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El presente invento se refiere a un métoda para
' "identificar cepas de microorganismos ?n una muestra liqui
+. . da, asi como a un aparato para llevar a cabo el métado.

En la patente estadunidense 3.832,532, y en

'ﬁc‘baténées afines, se’deécriben’un matodo Yy un aparato pa=-
:ra probar la susceptibilidad de las bacterias a los an~
tibiﬁticos, de ‘acuerdo con el presente invento, el m&to-
doﬁy el aparato aludidos e adaptan para identificar va-
kiaa cepas de bacterias determinando los indices de dis~
»zpérsién de la 1uz (IDL) coxreapondieates a un grupo ese
;;bécial de compuestos antimicrobianos, que poseen carac-
';ﬁfteristicas importantes por lo que se reflere a la iden~
.”-;tificacién de cepas de microorganismas, y- analizfindolas
medliante un método de.computacién, por ejemplo, una téc-
nica eétadistica'de.la funchbn discriminante cuadritica,
_ para identificar los microor ganismos a los cuales se
aplican los compuestos antimigrobianoso Se ha descubier-
to qﬁe-14 agentes’ahtimiézdbianosfdeparan una identifi-

x cac1667§¢QUra'én extremo, y se considera que el grupo

.....
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~ de agentes de identlficacién podria reducirse sin sacri~
:;ficar demasiado la seguridad. De preferencia, los agen~
tes deben ser unos que no se empleen comﬁnmente con fi-

. nes terapéuticos para evitar los errores que provienen
-:de cepas que se han vuelto inmunea a varioa agentes an~
tibibticos de uso terapéutico. Un grupo de didhos agen-:

..-r,,_-

tes, establecido actualmente, 1ncluye alrededor de 36

miembros (que se describir&n mﬁs adelante, y de los cua- .

‘les pueden seleccionarse varioa para efectuar una iden-
tificacidn segura mediante técnicas eatad!sticas).

' La idea de utilizar modelos de susceptibilidad
Aantichteriana o inhibitorios del.crecimiento,-para ‘iden
tificar bacterias, no es compie&dﬁéhéé?ﬁﬁe@a.'sd‘1971;
(Gilard, G. L., 1971; Appl. Microbiol. 221821-823) des-
cubrid que podf{a aplicarse los peéfiles de-la'suscepti-
.bilidad para contribuir a la identificacién de bacterias
gram—negativas no fermentadoras de la lactosa. Utilizd
datos de susceptibilidad relativoa~a 16 antibibticos,
obtenidos por el método de diiubiﬁn en digco de agar.
Sutter y Finegold (Sutter, vn. Yy S.M. Finegold, 1971;
Appl. Microbiol. 21113-20) emplearon los perfiles de
susceptibilidad para distribulr los bacilos anaerobios
grame=negativos en cinco grupos diferentes. Luego, fue-
ron necesarias mis pruebas para completar la identifica-

cidn.



Friedman y ﬂacLowry'(Friedman,"ﬁ.5'9 J. Mac=
Lowry, 1973; Appl. Microbiole 261314~317) utilizaron un
modelo matem8tico Baysean para clasificar bacterias.
_ Sus datos fundamentales abarcaron gpuntes de probabili-
dad'relativos a-los perfiles de'augceptibilidﬁd de 31
7 especies de bacterias. Pichos datpé'sé reunieron en un
perfodo de varios aflos. Al clasificarse por este método
-1,000 ejemplares clinicos, hubo una concordancia del
86% con la identificacidn lograda mediante los procedi~
mientos biloguimicos comunes. : |

La patente estadunidense 3.852m532 describe
un método y un aparato para probar la susceptibilidad
a los antibiSticos, junto con una determinacién del
i{ndice de dispersidn de la luz (IDL) de las baéterias
sometidas a la prueba. En las siquientes patentes esta-
dunidenses: 3.832,532, 3.895,661, 3.889,011, 3,901,588,
3.934,753, 3.942,899 y Des. 230,587 se_describegbuﬁos
m&todos zuxiliares y 2l equipo que se emplean en dichas
determinaciones. El equipo que se descrihe en el siste-
ma antes mencionado combina la velocidad de la automa-
tizacibn con la flexibilidad de los procedimientos ma-
. punles..Estd construido para determinar la susceptibili-
{Vdad de una bacteria a un grupo integrado hasta por 12
. agentes antimicrobianos simult8neamente. E1 resultado

correspondiente a cada agente antimicrobiano es un




fndice de'la'suscéptibilidqd qug sa'denomina "fndice
de disperéién de la luz® (IDL). El fndice se extiende
de 0,00 (resistente) a 1,00 (susceptible), en incremen~
tos de 0.01. De 3 a 5 hoias.despuéa de iniciarse la
prueba, se dispone de los resultados del experimento,
excepto por lo que se refiere a ciertos organismos de

crecimiento lento. Un objetivo{del presente invento con~

- 6lste en proporcionar un método, un aparato y;agentes

 de identificacién adecuados para‘identificar bacterias,

de acuerdo con una determinacién de los valores del
IDL de unas soluciones de muestra qﬁe reaccionan, con
los agentes.

Conforme al invento, se suministra un método
para identificar cépas de microorganismos en una mues-
tra 1fquida; dicho mftodo se caracteriza por las etapas
que consisten entdividir la muestra en submuestras;
inocular simultfneamente cada una de las submuﬁséras
con un agente, diferé;te y especial, inhibidor'del cre-
éimiento, cuya reacciédn con las submuestras presenta
caracter{sticas capaces de identificar la_ceﬁas de los
microorganismos en las submuegtras; la mayor partg de
los agentes esbeqiales inh%bidores del crepimiento no se
utilizan comnmente con fi&es terapfuticos con respecto

al microorganismoj; incubar las submuestras por un lapso

breve, con el fin de producir diferencias potencialmenbe
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'1mportadtes en el crecimiento de cada uno de los micro-
organismos, desc!frar fotométricamente, o de otro modo,

