
Identificacion de Bacilos Gram negatives
Anaerobios y Clostridium a traves de los

Metodos de API y Minitec1
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API and Minitek Systems in Identification of Clinical Isolates of Anaerobic
Gram-Negative Bacilli and Clostridium Species

A comparison of the API and Minitek methods of biochemical testing was made on a variety of anaerobic
bacteria. Although API and Minitek results were not compared to more standardized or conventional procedures
of identification, 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, (i i) the ease of reading the two systems
with respect to the frequency of questionable results, and (i i i ) the percentage of routine clinical isolates tor which
each system yielded an identification. The* Minitek system gave a much lower incidence of difficult to interpret
reactions. The two systems were comparable in terms of reproducibility and capability of yielding an identifica-
tion ot the anaerobic gram-negative bacilli and Clostridium species, but were unsatisfactory tor ruotine use on
most ot the other anaerobic bacteria isolated.

La potencial severidad de las infecciones por
germenes anaerobios ha establecido lanecesidad
de una identification rapida y correcta de los or-
ganismos involucrados, lo que a su vez permite un
tratamiento antimicrobiano adecuado y precoz.
Los estudios bioquimicos convencionales de
anaerobios son lentos y caros y estan mas alia de
las capacidades de dernasiados Laboratories Qui-
micos. Esta necesidad de un sistema simplificado
ha llevado al desarrollo de varies procedimientos
miniaturizados. Nuestro proposito fue evaluar 2
sistemas de interes, el metodo de API (Analytab
Products, Inc., Plainview, N.Y.) y de Minitec
(BBL Microbiology Sistemst Cockeysville, Md.)
para detenninar su utilidad en la identification de
bacterias anaer6bicas. Especialmente, pruebas
repetidas de los procedimientos fueron hechas en
aislados clinicos nitinarios para determinar: 1. Si
estas reacciones eran confiablemente consisten-
tes. 2. Precision de lectura, en lo que seretiereala
rrecuencia de resultados dudosos. 3. El porcentaje
de aislados clinicos para el cual cada sistema era
capaz de entregar una identificaci6n.

No esta dentro de los propositos de esta investi-
gation comparar el API y el Minitec con los pro-
cedimientos tradicionales, ya que esto ha sido
hecho en otras publicaciones.6' 14- 18> ^ Nuestra
preocupacion basica son los resultados ambiguos

iReimpresion de un articulo publicado en: Journal of Clinical
microbiology July 1979, pp. 14-18.
2Departments of Patholog>-, and Microbiology and Immunolo-
gy, Clinical Laboratory-. Microbiology Section, UCLA Center
for the Health Sciences, Los Angeles, California 90024.

y conflictivos que se encuentran en el uso diario
de los procedimientos en los Laboratorios de Mi-
crobiologia.

MATERIAL Y METODO

Organismos y tratamiento de los cultivos.
Los organismos usados fueron aquellos aislados

del trabajo clinico habitual y algunos cultivos de
la coleccion de la Universidad de California, sede
Los Angeles. El tratamiento de los cultivos9'12> lli y
los medios7 han sido previamente descritos.

Cada aislado fue inoculado sobre la mitad de
una placa de agar sangre para anaerobios7 y fue
incubado anaerobicamente a 35 grados centigra-
dos en un jarro Gas-Pak. Una placa comercial de
agar sangre fue tambien inoculada e incubada
aerobicamente a 35° para servir como control de
contamination. Despues de 48 horas de incuba-
cion las colonias fueron cosechadas con una tdrula
de algodon esteril.

Inoculacidn, Incubacidn y Lectura de la cinta de
API.

Las bacterias fueron dejadas en suspensi6n agi-
tando la t6rula de algodon en una ampolla de
inoculacion hasta alcanzar una densidad de apro-
ximadamente 1 x 10̂  y con posterioridad fueron
inoculadas a las cintas de API de acuerdo a las
instrucciones del fabricante.

