Identificacion de Bacilos Gram negativos
Anaerobios y Clostridium a través de los
Métodos de API y Minitec!

Charles W, Hanson, Rodrigo Cassorla,! William J. Martin, 1.2

API and Minitek Systems in Identification of Clinical [solates of Anaerobic
Gram-Negative Bacilli and Clostridium Species

A compazison of the API und Minitek methods of biochemical testing was made on 4 variety of anaerabic
bacteria. Although API and Minitek results were not compared ta more standardized or conventivnal procedures
of idekfieation, multiple repeat testing of the two systems was done on routine clinical isolates and known
organisms to determine (i} whether the reactions were reliably consistent, {ii) the ease of reading the twa systems
with respect to the frequency of questionable results, and (iii) the percentage of routine clinical isolates for which
gach system vielded an identification. The Minitek system gave a much lower incidence of difficult to interpret
reactions. The bva systems were comparable in terms of reproducibility and capability of vielding an identifica-
tion of the anaerabic gram-negative bacilli and Clostridium species, but were unsatisfactory for runtine use on

rost ot the other anaerobic bucteria isolated.

La potencial severidad de las infecciones por
gérmenes anaerobios ha establecido la necesidad
de una identificacion ripida y correcta de los or-
ganismos involucrados, lo que a su vez permite un
tratamiento antimicrohiano adecnado v precoz.
Los estudios bioguimicos convencionales de
anaerobios son lentos y caros y estan mas alls de
las capacidades de demasiados Laboratorios Qui-
micos. Esta necesidad de un sistema simplificado
ha llevado al desarrello de varios procedimientos
miniaturizados. Nuestro propésito fue evaluar 2
sistemas de interés, el método de API (Analytab
Products, Inc., Plainview, N.Y.} v de Minitec
(BBL Microbiology Sistems, Cockeysville, Md.)
para determinar su utilidad en la identificacion de
bacterias anaerdbicas. Especialmente, pruebas
repetidas de los procedimientos fueron hechas en
aislados clinicos rutinarios para determinar: 1. 8i
estas reacciones eran confiablemente consisten-
tes. 2. Precisidn de lectura, en loque se refiereala
frecuencia de resultadas dudosos. 3. El porcentaje
de aislados clinicos para el cual cada sistema era
capaz de entregar una identificacién.

Nao esti dentro de los propasitos de esta invest-
gacion comparar el APL y el Minitec con los pro-
cedimientos tradicionales, ya que esto ha sido
hecho en otras publicaciones 4 % 2 yestra
prencupacion bdsica son los resultados ambiguos
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y conflictivos que se encuentran en el uso diario
de los procedimientos en los Laboratorios de Mi-
crobiologia.

MATERIAL Y METODO

Organismos y tratamiente de los cultivos.

Los organismos usados fueron aquellos aislados
del trabajo clinico habitual y algunos cultivos de
la colecridn de la Universidad de California, sede
Los Angeles, El tratamiento de los cultivos™ =13
[os medios” han sido previamente descritos.

Cada aislado fue inoculado sobre la mitad de
una placa de agar sangre para anaerobios’ v fue
incubado anaercbicamente a 35 grados centigra-
dos en un jarro Gas-Pak. Una placa comerctal de
agar sangre fue también inoculada e incubada
aerobicamente a 35° para servir camo control de
contaminacion. Después de 48 hovas de incuba-
¢i6n las colonias fueron cosechadas con una torula
de algoddn estéril,

Inoculacién, Incubacion y Lectura de la cinta de
APFI,

Las bacterias fueron dejadas en suspension agi-
tando la térula de algodén en una ampolla de
inoculacién hasta alcanzar una densidad de apro-
ximadamente 1 x 1(° y con posterioridad fueron
inoculadas a las cintas de API de acuerdo a las
instrucciones del tabricante.