el crecimiento de los microorganismos en cada una de

‘las submueutras; completar las lecturas de todas las

Jiij“r~f *if‘aubmuestras en un breve intervalo de tiempo, por lo

"Vifgircual, haterialmente se anulan las diferencias en el crg '
;ifcimiento de cada submuestra con relacién a las diferen-
clas de tiempo, v compqrar las lecturas del crecimiento -
" con una serie de datos de 1dent1ficac16n del organismo
' feferéntes a,ios agenteé es;éciales inhibidores del
crecimiento, 1dent1f1cénd68e asf lav cepas del microor-
ganismo en las submuestraa..
Al llevar a cabo el presente 1nveﬁto, se uti-
'.1iza un nlmero seleccliongdo, de 10 a 14 por ejemplo, de
un grupo de alrededor de 36 agentes eépeciales inhibi-~
dores del crecimiento de los organismos, vegre: agentes
antimicrobianos {que se describirén en lo sucesivo), pa-
- ra determinar los valores del IDL en soluciones de mues-
tra de bacterias que reaccionan con los agentes.log da-
tos numéricos del crecimiento, obtenidos ai comparar la
dispersién de la luz, se anallzan, por ejemplo, median-
te técnicas auxiliadas por computédora, para identifi-
car las cepas de bacterias. Un método susmamente Gtil
que se utiliza con compuﬁadafa es la técnica estadistiba

de la funcibn discriminante cuadritica y forma parte de



la modalidad preferida del presente invento, aunque pue~

den emplearse otros mééodOS'esEadisticos, con menores
grados de &xito. ' o

Esta metodologla se adapta particularmente
bien para usarse con el m&todo Y, el aparato de la paten-
te estadunidense 3.832 532, pero también pueda adaptarse
por cualquier pernona, bien enterada envla t&cnica, para -’
aplicarse con cualquier método que sirva para probar la
susceptibllidad y que depare una medida razonablemente
cuantitativa del crecimiento del organlsmo en presencla
de sustancias inhibidoras. f'_v . ';

Probablemente, la meééééioéfaihae Se describe
en la patente estadunidense 3.837, 746 puede adaptarse
también para emplearse con este método en la 1dentifica~
cibén de bacterias. _

Por lo tanto, el 1n\fént;.o Tnof"éa.‘l‘imita-.al apa=
rato que se describe en las paéehteu aluaidas; sino que
puede usarse con cualquier método de verificacién capaz
de cuantlficar el crecimiento bacteriano con respecto a
varios agentes inhibidores. Una @qdalldad que se prefie-
re entrafia la combinacibn del métoddﬁénalitlco, que se
expone adelante, con un sistema de s@éceptibilidad répi-
do, como el que se describe enrla'paéente estadunidense
3.832,532. Sin embargo, la aplicacibn general del concep

to del invento no se limita a ninguna metodologia pacti-



7 cular, raﬁida o convencional, para cuantificar la suscep

"? .tibilidad. _

o A 1,”:bL"-sé reflere al Indice inhibitoric

t';;; T .cuantitativpvqug produce el sistema Autobac verificador
de'ia‘suséepﬁibilgdéd. No qbstante, este {ndice puede

~ ser substituida por cualqﬁier otro !ndiéemgraduado con-

' veniente del crecimiento cuantitativo, generado por
otro sistema verificador, sin perder su aplicabilidad.

Las caracteristicas y ventajas novedosas del

'-presente invento se harén. evidentes. a los expertos en
1a técnica despuls de leer la siguiente descripcibn,
junto con el dibujo que se acompafla, en|e1 cual, los nf=
meros, de referencia semejantes indican partes semejantes,
Y en el cual: la figura l es un dlagrama parcialmente

»_ eSquehét;co de un aparato que se asocia para llevar g
cabo el método del presénte invento, vy una pafté'de &1
incluye modalidgades de aspecﬁbs del aparato del presente
invento. La figura 2 es una vista tridimensional de una
forma de aparato que constituye la consola ceﬁtrai de una
modalidad del invento. -

v Como se muestra en la figura 1, el sistema de

~ la técnica anterior 10 para determinar la efectividad
‘respectiva dérvaqios antibi&ticos.difezentes (12 por
ejemplé) para inhibir el crecimiento de las béctgrias,

: incluye: una cubeta de plistico desechable 12, en 1a
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cual se -efectvian las pruebas de susceptibilidad; un sur-
tidor de discos 14, que sirve para introducir wmos dis-
cos en la cubeta 12; una incubadora-sacudidora 30, pa-.
ra incubar y agitar las cubetes, y un analizadoxr fotée
métrico .automdtico de la dispersidn de la luz 62, paéé
evaluar el crecimiento bacteriano y estampar los rgéul-
tados en una forma o cinta preimpresa 22, como se des-
cribe en detalle en la patente estadunidense 3.832,532.
Sin embargo, pueden emplearse otros mé&todos para evaluar
el crecimiento, por ejemplo los siguientes: absorbencia
éptica, cuenta de células, medida de la impedancia, con
centracién de ATP, elevacibén o generacién de radioisd-
topos a partir de compuestos irradiados, elevacidén de
oxigeno, produccidén de 00, produccién de calor y reac-
ciones quimicas debidas al aprovechamiento metabdlico o
metabolitos de desecho. Si bien, estas metodologias pue
den diferir por lo que se refiere a conveniencia y pre-
cigién, el presente invento muestra que la metodologla
de la identificacién es independiente de la metodolo-
gla que se utiliza para contar el crecimiento; o deter-
mina el grado de inhibicidén, siempre que el método ses
capaz de oblener un resultado cuantitativo suficiente pa~
ra aplicarse a la evaluacidn estadistica.

Antes del procedimiento experimental que se

describe con detalle en la presente, se obtiene un



10

15

20

25
150278

ejemplar clinico, se traslada a una caja de Petri 20

¥ se incuba durante la noche. En seguida, varias colo-
nias de morfologia semejante se recogen de la placa por
el bacteridlogo utilizando una malle 24, y se suspenden
arremolindndolas en una solucidén salina con'benida:en '
un tubo 13. En ciertos casos, esta etapa puede omifiﬁh
se, cuando es probablé que un solo organismo haya cau-
sado la infeccién. En dicho caso, el infculo puede pre
pararse en una dilucién adecuada de sangre centrifvga-
da, 1fquido cerebroespinal u orina filtrada. Si se uti
liza la forma de normelizacién con el fotdémetro, la sus
pensidén .que se encuentra en el tubo se ajusta a una con
centracidn bacteriana normal, la cual se compruebz en el
analizador Gg, introduciéndola por un orificio de la cu~
bierta y se lee en el contador 68. Dos ml. de la suspen
8ién anterior se incorporan a 18 ml, de un caldo eugbni
co dispuesto en un tubo de ensayo de'par'be superior ros
cada 78. El tubo de ensayo 78 se atornilla en wuna cubeta
de pléstico 12, y mediante una sencilla menipulacién el
contenido del tubo de emsayo se traslada uniformemente
a 13 cémaras de pruebas de la cubeta. Los agentes anti-
mierobianos, preferentemente absorbidos en unos discos
de papel, se incorporan entonces a través de los ori-
ficios que se destapan gl quitarse el cierre medien-

te el surtidor de discos 14 y se mantienen suspendidos
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en el medio de crecimiento en 12 lébulos desconectados
de las cémeras por medio de unos dedos tubulares de
pléstico situados en la parte superior de la cubeta.