Las cintas fueron incubadas anaer6bicamente a
35° en los jarros Gas-Pak. Despues de 48 horas
fueron retiradas de los jarros, agregandose indica-
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dor de bromocresol piirpura al 0,02 a todos los
sustratos de carbohidrato o alcohol antes de la
lectura.

El color piirpura rue interpretado como negati-
ve y el amarillo como positive.

Reacciones dudosas que no eran claramente
amarillas o purpura fueron interpretadas como ±.
Todos los demas ensayos iueron realizados de
acuerdo a las indicaciones de los fabricantes.

Inoculacitfn, Incubacitfn y Lectura de las bande-
jas de Minitec.

Los organismos fueron suspendidos agitando la
torula de algodon en una ampolla de medio de
inoculacion para Minitec a una densidad de apro-
ximadamente 5 x 10s* celulas x ml. La pipeta de
Minitec fue usada para inocular los discos de pa-
pel filtro que contienen los sustratos en estudio.
Estas placas fueron incubadas en jarros Gas-Pak a
a5°.

Despues de 48 horas estas placas fueron retira-
das de los jarros agregandose 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 valorado»como negative y
el amarillo como positive. Reacciones equivocas
en las cuales ni el color amarillo ni el rojo estaba
claramente definido fueron interpretados co-
mo ±.

Con ambos sistemas lahidrolisis de la Esculina
fue determinada por la ausencia de fluorescencia
al ser expuesta a la luz ultravioleta de 360 nm.
Controles de viabilidad y de contaminacion fue-
ron efectuados simultaneamente en cada organis-
mo estudiado, inoculando 2 placas de agar sangre
tanto aerobica como aner6bicamente. Los resul-

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

En aquellas situaciones en las cuales una iden-
tificacion de genero especie no fue posible con un
cletemiinade microsistema o cuando habia desa-
cuerdo entre anibos sistemas o ambas situaciones,
el genero correcto fiie determinado usando a tin-
cion de Gram., morfblogia celular a partir del tio-
glicolato, presencia o ausencia de esporas, croma-
tografia y estudios bioquimicos similares a aque-
llos sugeridos por Porschen y Stalons.1'

Nuestros resultados fueron reevaluados a la luz
de un indice analitico entregado por API.

RESULTADOS

Una evaluacion preliminar de los metodos de
API y Minitec fue hecha en 114 organismos cono-
cidos y los resultados comparados con el manual
de laboratorio para anaerobios del Institute Poli-
tecnico de Virginia. Los resultados obtenidos con
el Minitec y en especial con el APIgeneralmente
estan de acuerdo con los datos del Institute Poli-
tecnico de Virginia. Sin embargo, se hizo evidente
que la cornparacion de resultados de un sistema
con el otro no era estrictamente valido, debido a
las diferencias entre ellos en lo reference a uso de
buffers, indicadores de PH, y el tamario del inocu-
lo de ambos procedimientos. Pese a estas consi-
deraciones Minitec utiliza las tablas del CDC.

Mas aiin, al usar este enfoque en un numero
limitado de organismos desconocidos, la frecuen-
cia de identificacion no fiie mayor que cuando los
resultados obtenidos de cada sistema fueron corn-
parados con sus propias tablas de identificacion.

Se hizo evidente en las etapas iniciales de este

Tabla 1

Keproductibilidad de reacciones sohre sustratos que afecta identificacion final a nivel de genero especie.

Organismo

Clostridium species
Bacteroides species
Fusohacterium species
Cocos gram positives
Bacilos gram positives no
formados de espora

Promedio total
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N.° de organismos

58
84
21
17

17

API

92,0
95,5
91,3
93,7

90,4

92,6

% de acuerdo
tests multiples

MIMTEC

85,0
95,8
89,5
96,3

89,8

91,3



estudio que en un numero significative de opor-
tiinidades, las pruebas repetidas del mismo orga-
nismo con ambos procedimientos no daba eonsis-
tentemente los mismos resultados, debido a la
variabilidad entre las reacciones de los sustratos.
197 aislados clinicos fueron evaluados con ambos
metodos en lo que se refiere a la faeilidad de
lectura y reproductibilidad de resultados con el
mismo organismo.