Las cintas fueron incubadas anaerébicamente a
35° en los jamos Gas-Pak. Después de 48 horas
fueron retiradas de los jarros, agregindose indica-
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dor de bromocresol plirpura al 0,02 a todos los
sustratos de carbohidrato o aleohol antes de la
lectura,

El color piirpura fue interpretado como nepati-
vo v el amarillo como positivo,

Reacciones dudosas que no erun claramente
amarillas o parpura fueron interpretadas comao =.
Todos los demds ensayos fueron realizados de
acuerdo a las indicaciones de los fabricantes,

Inoculacion, Incubacidn y Lectura de las bande-
jas de Minitec.

Los organismos fueron suspendidos agitando la
torula de algodén en una ampolla de medio de
inoculacidn para Minitec a una densidad de apro-
ximadamente 5 x 10° células x ml. La pipeta de
Minitec fue usada para inocular los discos de pa-
pel filtro que contienen los sustratos en estudio,
Estas placas fueroun incubadas en jarros Gas-Pak a
359,

Después de 48 horas estas placas tueron retira-
das de los jarros agregindose indicador de rojo
fenol a 0,025% a todos aquellos sustratos con al-
cohol y carbohidratos inmediatamente antes de la
lectura. El color rojo fue valoradocomo negativo v
el amarillo como positivo. Reacciones equivocas
en lus cuales ni €l eglor amarille ni €l rojo estuba
claramente definide fueron interpretados co-
mo *.

Con ambos sistemnas la hidrélisis de la Esculina
tue determinada por la ausencia de flucrescencia
al ser expuesta a la luz ultravioleta de 360 nm.
Controles de viabilidad v de contaminacién fue-
ron efectuados simultineamente en cada organis-
mo estudiado, inoculando 2 placas de agar sangre
tanto aerobica como anerébicamente. Los resul-

tados fueron interpretados de acuerdo a las tablas
de identificacion entregadas con ambos sistemas.

En aquellas situaciones en las cuales una idern-
tificacidn de género especie no fue posible conun
determinado microsistema o cuandoe habia desa-
cuerdo entre ambos sisternas o ambas situaciones,
el género correcto fue determinade usando a tin-
¢ion de Gram., morfologia celular a partir del tio-
glicolato, presencia o ausencia de esporas, croma-
tografia y estudios biogquimicos similares a aque-
llos sugeridos por Porschen y Stalons.'”

Nuestros resultados fueron reevaluados a la luz
de un indice analitico entregado por AP,

RESULTADOS

Una evaluacién preliminar de los métodos de
AFI y Minitec tue hecha en 114 organismos cono-
cidos v los resultados comparados con el manual
de laboratorio para anaerchios del Instituto Poli-
técnico de Virginia. Los resultados ohtenidos con
¢l Minitec y en especial con el APl generalmente
estin de acuerdo con los datos del Instituto Poli-
técnicode Virginia. Sin embargo, se hizo evidente
que la comparacion de resultados de un sistema
con el otra no era estrictamente valido, debido a
las diferencias entre ellos en lo referente auso de
buHers, indicadores de PH, v el tamaiio del in6cu-
lo de ambos procedimientos. Pese a éstas consi-
deraciones Minitec utiliza las tablas del CDC,

Mis ain, al usar este enfoque en un namero
limitado de organismos desconocidoes, la frecuen-
cia de identificacion no fue mayor que cuando los
resultados obtenidos de cada sisterna fueron com-
parados con sus propias tablas de identificacion.

Se hizo evidente en las etapas iniciales de este

Tabla 1

Repraductibilidad de reacciones sobre sustratos que afecta identificacion final a nivel de género especie.

Organismo N.? de organismos % de acuerde

tests miiltiples

API MINITEC

Clostridium species 58 920 85,0
Bacteroides species 84 95,5 95,8
Fusobacterium species 21 91,3 89,5
Cocos gram positivos 17 93,7 96,3
Bacilos gram positivos no
formados de espora 17 80,4 89,3
Promedie total 92,6 al3
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estudio que en un nimero significativo de opor-
tunidades, las pruebas repetidas del mismo orga-
nismo con ambos procedimientos no daba consis-
tentemente los mismos resultados, debido a la
variabilidad entre las reacciones de las sustratos.
197 aislados clinicos fueron evaluados con ambos
métodos en lo que se refiere a la facilidad de
lectura y reproductibilidad de resultados von el
Mismo organismo,