La cémare nimero trece es el control. La cubeta 1z .sc
incuba entonces durante 3 horas una incubadora}s,équ—-
didora 30 construida para contener hasta 30 cu}oetas.: Al
concluir las 3 horas, una cubeta 12 se introduce en -el
aparato analizador 62, y se evalia el crecimiento ocu-
rrido en cada cémara. Al comparar con la cémara de—qo_r_l
trol se calcula el efecto inhibitorio respectivo:‘ dé_ ,'ég
da agente antimicrobiano eontenido en las edémaras, y se
imprime, segin se describe con detalle en la patente es
tadunidense nimero 3.832,532.-

Las partes siguientes se describen en detalle
en la Patente de EE.UU. 3.832.532: tubos de cartucho
39; abrazaderas de fijacidn 42; palanca 5l; estanterias
54; termostato de seguridad 60; botén de control de ve~
locidad 63; botén de control de temperatura 65; medi-
dor 65a; panel de control 66; ranura del impresor 70;
alojamiento del ins‘bzlumento 723 puerta 75; conmutador
de energia 77,

En la figura 2 se muestra una consola 62A pa~
ra llevar a la prdctica el presente invento, la cual
es seme;iaht_e al aparato que se describe en la patente

estadunidense 3.832,532, junto con el aparato y con los
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métodos que se describen en las otras patentes afines aludi-
das en la presente. La consola 624 tiene las siguientes seme
janzas y diferencias con respecto al aparato que se expone.
en la patente 3.832.5%2.

1. Panel Anterior: el tamsfio del panel anterior se
extiende por toda la anchura del instrumento, para dé}gﬁ es-
pacio para el Teclado E y el Exhibidor Numérico D. 21}:‘

2. El juego de interruptores, utilizado en u?.prig
cipio para establecer la constante de fondo de la méqgiqa,
se sustituyd por una almohadilla de Teclado A. ‘:N

el

3. La Ranura Impresora B, el Contador de Indculos

* -

F y el Panel de Control C no experimentaron cambios. ..

LY

La forma de operacidn es la siguiente

1. ﬁna vez que se ha seleccionado el proce@iﬁiento '
v entrado la constante de fondo, el funcionamiento dé'ia mé- "
guina es exactaménte igual al que se describe en la patente
estadounidense 3.83%2.532.

2. La forma de operacién se selecciona oprimiendo
los botones zpropiados del Teclado E. Por ejemplo, la méquina
se instala para efectuar una prueba normal de susceptibilidad
oprimiendo sucesivamente los botones que tienen la marca AERO-

BIC SUSCEPT - TEST (Prueba Aerobia de Susceptibilidad). Al

oprimirse el botdén, la luz indicadora apropiada se enciende
para indicar la forma seleccionada para el funcionamiento del
aparato. Se inicia una prueba aerobia de identificacién, opri-

miendo sucesivamente los botones que llevan la marca AEROBIC

IDENT TEST.

3. El cdlculo y la entrada de la constante de



fondo se inician indicando la forma de prueba que se de-
sea al oprimir CAL en lugar de TEST; As{ pues, para cal-
cular la constante de fondo que sé requiere en el presen
te ﬁrocedimiento de susceptibilldad, debe oprimirse
AEROBIC SUSCEPT CAL. En segulda, el operador coloca dos

o m8s cubetas inoculadas de la manera prescrita, para
calibrar. La mfquina computa automiticamente el promedio
de chmaras correspondiente a cada cubeta, as{ como el
promedio global de todas las cubetas colocadas y exhibe
este nflimero en el Exhibidor Digital D. Si este nlimero
es satisfactorio para el operador,roprime el botbn
' ENTBR del Teclado E, y el nlimero se conserva en la memo-
-,ria para utilizarse en el procedlmiento. Al oprimirse
el botbn TEST, la maquina vuelve a la forma normal de
;‘1,;“‘i1_-operac16n.

81 se requiere una constante de fondo de valor

E{especifico, &ste puede entrar por conducto de la almoha-
‘dilla de Teclado Ay del bot6n ENTBR del Teclado E,

j Cualquier cubeta que tenga m§s de dos cémaras
que:difieran del valor promedio computado de dispersién
de Ia luz, en mas de una cantidad predetermlnada, es re-
 chazada automatiramente y se’'pide al operador que colo~
rf;que una cubeta adicional. B

) 4. Los espocios vacios provistoa en el Tecla-

do F permiten incorporar a 1a miquina hasta 20 procedi-
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"f?{;'f;ﬂ:“:_; mientqq adicionales, activando 1os botones en blanco y :
| i ."7:‘agregaﬁdo en el 1nterior uﬁ circuito modular de enchufe. ;$f
' El ntods del presente invento se lleva a la
f pr&ctica de la manera‘siguiente: las cubetas de plisti~
. €0, que se. describen en las patentes estadunldenses
1.7 3,895,661 y Des. 230 587, que se guardan en bolas de
| '~;p1&stlco, se sacan de sus.reciplentes. Un clerre pléstd
4}‘c§, flexible Y Slanco, se despfénde de 1a parte supe-
rior-de la cubéta. A continuagiﬁn, la cubeta se 1ntfoqg
'{_ce en el surtidor de discos, comé se'descrlbe en la pad
. tente estadunidense 3.899,011, y el suttléor de discos
- se activa, Boltando discos ant!mictobianos ‘selecclonados
O ‘. haclia cada una de las ‘cmaras de la cubqta. 5810 un dis~
r - '96 sé surte a cada chmara, y el material contenido en-
'.,;:ygr;';.F'mf"'ese disco se haﬂgelecciongho previamerite segﬁn la suscép
. :75". tibilidad antimlérobiana o la capacidad para diferenclar
_ las-especieé de bactérias. En segulida, ei cie;ré gde tira
 blanca vuelve a ponerse sobre la cubeta;
| o La etapa siguiente consiste en selecclonar una
;cép;'bacteriana de la placa de aislamiento ptimaria. En
:un tubo de suero salino tamponado con fosfato se inocula
Co . una COIOnia. En segulda, este tubo salino se introduce
’ . en el fot&metro dispersor de la luz, el cual, también en
;esée caso, forma parte del componente bsico central del