Los sustratos usados tiieron los siguientes: In-
dol, Urea, Glucosa, Manitol, Lactosa, Sacarosa,
Maltosa, Salicina, Xilosa, Arabinosa, H2s, Escnli-
na, Glicerol, Celobiosa, Manosa, Rafinosa, Sorbi-
tol, Raminosa, Trehalosa. La gelatina y la Melesi-
tosa no estaban presentes en el API.

La Tabla 1 presents los porcentajes de repro-
ductibilidad obtenidos con pruebas repetidas del
mismo organismo con un minimo de tres veces en
dias diferentes. Poca diierencia rue observada en-
tre ambos metodos. La reproductibilidad mostro
ser buena en lo que se refiere a Bacteroides, pero
menor en lo que se refiere a otros generos de
bacterias anaer6bicas. Los sustratos que mas fre-
cuentemente daban resultados variables con el
metodo de API fueronel Indol, Xilosa, Esculinay
Trealosa, y con el Minitec la Salicina, el HgS, la
Esculina la Celobiosa, Rafinosa y Trehalosa habi-
tualmente entregaron resultados variables. En
ambos casos la variabilidad de estas reacciones
afectaban la identiticacion final.

La Tabla 2 rnuestra el porcentaje de lecturas
dudosas observadas con ambos sistemas. Esto.s
datos indican que el sistema de API tiene un ma-
yor grado de variabilidad, requiriendo que el ob-
servador etectue una evaluacion sobre la reaccion
en terminos de positive y negative. En este aspec-
to, este problema estaba presente en practicamen-

te todos los sustratos del sistema API. En el Mini-
tec los sustratos mas habitualmente involucrados
en esta evaluacion eran Indol, Manitol, Malfosa,
Salicina, Xilosa, Arabinosa, Glicerol, Celobiosa,
Sorbitol, Raminosa y Trehalosa.

S6lo en forma excepcional se utilizo el API y el
Minitec en la identificaci6n de cocos anaerobicos
y bacilos gram positivos no formadores de espora.
Nuestro laboratorio ha eliminado la evaluacion de
estas bacterias anaer6bicas excepto en un peque-
rio numero de casos debido a un muy bajo porcen-
taje de exitos favorables.

Es por lo anterior que nuestros esfuerzos estu-
vieron orientados hacia los bacilos gram negatives
anaerobios y a los clostridium.

Se hicieron intentos de identificar a 272 aisla-
dos clinicos de bacterias anaerrjbicas usando cada
uno de los dos sistemas para cada aislado. Los
resultados de cada evaluacion fueron interpreta-
dos a partir de las tablas de identificaci6n entre-
gadas con el sistema usado.

Los dates que se presentan en la Tabla 3 infor-
man sobre el numero de cepas de cada genero y el
porcentaje del cual obtuvo una identificaci6n.
API dio un porcentaje levemente superior de
identificacion a excepcion del genero tusobacte-
rium encuyocasoel sistema Minitec me superior,
debido basicamente a la reproductibilidad de su
reaccion de Indol.

La Tabla 4 muestra el porcentaje de incapaci-
dad de los dos procedimientos para identificar
bacterias anaerobicas. El porcentaje de aislados
identificados por uno u otro de ambos metodos se
da en la columna de la derecha. Debe ser enfati-
xado que las citras en esta columna no estan orien-
tadasasugerirque uno u otro sistema dio la identi-
ficacion correcta, sine que solamente dentro de

Tabla 2

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

Organismo

Promedio total

N.° de organ ismos % de leetuni dudosa
API MINITEC

Clostridium species
Bacteroides species
Fusobacterium species
Cocos gram positivos
Antiiiomyce.s species
Eubacterium lentum