Los sustratos usados tueron los siguientes: In-
dol, Urea, Glucosa, Manitol, Lactosa, Sacarosa,
Maltosa, Salicina, Xilosa, Arabinosa, H,s, Esculi-
na, Glicerol, Celobiosa, Manosa, Ralinosa, Sorbi-
tol, Raminosa, Trehalosa. La gelatina v la Melesi-
tosa no estaban presentes en el APL

La Tabla 1 presenta los porcentajes de repro-
ductibilidad obtenidos con pruebas repetidas del
mismo organismo con un minimo de kres veces en
dias diferentes. Poca diferencia fue ohservada en-
tre umbos métodos. Lua reproductibilidad mostrd
ser buena en lo que se refiere a Bacteroides, pero
menor en lo que se refiere a otros géneros de
bacterias anaerébicas. Las sustratos que ms fre-
cuentemente daban resultados variables con el
método de API fueron el Indol, Xilosa, Esculinay
Trealosa, y con el Minitec la Salicina, el Hys, la
Esculina la Celobiosa, Rafinosa v Trehalosa habi-
tualmente entregaron resultados variables. En
ambos casos la variabilidad de estas reacciones
afectaban lu identificacion final.

La Tabla 2 muestra el porcentyje de lechuras
dudosas observadas con ambes sistemas. Estos
datos indican que el sistema de API tiene un ma-
yor grado de variabilidad, requiriendo que el ob-
servador electiie una evaluacion sobre la reaccion
en términos de positivo y negativo. En este uspec-
to, este problema estaba presente en pricticamen-

te todos los sustratos del sistema APIL. En el Mini-
tec los sustratos mas habitualmente involucrados
en esta evaluacién eran Indol, Manitol, Maltosa,
Salicing, Xilosa, Arabinasa, Glicerol, Celobiosa,
Sorbitol, Raminosa y Trehalosa.

Sélo en forma excepcional se utilizé el API v el
Minitec en la identificacion de cocos anaerdhicos
v bacilos gram positives no formadores de espora.
Nuestro laboratorio ha eliminado la evaluacién de
estas bacterias anaerdbicas excepto en un peque-
fio niimero de casos debido a un muy bajo porcen-
taje de éxitos favorables.

Es por lo anterior que nuestros esfuerzos estu-
vieron orientados hacia los bacilas gram negativos
anaerobios y a los clostridinm.

Se hicieron intentos de identificar 4 272 aisla-
dos elinicos de bacterias anaerdbicas usando cada
uno de los dos sistemas para cada aislade. Los
resultados de cada evaluacion fueron interpreta-
dos a partir de las tablas de identificacién entre-
gadas con el sistema usado.

Los datos que se presentan en la Tabla 3 infor-
man sobre el nimero de cepas de cada género y el
purcentaje del cual ebluvo una identificacién.
APl divo un porcentaje levemente superior de
identificacion a excepeion del género fusobacte-
rium en cuyo caso el sistema Minitec fue superior,
debida bdsicamente a la reproductibilidad de su
reaccidn de Indol.

La Tabla 4 muestra el porcentaje de incapaci-
dad de los dos procedimientos para identificar
bacterias anaerchicas, El porcentaje de aislados
identificados por uno u otro de ambos métodos se
da en la columna de la derecha. Debe ser enfati-
zado que las cifras en esta columna no estan orien-
tadas a sugerir que uno u otro sistemadio la identi-
ficacian curreeta, sino que solamente dentro de

Tahla 2

Porcentaje de lectiiras dudosas observadas con cada sistema con los siguientes grupos de anaerobios

Organismo N © de organismos % de lectura dudosa
APT MINITEC

Clostridium species 55 4.8 3.9
Bacteroides species 84 4.5 22
Fusobacterium species 21 85 23
Cocos gram positivos 17 7.1 0.6
Antinamyuces species 3 7.5 1.5
Eubacterium lentum 5 1.8 1.0
Prowedio total A2 1.9