sistéma, con el fin de normalizar los inbculos, y la
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aguja medidora de la normalizacién se observa para ver
8l se ha desviado. Cuando la aguja coincige con la porcidn
central de la medida marcada, es QHe ha ocurrido la nor-
malizacién. En seguida, dos ml. del inéculo de la norma-
lizacién se introducen con pibeta dentro de un tubo que
contiene un caldo Eugbnico. Mientrhstia cubeta se mantie-
ne verticalmente, el tubo del caldo Eugbnico se atornilla
en la cubeta. La cubeta se_inyierté_luego sobre una su-
perficie de nivel, de manera qﬁe £6&o;é1 caldo contenido
en el tubo se distribuya a una chmara de retencién que
est en un extremo de la cubetas Al efectuacse este pro-
cedimiénto, la cubeta se sostiené:vertiéalmente sobre el
extremo. Se hacen otras dos man;pulacionea de la cubetas:
1) para distribuir el caldo uniformemente a lo largo de
la cubeta y 2) para suministrar partes alfcuotas iguales,
 de 1-1/2 ml, del caldo al interior de las chmaras indivi-
duales de la cubeta, que han sido provistas pteviéﬁente
de los discos antimicreblianos. o

En seguida, la cubeta aé coloca en la incuba-
| dora-sacudidora, y gira a razén de zzb'revoluciones por
minuto, en un medio ambiente de 36 » dufante tres horas,
aproximadamente. Al conclhir el perfodo de incubacibn,
la cubeta se pone en una barra o“carro-de retenclbn del
componente fotodispersor de la luz del sistema. La tapa

del fotémetro se cierra, se introduce una tarjeta con el
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£in de registrar los reéulta&§§5ﬁ§fié méquina inicia
entonces su computacién. En 1a éémééé'de control debe
_"optene;se un crecimiento suficiéﬁteild el fotfmetro re-
éhazaté.automsticamente la prueba; Si.ocurre un recha-
zo, la éubeta regresa al-incubadér y;se incuba por un
lapso adlcional. Si hay un crecimiento guficiente en la
cfmara de control, se calcula un. Indice de dispersién

" de la luz por medio de una minlcomputadoza situada den-
_tro de la cubierta del fot6meirb.réé£§ fﬁdice de disper
'si6n de la luz es un valor numérica comprendido entre O
yly, bas&ndose en este’ valor numérico, se hace un
c&lculo por cada agente antimicrobiano, Y se da la in-

terpretacién de susceptible, 1ntermedio ‘0 resistente.

Como se menciona con énterioridad, los resul~

tados de la prueba de susceptibilidad logrados con este
sistema han demostrado que se comparan favorablemente
con los del método normalizado de difusi&n por discos
de Kirby-Bauer (Bauer, A+ w., w..m. o Kirby, J. C.

Sherris y M. Turck, 19663 am. '.cun° ﬁath. 451493-496;

y National Committee For ClinicaifLahoratory Standards
Subcommittee on Antimicrobial Suaceptibzlity Testing,
974, En A. Balows (ed.), Current Technigues for Anti-

blotic Susceptibility Testing. Charles C..Thomas,

Springfield, Illinois, p. 138-155, ¥ con ia t&cnica nor.

malizada de dilucibdn de agar, que aparece en el
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"International Collaborative studyl(Biicsson, Hey y J.Co
‘Sherﬂs, 1971; Acta. Pathol. Microbiol.. Scand. Suppl.
217).

A Sin embargo, este procedimiento no se limita
al uso del sistema antes citado, hiﬁb que funciona igual
mente bien con otros slistemas medidores del crecimiento,
slempre que dichos slstemas puedan llegar a cabo una me-~

'_ dida antimicrobiana cuantitativa adecuada.

El método de identificacidén utiliza los resul-
Vv:.tadoside cada agente antimicrobiano experimentado. El
fndice de dispersibén de la luz, que se extiende de =0.5
a 1.5 en incrementos de ,01, se utiliza en un procedi-~

- miento de anflisis multivariado que se denomina Funcién
Discriminante Cuadrftica (FDQ). Esta constituye la moda-
' lidad preferida, aunque no la finica posible, del inven-
to. La FDQ se basa en la suposicidn de que los miembros
" de cada uno de los grupos de bééterias tienden a sequir
una distribucibn cara;teristica normal con cada uno de
los compuestos antimiérobianos experimentados y utiliza-
dos en el sistema de an8lisis (sielaff, B. H., Johnson,
E. As y Matsen, J, M,, 1976; Ja. Clin. Microbiol. (233
05-109)). Si sucede que dos grupos de bacterias tienen

" curvas superpuestas de distribucién, se crea entonces,
en la regibdn de 1la superposicién, un punto de probabili-
dad lgual. Dicho punto de igual probabilidad puede
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utilizarse como una frontera para la clasificacién. Si
- hay una sﬁperposici&n considgrable, haste una técnica
,icohpuhadora complicada no puede separar los grupos de
& bacterias con una variable. A medida que se agregam Va=
Eiabiés, aumenta la probablilidad de que los grupos se

- sepérén. Si los grupos que van a separarse tienen valoe

"11 res muy diferentes con cada uno>de los diversos agentes

'f'jantimicrobianos, se reducen al minimo log errores en la

'cla;sificacién y la identificacibn es m&s blen correcta
"y se loyra con facilidad. '
Porilo tanto, el objetivo estriba en hallar

:'.compuestos que posean la capacidad de discriminar amplia

mente, bas&ndose en los valores del fndice de dispersiébn .

‘de 1a luz que se obtienen con cada uno de 10s agentes
,éhtimicrobianos utilizados; o contar cuando menos con un
producto antimicrobiano ante el cual ocurra una discrimi
nacibén precisa. Los esfuerzos inicialeé se ofientaroq
sbla: al uso de agentes utilizados terepéutlcamente en
_165 seres humanos contra los organismos bacterianos. La-
laborrse inicié con los organismos grem-negativos, a cqg
sa de la mayor dificultad prevista para separar estos
organismos en las diversas especies de impertancia cli=-

nica. Este grupo de organismos incluye géneros difficiles

de separarse, V.grs: Citrobgéter, Enterobacter,

Escherichia y Klebsiella, asl como las cuatro especies



: ffbbacitracina, dos concentraciones de carbenicllina: cefa-

lotina, ulfato de colistina gp doa concentracioncs,

eritromicina, furazolidona, kanamicina, mandelato de

metenamina. fcido nalidixico, neomicina, nitrofurantofna,

novoblocina, polimixina B, streptomicina y tetraciclina.

Las matrices o datos bésicos, que se utilizaron en el

»

programa computador de la funcién discriminante cuadrfti

.~t'ca para’ analizar los resultados de la prueba, se genera-
/ron introduciendo en la computudora.loa valores del fn-
‘dice de dispersibn de la luz dé.organismos conocidos

" .-dentro de estos grupos de bacterias.