,58
84
21
17
3
5

4.8
4.5
8.5
7.1
7.5
4.8

3.9
2.2
2.3
0.6
1.5
1.0

6.2 1.9



Tabla 3

Anaerobios identificados por API y Minitec

Organ ismo

Bacteroides species
Clostridium species
Fusobacterium species

Peptococcus species
Pepto streptococcus species
Anaerobios gram positivo no forma-

dores de espora
Bacilos gram negativos no identifi-

cables.
% promedio identificado

N.°
API

194
34
16
9
7

10

2

cepas

Minitec

194
34
16
9
7

10

2

N.° cepas identiricadas

API

118
16
1
3
0

0

0

Minitec

112
15
8
3
0

0

0

% identificado

API

61
47

6
33

0

0

0
51

Minitec

58
44
,50
33
0

0

0
51

Tabla 4

Capacidad de API y Minitec para identificar anaerobios

Organismos

Bacteroides species

Fusobacterium species
Clostridiiim species

Peptococcus species
Peptostreptoccus species

Anaerobic, gram positive, non
sporeforming bacilli

N.° cepas

194
16
34

9
7

10

API Minitec en
desacuerdo

.34
8
2
0
0

0

API y Minitec
de acuerdo pero

sin identificacion

75
5

18
7
7

10

API y Minitec
de acuerdo en
identificacion

85
3

14
2
0

0

% identificado

por cada sistema

61
69
47
22
0

0
54

Tabla 5

Porcentaje de Bacilos gram negativos y clostridiuni identificados con API

Genero N.° cepas
Cepas identiticadas con:

Indice Inicial Intex analitico

Clostridium species
Bacteroides species
Fusobacterium species-

Other

31
96

5
8

17 (54.8)
49(51.0)
2 (40.0)
2 (25.0)

21 (67.6)
70 (72.9)
3 (60.0)
2 (25.0)

Total 140 70 (,50) 96 (68)

este esquema de trahajo se Iogr6 una identifica-

cion.
Poco despues de haber completado e.sta inves-

tigacioii, API ha entregado tin indice de periil ana-
litico considerablemente ampliado. A la luz de
esta nueva infbmiacion ntiestros resultados de
140 bacilos gram negatives y clostridiuni lueron

reevaluados. La Tabla 5 muestra que el exito favo-
rable de la identificacion mejoro aproximadamen-
te en 18% sobre lo que habiamos obtenido pre-
viamente con el indice original: En detalle, 13%
de rnejorid. para las especies de clostridium, un
22% en los bacteroides y aparentemente un 20%
con los rnuy escasos rusobacterium estudiados.
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DISCUSION

Nurnerosos investigadores han evaluado test
miniaturizados para la identiticacion de bacterias
an ae rob leas.6- 14> 18> w Muchos de los organismos
usados en estos estudios eran anaerobios muy
bien definidos y caracteristicos, obtenidos de co-
lecciones de los laboratories.14'la ̂  La compara-
cion de API Minitec y metodos convencionales a
veces resviltaba en rnas de un 90% de coneordan-
cia. Sin embargo, nuestra experiencia apunta a un
mucho nienor porcentaje de identifieacion, al ni-
vel de especie, si se trabaja con muestras clinicas
incognitas enviadas al laboratorio para su identiti-
cacion. Una revision preliminar de nuestros resul-
tados con el metodo de API de 568 aislados clini-
cos de bacilos gram negatives y clostridium mos-
traron un porcentaje de elicacia del orden del
50%. El indice analitico reciente del metodo de
API parece ofrecer ciertas esperanzas en este as-
pecto, ya que parece proporcionar nn mayor por-
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
efectuadas con sistemas miniaturizados, diseria-
dos basicamente para su uso con bacterias faculta-
tivas,2-h> ll estas evaluaciones tambien encontra-
ron resultados diversos al reiterar las pruebas con
el misino aislado. Por ejemplo, en un estudio2 solo
el 55% de los aislados dio reacciones identicas en
pniebas reiteradas con el metodo de API, pero se
obtuvo un 97,9% de identiticacion a nivel de ge-
nero especie, lo que se debe probablemente al
mayor numero de enterobacteriaceas involucra-
das. A la luz de estos dates, el 90% de reproducti-
bilidad obtenido con bacterias anerobicas no es
un problema considerable, sino uno debe basarse
en tablas simplificadas de estos sistemas. Muchos
desacuerdos en la identificacion a nivel de espe-
cie tueron debidos a las lecturas dudosas de los
distintos sustratos bioquimicos. Minitec tuvo un
inejor rendimiento en este aspecto, lo que es pro-
bablemente atribuible a la mayor densidad mi-
crobiana (5 x 104} que requiere para su inoculo.
Apoyando este planteamiento, la incubacion
anaerobica no es necesaria tanto con el API como
con el Minitec para identtticar un bacteroides tra-
gilis, lo que sugiere que a unadeterminada densi-
dad bacteriana la actividad enzimatica residual
puede ser mas importante que la multiplication