Tabla 3

Anaerobios identificadas por API v Minitec

Organismo N.Y cepas N.? cepas identificadas % identificada
AP1 Minitec API Minitec API Minitec

Bacteroides species 194 194 118 112 61 58
Clostridium species R%1 34 16 15 47 44
Fusobacterium species i6 16 1 8 ] 50
Peptococcus species 9 9 a 3 33 33
Peptostreptococcus species 7 7 ¢ 0 0 G
Anaerahios gram positiva no torma-

dores de espora 10 10 )] 0 0 o
Bacilos gram negativos no identifi-

caliles, 2 2 0 0 0 o
% promedio identificado 51 51

Tabla 4

Capacidad de AP v Minitec para identificar anaerobios

Organismos N.2cepas APIMinitecen  APLly Minitec APl y Minitec % identificado
desacuerdo de acuerdo pero  de acuerdo en por cada sistema
sin identificacion  identificacidn

Bacteroides species 194 34 75 85 61
Fusobacterium species 16 3 5 3 64

Clostridinm species M 2 15 14 47

Peptococcus species 9 G 7 2 22

Peptostreptoccns species Fi 0 7 0 0

Anaerobic, gram positive, non

sporeforming bacilli 10 V] 10 0 0

54
Tabla 5
Porcentaje de Bacilos gram negativos v clostridinm identificados con AP1
Cepas identificadas con:

Geénero N.%cepas Indice Inicial Intex analiticn
Clostridium species 31 17 (54.8) 21 (67.8)
Bacteroides species 96 494(51.00 70 {729
Fusobacterium species 5 2(40.0) 3 60.n
Other 8 2(25.0 2 {2500
Total 140 70 (30) 96 (68)

este esquema de trabajo se logré una identifica-
cidn.

Poco después de haber completado ests inves-
tigacion, API ha entregado un indice de perfil ana-
litico considerablemente ampliado. A la luz de
esta nueva informacion nuestros resultados de
140 bacilos gram negativas v clostridium fueron
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reevaluados, La Tabla 5 muestra que el éxito favo-
rable de la identificacién mejorg aproximadamen-
te en 18% sobre lo que habiamos obtenide pre-
viamente con el indice original: En detalle, 13%
de mejorid para lus especies de clostridium, un
22% en los bacteroides v aparentemente un 20%
con los muy escasos fusobacterium estudiados.



DISCUSION

Numerosos investigadores han evaluado test
miniaturizados para la identificacion de bacterias
anaerébicas® 14 1% 2 Muchos de los organismos
usados en estos estudios eran anaerobios muy
hien definidos y caracteristicos, obtenidos de co-
lecciones de los laboratorios.'* 182 L compara-
cion de API Miniteé vy métodos convencionales a
veces resiultaba en mds de un 90% de concordan-
¢ia. Sin embargo, nuestra experiencia apunta a un
mucho menor porcentaje de identificacidn, al ni-
vel de especie, si se trabaja can muestras clinicas
incOgnitas enviadas al laboratorio para su identiti-
cacion. Una revision preliminar de nuestros resul-
tados con el método de AFI de 568 aislados clini-
cos de bacilos gram negativos y clostridium maos-
traron un porcentaje de eficacia del orden del
30%. El indice analitica reciente del método de
API parece ofrecer ciertas esperanzas en este as-
pecto, ya (e parece proporcionar in mayor per-
centaje de identificacion a nivel de especie, a
pesar de que algunos de estos aislados tienen
gran porcentaje de variabilidad individual.