Utilizando este perfil de 18 agentes, con las

‘pruebas de 481 organismbs, se alcanzd una precisién del

97.3% en este perfil,

v

No obstante, se presentan problemaé con respec

_to al tamafio de este ﬁerfil, con relacién al nfimero 1li-

miéado'de las especlies involucradas En el procedimiento
de identificacidn, y poi lo que se reflere al hecho de
que siempre hay la preocupaciﬁn.dé que pueda ocurrir

una reslistencia esponé&nea, en el medic. ambiente de un

hospital, a los agentes que sé'empleén'terapéuticamente

contra los organismos hacterianoa‘quevse encuentran en

el vecindario de los pacientes humanos, o déntro del
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medio ambiente en conjuﬁto como, por ejemplo, en alimen-
- tos pa;a animales, en medicina Veteflnéria, etc.

' » Asf pues, la‘etapa siguiente del estudio con-
sistid en tratar de disminuir el perfil antimicrobiano,
.tcon-el fin de reducir el nfimero de varisbles a un minimo
‘_sin saqrifica; el porcentaje de la concordanci a. En este
i.esfuerzd particular, se utilizarén-vérios subgrupos de
diferentes tamiios de los 18 agentes antimicrobianos ori-
ginales; Un grupo particular de 14 agehtes”aﬁtimicrobla-
nos empled los 481 organismos previamente mencionados.r
Una pérdida denor del 2% en_ el porcentaje de la concor~
dancia. Al disminulf el nﬁmero dé las Varlables a menos

‘

de 14, el porcentaje de la concordannia empez6 a decaer
rﬁpidamente. En cuanto a todos lggilnﬁentos vy propésitos‘
'y utilizando este método particular, el subgrupo de 14
agentesa antimicrobianos parecié representar al grupo més
pequeﬁo que, no obstante, depar6 un nivel aceptable de
concordancia. Una vez més, en: este subgrUpo 5610 se en=
cuentran agentes gue se utilizaron terapéu&icamente,

. El intento siguiente fue el de: formar un reper=-
torio de agentes de accién antimicrobianap pero que nc
encajan dentro de la categorfa clsica de compuestos an-

timicrobianos antibibticos o terapéuticoa° En esta parte

de la investigacidn, se examinaron mucho més de 600

'_ compuestos, en cuanto a su accibn antibacteriana potenclalp
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En la lista de compuestos qu

.gyeron varias sustancias qpimi'

las cuales no se ha reportado;
se de espectro antibacteriano. L ampuestos exami-
nados, alrededor del 15% se’ sel cecloharon. para determi-
nar su selectividad diferenci_ quéiataﬁe al es-
pectro antibacteriano; en real aﬁh.bﬁ;aeieccionaron 104
compuestos contra 20 especies &iéé;eggeh. incluyendo a
la mayor parte de las Bnterobgcggrigcgée, asf como los
- miembros com@inmente aislados de 10s grupos gram-negati-
vos no fermentadores. Estos compuestos se experimentaron
mediante estudios de la conceniracién inhibitoria mini-
ma, con el fin de determinar los niveles a los cuales
ocurrid la accibn antibactéfians en ios diversos miem-
br;s'de cada grupo incluido en la seleccibn. Se llevaron
a cabho mfs de 10,000 grupos de'estudioﬁ'de la concentra-
- ¢ién inhibitoria minima. Los compueatoa que mostraron
capacidad para diferenciar grupos de bacterias se tuvie-
ron en cuenta entonces para practica un anfiisis ulte-
rior dentro del sistema cohputador reala
, La etapa inicial emprehdid&'en este sentido

consistib en utilizar un némero peqpeﬁo de estos compues
'tos, junto con un perfil de los agentes previamente ine

vestigades, para probar la ;apacldadAdiscriminatoria.

Se ugilizaron docé compueétos en'eséd;éorciéh particular
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de ia investigacién; estos compuestos incluyeron a cua-
.  £:0 cdmpuestos que se emplearon en substigucién de agen
n.tes‘aﬁiibiéticos clfsicos. Los cuairo compuestos substi
. ﬁuidoslfueron los siguientest! verde brillante, corhexi-
dina, éicloserina Y trihidroxiacetofenona. As{ también
_rse-incluys el madelato‘de metenamina, que es un agente que
no se incluye en los perfiles rutinarios de la suscepti®
bilidéd antimicrobiana, pera qie en nuestro sistema ha
- demostrado ser muy valioso en los perfiles de diferen-
ciacibn. CatoFce de .los veinté grupos bacteriapos origi=-
nales, éoﬁ 24 & 25 ejemplares por grupo, se utilizaron
'éntonceé para probar la capacldad para separar estos gru-
pos comlinmente alslados y algo diffciles de separarse.
Intencionalmente se incluyeron organismos que plantean
‘problemas en la separacidn, por ejemplo, los géneros

Escherichias, Citrobacter, Enterobacter y Proteus..-

Al utilizar el grupo antes expuesto de agentes
;antimicrobianos contra estos organismos, se obtuvd yng
‘pfécisi&n de 97.1% por el programa computador, aplicando

las normas.calculadas. Los resultados mfs pobres se

lograron con la Escherichia coll, pues s8lc 20 de las 24

:'Cepas se identificaron correctamente. Tres organismos

citrobacter freundif se identificaron erréneahente, como

una cepa de Enterobacter y como dos cepas de Froteus

vulgaris. El problema con la Escherichia coli estriba en
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gsepararla del género Shigéllgm De los compuestos clasi-~

ficados por nosotros, hay agentes que separan a estos

géneros particulares. 51 se tiene en cuenta este factor,
la precisibn que se alcanza dentro de los planes de
identificacidn:de estas 14 especies se aproxima mis a
la proporcibn de 98 a 99%. : A i
| La caracterf{stica bfsica de estos estudios
reéide en determinar la posibilidad de usar el crecimien
to bacteriano descifrable en la m&qﬁiha, ocurra © no en
presencia de diversos compuestos qufmicos, para estable-
cer una perfil de identificacibn de bacterias. Este obje
tivo se ha logrado de un modo satisfactorio. En los filti-
mos dos afios se ha dedicado un tiempo considerable a la
identificacibn de compuestos que pueden ser Gtiles, y a
creér un programa computador que emplearf satisfactoria-
mente los valores generados por la m&quina. Para evitar
que el esfuerzo se diluyera en un estudio de posibilida—
_ des, fue necesario limitar el nlimero de los grupos some-
..fidos al estudio. Por varias_razoné;,_en nuestras inves-
tigaciones formales enfocamos el ihtérés hgcia las bac-
}';Ea:'terias gram-negativas. En primer lugar, la cepa gram es
.‘-;{un método bastante rspido y fécil de llevarse a cabo pa~

' jfra diferencxar este grupo de otros grupos de bacterias.