microbiana, paralautilizaciondelos sustratos. (16
datos no publicados).

Cuando los sustratos de API o del Minitec esta-
ban en desacuerdo o cuando estaban de acuerdo
en la identiticacion de nn determinado aislado no
nos sentimos obligados a buscar una identifica-
cion inequivoca a traves de metodos estandariza-
dos o convencionales. Considerando las exigen-
cias de un laboratorio clinico normal nuestro obje-
tivo era simplemente determinar cual de los 2
procedimientos mas irecuentemente entregaba
una identificacion. Solo el 50% de las bacterias
anaerobicas estudiadas fueron identificadas por
uno u otro sistema yen el, 16% de estos cases el
API y el Minitec estaban en desacuerdo en su
identificacion.

No parece razonable esperar total acuerdo entre
ambos metodos estudiados o con algiin otro sis-
tema empleado, dado que las condiciones de en-
sayo en cualquier procedimiento pueden diferir
de aquellas usadas en otros.19 De tal manera, reac-
ciones bioquimicas identicas obtenidas de un de-
terminado organismo usando diferentes sistemas
no parecen logicas de esperar. Sin embargo, estos
sistemas deben ser internamente reproductibles
y sus tablas de identificacion suficientemente
completas como para permitir una identiticacion
satistactoria de la mayoria de las bacterias obteni-
das de muestras adecuadas. El desacuerdo entre
varios sistemas es un problema mayor en la com-
paracion de resultados entre distintos laborato-
ries, pero pueden no spr serias sobre la base de un
solo laboratorio si se usa el misnio procedimiento,
en forma consistente, y los resultados son repro-
ductibles. Este enteric no ha sido resuelto satis-
factoriamente. Sin embargo, el nuevo indice ana-
litico del API ha mejorado esta identificacion a un
aceptable68%.

Algunos investigadores han argumentado que
no es necesario identificar completamente todas
las bacterias anaerobicas. Sin embargo, este plan-
teamiento es contrario a los tundamentos de una
nu'crobiologia bien entendida.10 Ya que existen
numerosos tests y estos pueden realiz;arse en cier-
to grado de flexibilidad, este argumento contrario
a la identificacion completa hasta el nivel de es-
pecie pierde gran parte de su signif'icado.

En general nuestros resultados muestran cme
con algunas de las bacterias anaerobicas mas tre-
cuentemente aisladas y de rapido crecimiento am-
bos tests son satis factories obteniendo ventaja el
metodo de API debido a un nuevo indice analiti-
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co. Sin embargo, cada sistema mostro una raenos
que satisfactoria capacidad de identiricar a aque-
llos anaerobios de lento crecimiento o exigentes o
ambos. Esta diferencia probablemente tiene una
relacion directa con la incapacidad de estos orga-
nismos de lento crecimiento, para alcaiizar una
densidad de inoculo adecuada para la utilization
6ptima de los sustratos en cada sistema. Afortuna-
diunente las bacterias anaerobicas, para las que
estos sistemas son apropiados, son aproximada-
mente el 5()% de las bacterias de importancia cli-
nica aisladas en un laboratorio de anaerobios.
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