El H2S puede reaccionar con ef hiefro o con el
suifato ferroso, formando un precipitado negro. Si se presenta la formaciéon del
precipitado negro, el microorganismo es positivo a la produccién de H:S, si no se
presenta este precipitado la prueba es negativa

I1. Producciéon de indol

La prueba de indol es usada para identificar bacterias capaces de producir el indol
usando la enzima triptofanasa. Esta es una prueba componente del IMVIC para la
diferenciacion de enterobacterias.

Principio. La enzima triptofanasa puede convertir el triptofano a indol, amoniaco y acido
pinavico. El metabolito indol es identificado en esta prueba, cuando el reactivo de Kovac
que contiene acido clorhidrico, dimetilaminobenzaldehido y alcoho! amilico forma un
anillo color rojo para indicar un prueba positiva o no formario indicando que el indo! no
esta presente.

1 Movilidad

Esta prueba se realiza en medios sélidos o semi-sélidos para evaluar la movilidad del
microorganismo por medio de la picadura del medio durante la inocutacion.

Si el microorganismo posee movilidad, se observa una difusion del crecimiento
bacteriano daesde al area de aplicacion, si se presenta esta difusién la prueba es positiva,
de lo contraric @s considerada negativa.

CRECIMIENTO EN KCN

El medio caido cianuro de potasio evalua la capacidad del microorganismo para crecer
en un medio que contiene moiéculas activas que podrian limitar su crecimiento como o
es el cianuro de potasio, el KCN inhibe la cadena de transporte de etectrones uniéndose
a los citocromos impidiendo el crecimiento microbiano. Sin embargo, para asigunas
bacterias no es limitado su respiracin por el cianuwo y pueden desarroliarse
Las bacterias se inoculan en caldo de peptona, fosfatos y NaCl que contiene cianuro
potasico. Las bacterias son inoculadas en el medio que contiene al cianuro y también en
un tubo que no lo contiene, este uitimo tubo sirve de referencia como control Nnegativo.

v




Interpretacion

-Turbidez en ambos tubos indica una prueba positiva y significa que el microorganismo
es capaz de crecer en medio con KCN

-La turbidez exclusiva en el tubo de referencia indica que el microorganismo es
susceptible a [a inhibicion de su crecimiento por el KCN.
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ANEXO B

Nefelometro de Mc Farland

El Nefelémetro de Mc Farland es una serie de diluciones de cloruro de bario en una
solucion acida de &cido sulfunco se utiliza para realizar comparaciones de turbidez,
segun lo explica la siguiente tabla. 2

No. de
tubo BaCl: al 1 %(mL) | HaSOj4 al 1%(mL) bacterias/mL
1 0.1 99 30x10%
2 0.2 9.8 60x10°
3 03 97 90x10°%
4 0.4 9.6 1.2x10°
s 0.8 9.5 1.5x10°
6 0.6 9.4 1.8x10°
7 0.7 9.3 21x10°7
8 0.8 92 24x10°
9 0.9 9.1 2.7x107
10 1.0 9.0 3.0x10°

NOTA: La turbidez que reporta el tubo No. 5 de este nefeldometro, fue la referencia
utilizada en esta tesis para controlar la concentracion bacterniana que inoculaba en los
medios liquidos.
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ANEXO C

GLOSARIO DE SIGLAS Y ABREVIATURAS

microlitros
micrémetros

horas

centimetros
milimetros

mililitros

grados centigrados
tibras de presion
minutos

mayor que
Association type certain collection

National committee for clinicatl laboratory standards

Food and drugs administration
unidades formadoras de colonias

medio Rojo de metilo — Vogues Proskauer

indicador Rojo de fenol

medio Lisina iron agar (agar lisina hierro)

medio Movilidad indol ornitina

medio Triple sugar iron (triple azucar hierro)

medio Caldo cianuro de potasio

medio Orto nitro fenit —B-D-galactoparandsido

medio Movilidad indoi suffuro
caido RF + sacarosa

caldo RF + sorbitol

caldo RF + arabinosa

caldo RF + xilosa

caldo RF + glucosa

caldo RF + lactosa

medio Caldo con KCN

medio Caldo sin KCN

medio Oxidacion - Fermentacién sin selio
medio Oxidacion - Fermentacién con sello

medio Citrato de Simmons
mediofenilalanina desaminasa
agar eosina azul de metileno
concertracion minima inhibitoria
acido desoxirribonuciéico
sistema nervioso central
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modelo

cada uno

cada pazo

valor predictivo positivo.

vator predictivo negativo

indice de falsos positivos

indice de faisos negativos

probabilidad de obtener una identificacién cormrecta reaimente.
probabilidad de la identificacion sea correcta

probabiiidad de tener una identificacion incomrecta
probabilidad de que !a identificacion sea incommecta
concordancia observada ia como

concordancia esperada por azar

indice Kappa

grado de concordancia

método en placa

método en tubo

comparacion del método en placa con el método tradicional
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