“;Bn segundo término, los miembroa de este grupo son, por
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'iaSAr;torio de microbiologié ciinica. Oponen el méximo

_reto al stistema de ‘identificacidn propuesto. En tercer
lugar, las bacterlas.gram-negativas incluyen a la mayor
parte -de los organismos identificados corrientemente en
el laboratorio de microbliologfa clinica.

En sintesis, los estudios han _.demostrado que
puede utilizarse un métodq instrumental sutomatizado pa-
ra probar la susceptibilidéd'antimlcrobfand,,con el fin

de ;ﬁministrar una 1dentifi¢;ci6n_de'bacterias en el mise
" mo espacio de 3 a 5 horas éue se emplea para probar la |
susceptibilihad. El sistema de identificacibn utilizb
resultados de susceptibilidad antimicrobiana y modelos
de crecimiento procedentes de otraévsustancias quimicas
que incluyen a 1as~que favorecen yAa las que no favore~
cen el crecimiento. Se h;_ideado un programa computador
que analiza estos resultados mediante la t&cnica estadis
tica dé la Funcién Discriminante Cuadrftica. Lé preci-
si6n en la identificacibn de varios grupos taxonémicos
de bacterias es del 95% o ms, en cohparaci&n con los
métodos bloquimicos normaless
o La.siguiénte es una lista de agentes antimi-
crobianos efectivos, asfi como de las concentracliones
efectivas que pueden utiiizarse eficazmente en el método

delrpresente invento,




Escala de Concentracione,
Masa del Efectivas en Microgramos

Compuesto . o _Disco. por ml.
Acriflavina ‘ 7.5 ndge’ © 50
Acriflavina - 30.0 meg. . zo.Of.f'
9-Aminoacridina D 10.0'meg. T 67
Auramina 0 »1so.o'hég;":£lf-5ﬁ- 10647
Verde brillante 1.5 mcé.;?if';gi7t 140

. Verde brillante 3.0 mcg. ;. %“' ' 240
'Verde brillante 5.0 mcg. 343
Cetrinida 1200 mcgs” . 80.0
Cloruro de cobalto 375.0 ﬁdg;,i €i ; - 250.0
Cloruro cfiprico 375.0 mcg.::t o 250.0'
Cicloserina 120.0 mcg.i‘"f‘;»:"r 80.0
Cicloserina 240.0 mcge ;;%;;ﬂ’  160.0

Acido 3,5-Bibromo- S
salicilico o 250.0 mcg. hf,,ji_ 50040

HCl de dodecilamina 18.75 mege .. 12.5
HC1 de dodecilamina 75. 0 mcg._iv;[i . 50.0
S-Fluorouracil = 4 8.0 mege ° . .  5a3

Floxuridina _ 9.0 mcg. }§$~N ) 6,0
Fléxuridina 3640 Vmcg.qn,inhf£ff; 24.0
Verde Malaquipa » - 3.0 mcg.r;v iA:‘ 2.0
Agul de metileno 255.0 m 17040
Bisulfuro de omadina - .S'T';; o 3.7
Omadina sbdica 7.5 ";ﬁ". ‘,_5.0
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Escala de Concentraciones
.Masa del Efectivas en Microgramos

.Comgﬁesto Disco por ml,
Azlda sbdica 7#.0 mcge - 50.0
Acetato talioso  150.0 mcge 1000
, 2',3;,4'—Trihi-
- droxi-acetofe=
nona 375.0 mcge - 250
Bacitracina 18.0 unidades> 12.0 unidad/ml
Carbenicilina ' 50.0 mcge . 33.3 .
Cefalotina 15.0 mege . ,10.0
Colisélﬁa ‘ 13.0 mcg. ’ 8.7
" Kanamicina 5.0 mcge 3.3
Mandelato de
metenamina " - 10 mge ~ 667.,0
? Acido malidfxico 5.0 mcge - 3.3
Nitrofurantoina 15.0 mcge | . 10.0
- Novobiocina 30.0 mcge 20,0
Polimixina B 50,0 unidades 3343 unfdades/ml
'f Tetraciclina 0.5 mcge : 003 ‘

.. Tfenica Estadfstica Utilizada para la Identificacién

: | La idgntiflcac16n se logra, de preferencia,
"féi?méaganfé una t8cnica estadfstica multivariada que se co-
-"ﬂnoée éomo funci6; discriminanée cuadrftica. La funcidn

discriminante cuadrftica se basa en el modelo multivarig
., do normal. Dos distribuclonés nd;males multivariadas,

S adyacentes y que se intersectan, tienen un punto'de
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" lgual probabilidad en la regibn de la superposicibn. Es-
te punto dé'igual probabilidad puede'usarse como una fron
tera para lé'éiasificac16n.'9ara clasificar a una entiw

dad, basta con determinar en cufll lado de la frontera se

. "ublca la entidad. Esta frontera de equi~-probabilidad re~

Airduce'ﬁl minimo los errores en la clasificacidédn, suponlen
;do que el tamafio derambas poblgciones'séa aproximadamente
igual. Si las dos poblaciones son de un tamaflo sumamente

"diferente, la proporcidn de cada poblacibdn clasificada
err6ﬁeamente se reduce al minimo, pero esto no ocurre
con el nlmero total de clasificéciones eqﬁivocadas. Al
efecto, tendr& que hacerse un‘ajuste en cuanto a la dife
rencla en el tamaiio de las poblaciones.

» El procedimiehto sé Inicia compuﬁando las ma-
tfices covariantes de los diferentgs grupos. La f&rmula
para calcular los elemenéds de la matrlgz covariante es

la férmula normal de covarianza, como sigue:

n - n n
n 2 *1x*4k ~ '§*1x z "
s = ko= 1 kal kol (1)
xixj >

n - .l

én la cual:'sx es la covarianza que hay entre las varia-
i) :
. bles x; y X3 (cuando L = j, la f6rmula se reduce a la de

la varianza de las variable xi), y n es el nfimero de
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obSe;védiones practicadas en las variables X; ¥ %y (este
nﬁméro es igual tanto para Xy cqmovpara Xy representa
‘el nfimero de entidades que aparece en el grupo de datos).
Estas matrices contienen las varianzas y las covarianzas
»: correspondientcs a las diferentes variables que hay en
:cada grupo. T ‘ ' ' V

S :V También se calculan los vecto:es medios para
cada grupo._Cont;enen el valor 0y mejor dicho, los valo-
res medios para las diferentes variables ‘'de cada grupo.