Evaluaciones de reproductibilidad han sido
etectiadas con sistemas miniaturizados, disesa-
dos hasicamente para su uso con bacterias faculta-
tivas2 " U estas evaluaciones también encontra-
ron resultados diversos al reiterar 1as pruebas con
el mismo aislado. Por ejemplo, en un estudio® sdlo
el 35% de los aislados dio reacciones idénticas en
pruebas reiteradas con ¢l método de API, pero se
obtuvo un 97,9% de identificacion a nivel de gé-
nero especie, lo que se dehe probablemente al
mayor numero de enterobacteridiceas involuera-
das. A la luz de estos datoes, €] 90% de reproducti-
bilidad abtenide con bacterias anerdbicas no es
un problema considetable, sino uno debe basarse
eu tablas simplificadas de estos sistemas. Muchos
desacuerdos en la identificacion a nivel de espe-
cie fueron debidos a las lecturas dudosas de los
distintos sustratos bioguimicos, Minite¢ tuvo un
mejor rendimiente en este aspecto, o que es pro-
bablemente atribuible a la mayor densidad mi-
crobiana (5 x 107} que requiere para su indculo.
Apoyando este planteamiento, la incubacidn
anaerdbica no es necesaria tanto con el API como
con el Minitec para identificar un bacteroides fra-
gilis, lo que sugiere que a una determinada densi-
dad bacteriana la actividad enzimatica residual
puede ser mds importante gque la multiplicacion

microbiana, para la utilizacion de los sustratos. (16
datos no publicados).

Cuande los sustratos de API o del Minitec esta-
ban en desacuerdo o cuando estaban de acuerdo
en la identificacion de un determinado aislado no
nos sentimos obligados ¢ buscar una identifica-
ciém ineguivoca a través de métodos estandariza-
dos o convencionales, Considerundo las exigen-
cias de un laboratorio clinico normal nuestro ohje-
tivo era simplemente determinar cudl de los 2
procedimientas mas frecuentemente entregaba
una identificacion. Sélo el 530% de las bacterias
anaerobivas estudiadas fueron identificadas por
uno u otro sistema v en el. 16% de estos casos el
AFPIL v el Minitec estaban en desacuerdo en su
identificacion.

No parece razonable esperar total acuerdo entre
ambos métodos estudiados o con algin otro sis-
temu empleado, dado que las condiciones de en-
sayo en cualquier procedimiento pueden diferir
de aquellas usadas en otros.* De tal manera, reac-
ciones bioquimicas idénticas obtenidas de un de-
terminado organismo usando diferentes sistemas
no patecen lagicas de esperar. Sin embargo, estos
sisternas deben ser internamente reproductibles
v sus tablas de identificaciéon suficientemente
completas como para permitir una identificacion
satistactoria de la mayoria de las bacterias obteni-
das de muestras adecuadas. El desacuerdo entre
varios sistemas es un problema mayor en la com-
paracién de resultados entre distintos laborato-
rios, pero pueden no ser serias sobre la base de un
salo laboratorio si se usa el mismo procedimiento,
en forma consistente, y los resultados son repro-
ductibles. Este eriterio no ha sido resuelto satis-
factoriamente. Sin embargo, el nuevo indice ana-
litico del APY ha mejorudo esta identificacion aun
aceptable 68%,

Algunos investigadores han argumentado gue
no es necesario identiticar completamente todas
las bacterias anaerébicas. §in embargo, este plan-
teamiento es contrario 4 los hundamentos de una
microbivlogia bien entendida.!® Ya que existen
numerosos tests y éstos pueden realizarse en cier-
to grado de flexibilidad, este argumento contrario
a la identificacion comipleta hasta el nivel de es-
pecie pierde gran parte de su significado.

En general nuestros resultados muestran que
con algunas de las bacterias anaerdbicas més fre-
cuentemente aisladas y de ripido crecimiento am-
hos tests son satistactorios obteniendo ventaja el
métoda de API debido a un nueve indice analiti-
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co. Sin embargo, cada sistema mostrd una menos
que satisfactoria capacidad de identificar a ague-
llos anaerobios de lento crecimiento o exigentes o
arnbos. Esta diferencia probablemente tiene una
relacién directa con la incapacidad de estos orga-
nismos de lento crecimiento, para alcanzar una
densidad de inéculo adecuada para la utilizacion
6ptima de los sustratos en cada sistema. Afortuna-
damente las bacterias anaerohicas, para las que
estos sistemas son apropiados, son aproximada-
mente el 50% de las bacterias de importancia cli-
nica atsladas en un laboratorio de anaerobios.
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