: él grupo de variables uhilizado pata la.clasificacién .
@caﬁgié: debe construlrse entonces un nuevo juego de ma-

trices. Bstas matrices se construyen utilizando s6lo

\a

g los valores del indlce de dispersibn de la luz que corres

’?f ponden a las variab1e° del nuevo grupo. -
Para clasificar una. entidad en uno de los gru-
pos NG, se calcula para cada grupo la siguiente funcidn:

NV | q

2
f(x)l =Py (27 'Sil =l/2 (2)

"en la cual. é puede ser la proporcién de la muestra en
i

R el grupo 1,'0 la probabilidad anterior del grupo i; NV
- es'el nﬁmnro de variables; l il'es la determinante de

'f'la matriz de covarianza para el grupo i; q = (X - xl)'

57" (X = x), en donde: X es el vector de 1los valores
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del Indice de dispersi6n de’ la luz para el organismo que
va a clasificarse; Xl es el vector medio para el grupo
'1th. ' significa la transposici6n de la matriz, y s1 -1

es la inversa de la matriaz de’ couarianza para el grupo
1*0, puede observarse que 1a ecuaci&n 2 sin la P1 es pre
cisamente la funcién de la densidad de probabilidades
para el modelo normal multivafiado..

Cuando lo anterior se ha computado para todos
los grupos, el grupo que'preéenﬁa el ﬁ&ximo valor de
£(X) se selecciona como grupo'de identificacibn del orga-
nismo desconocido. En la pr&ctiéa real, en virtud de que
la magnitud relativa, Que se emplea para hacer comparacio
nes entre los grupos, es més 1mpoftante que e} valor
real, el factor constante que incluye U se elimina de
los cflculos.

En el 'verdadero medio ambiente univerggl, no
son normales la mayor parte de las distribuciones multi-
variadas. Por fortuna, es muy sélido el procedimiento
referente a la funcidn discriminante cuadrftica. Normas
de clasificacidn muy buenas pueden producirse para pobla
ciones que matén muy fueré de 1o normal. En cuanto a una
descripcibn mis amplia de la notmalidad multivariada y
de las funciones discriminantes cuadr&ticas, ‘véase
Anderson (Anderson, T. w., 1958, John Wiley and aons,

Inc., Nueva York); Grams y colabbtadores (Grams, R R.,

‘ .,,, .
. 0 .
g et




;(Michaelis, J., 1973, Academic Press,

Resultados
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E. Al Johnson Y Es Se Benson, 1972, Am. J. Clin. Pathol.

58:188~200 Y Grams, R. R., E. A. Johnson y E. 8. Benson,

'1972, Am. J. Clin. Pathol. 533201-207) 'y Michaelis

flnc., Nueva York)

talmente resistentes al agente‘.ntimicrobiano, a dicha

concentracibén. Otras variables depararon una infornaci6n

redundante (la misma informaci&n que otra variable) Yy

por - 1o tanto, pudieron ser eliminada La‘TabIa 2 mues-~
tra el subgrupo del grupo total_dg variébles que demos-
trd ser el mis prometedor. :

Los agentes antimicrobianos se experimentaron
contra una muestra de 481 ejemplares bacterianos. La com
posicién de esta muestra abéféce en la Tabla 3. Estos

resultados se utilizaron para construilr las matrices que

se uSarqn‘pafa la'clasificacién._Cuando los 481 ejemplas

reé‘que se listan en la Tabla 3 se clasificaron de
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acuerdo con los 18 agentes éntimicroﬁianos que aparecen
" en la Tabla 2, hubo una 6oﬁcordancia mayor del 97% con
-la identificacibn a la cual se.llegélpor el laboratorio
4 éiinico'mediante'procedimientos coﬁunes de identifica-~
clén. En la Tabla 4 pueden verse estos resultados. Casi
el 80% de los desacuerdos radicd en organismos que se
idénﬁificaron'como Cgt;obacter_d Enterobacter por el la-
boratorio clinico, y en algo més por el perfil de la
susceptiblilidad. De manera consistentelse encontrd que

. estos dos géneros eran los m&s(diflciles de identificar-

s€e
TABLA 1 - Antibibticos Investigados

Masa del ,>’ _ ' Masa del

Agente Disco - Agente Disco
~__(nq) (uq)

Ampicilina 3.6  Erltromicina 245
Bacitracina 18.0°¢ E;itromicina .« 15.0
Carbenicilina 50,0 Furizolidona 100.0
Carbenicilina 120.0% Gentamicina 9.0
Cefalotina 15,0 Kanamicina 5.0
Cloramfenicol 5.0 Kanamicina 18.0
Clindamicina 2.0 Lincomicina 2.0
Cloxacilina 1.0 Mandelato de metenamina 1,09
Colistina 2.0 Metaciclina 30,0
Colistina 13.0 Meticilina 5.0
Doxiciclina . 0.5 o Nafcilina 1.0

Poxiciclina 1.6 Acldo nalidfxico 5.0




TABLA 1 (Cont.)

- Masa del ' ~ Masa del
I 7 Disco CL o Disco
I Agente : (pg) - Agente - (pg)

er‘Jﬁ'xc::l.dc:‘ nalidfxico 15.0 - Polimixina B 5040°

Neomicina 5.0 Polimixina B 300.0¢

<Neomiéina' y 20.0 .4Bstreptomié1na 2.0

Nitrofurantofna  15.0 . Estrepéémicina 10,0

*Novoﬁi;ciné o 5.0 Estreptomicina 20.0

Novobiocina » 30.6 } Tetraciclina 045

_Oieéndomicihé{ 6.0 Tetraqiclina ‘ 1.5

" 0leandomicina 15;0 o ﬁ:tgigggiim/sﬁlfa- 2§:$§‘

Penicilina G ; 0.2° Vancomicina 10.0

Penicilina G 2.0 . Vancomicina 30,0

Penicilina G 10.0° Viomicina ' 2.0
| ‘Polimixina B 12°5°’ Viomicina 10,0

° Masa medida en unidades.

® Masa medida en miligramos.




TABLA 2 - SUBGRUPO

DE _ANTIBIOTICOS

Masa del Masa del
, g Disco - Disce
Agente (pg) Agente (pol
Ampicilina ‘3.6  Kanamicina 5.0
. Bacitraciha" _ .. 1B.0° Mandelato de metenamina 1.0°
Carbenicilina _ 50.0  ° Acldo nalldfxico 5.0
Carbenicilina »126;0 | Neomicina 5.0
Cefalotina 15.0 Nitrofurantofna  15.0
 Colistina ) 2,0 Novobiocina 30,0
Colistina _ 13.0 Polimixina B 50.0°
Eritromicina 15.0 Estreptomicina 10.0
Furizolidona 100.0 Tetraciclina 0.5

* Masa medida en unidades.

®“Masa medida en milligramos.

TABLA 3 — Composicifé4n de la Muestra

Orqganismo No. de quanismos
Citrob* 50
Enterob 48
" Ecoli 75
Herel 35
Kleb 59
49

Protmir
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TABLA 3_ (Cont.)

Qrgantsmo . — ‘ No. de Organismos
Prototh ¥ .- . ' <1
P. morganii : - . ' ‘lg)eu,
Pa rettgerir .‘ o T: an
B "“1gafis'l~’>,: . ‘. © (15)

Pseudo "7?§g‘ N
Cow

Serrat Lo ek ‘-"z‘-"‘ _' .'.,‘ . :'52 .

P. aeruginosa‘ .

P fluorescens '

P maltophilia:.;‘. ﬁ;iiV'

° Citrob, Citrobacter; Enteréb;:éatéfobgdfer} Ecoli,
" Escherichia coli; Herel, Héféilbﬁf Kleb, Klebsiella;
. Protmir, Proteus mirabiliS' Prototh, Proteus positivo al
'indol Pseudo, Pseudomonas; Serrat Serratla. ; '

® Los nGmeros que estén entre paréntesis n6 ‘se 1nc1uyen en

los totales de los organismos experimentados.




por ‘el perfil de
, y“por procedimien-
tos”convenéibnalesféila variables®

Afiliacibn del Grupo por el Perfil de
la Susceptibilidad

Afiliacién del Grupo
por Procedimientos

Convencionales Cinl En- Eéo- Hé— . Kleb Prot Pro Pseu Se~
trob te- 11 rel mer toth do rrat
rob
Citrob s 2 2 01 0 0 0 0
" Enterob . 4 43 1 0 0 0 0 0 o
Ecoll © 173 0 ©0 0 0 0 1
Herel ' o 0.0 35 6 0 0 0 O
Kleb o 0.0 0 5 0 0 0 0
Protmir 0 0 0 0 0 51 0 0 O
Prototh o o0 o0 o0 0 1 48 0 O
Psgeudo 0 . c 0 O 0 0 0 62 O
Serrat o o 0 0 0 0 "0 0 52

* V8ase la Tabla 2 - El porcentale de la concordancia entre

el perfil de la susceptibilidad y los procedimientos con-

vencionales fue de 97.3%.

® Para abreviakyras, véase la Tabla 3.
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TABLA 5 ~ Afiliac16n del Grupo por el Perfil de
la Susceptibllidad y por Procedimien-
-to; Convencionales - 14 Variables®

Afiliacién del Grupo por e} Perfil de

i3 Susceptibilidad

Grupo por Pro-
cedimientos
Convencionales Citrob Ente~ Eco= He- Kleb Prot- Pro- Pseudo Serrat

rob 11 rel mer  toth

- Citrob 42 4 2 0 1 0 1 0 o
' Enterob - 2 44 2 0 0 0 O 0 0
T 1,1 72 0 0 0 0O o 0
Herel . 0 0 0 3 0 0 0 0 0
Kleb 0 1 1 0 57 o0 0 0 0
Protmer o o 0 0 0 S 0 o 0
 Prototh 6o o ©0 0 0 1 & o 0
“Pseudo o 6 0 0 1 0 o 68 0
 Serrat o 1 o o o 0 1 .0 50

rd

® Variables incluidast amplicilina, bacitracina, carbenici-

-., 1ina 50 y 120, cefatotina, colistina 2 y 13, eritromi-

cina 15, kanamicina 5, mandelato de metenamina, neomi-
cina 5, nitrofurantofna, novobiocina 30 y tetraciclina
0.5. El porcentaje de concordéncia con los procedimien-
tos convencionales fue de 95.6%. '

~

® En cuanto a las abreviaturas, vEase la Tabla 3.




Sumario

Este estudio se emprendid paré determinar la
posibilidad de utilizar los perfiles de ausceptibilidad
para ldentificar bacterias; Dentfo del alcance del estu-
dio, este objetivo se alcanz& de>modo satisfactorio; se
démostr6 la posiblilidad de este método. Para evitar que

‘ el ‘esfuerzo se diluyera en un estudio.de posibilidades,
fue necesarlo limitar el nﬁmero de los grupos estudiados.
Por varias razones, el interés se enfocS haclia las bacte-
rlas- gram-negativas. En primerllugar, en virtud de que la
Cepa Gram funciona con bastante‘rapidez y facilidad, 1la
difercnciacifn de este grupo puéde lograrse coh relativa
comodidad. En segundo término, cbmo los miembros de este

_ grupo son generalmente los mis diff{ciles de ldentificarse,

deparar la prueba m&xima para el sistema de identificacibn
‘_~'@ropucsto. Por Gltimo, las bacterias gramnnegatiQas abar~
'*ﬁ-tén'ié éhoéme mayorfa he los 6rganismds'que ordinariamen-

te se identifiCan en €l laboratorio clinico de microbio-~

1091 a.

&j“ Como su,cda con la mayoria de los estudios ba-

oW T, wdelf perfil de la .,uscepubnidad debida a‘una resiste"“

L e
',.a.._‘,fo‘

-f;;g4f:‘ Cia adquirida. Este problema no’ se encontré durante el

e estudio~ no obotante, uubsiste el esPeth° de las 1den-
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tificaéionesxerr6neas debidas a esta causa. La resisten
cia adquirlda ocﬁrre-porque se’ seleccionan mutantes re-
sistentes mediante el* uso extendido de un agente antimi-
':'crobiano. Esta Lesistencia puede transferlrse despuls a
travds de r factores. '

El alcance del presente sistema de identifica-
cién puede ensancharse 1nédrpofando m&s. grupos de bacte-
'r;as. Por gjemplo, pueden égregarse‘génetos gram=negati-~
vos adicionales, asf como géneros gram positivos. Tam-
bién serfa valioso si pudiera lograrse dentro de los
géneros una mayor catalogacién de especiesj estas son
freas que requieren de una investigacién adicional. La
investigacibdn sigue avanzando en nuestros laboratorios
para orientarse hacia los puntos antes menclonados. Uh
gran nGmero de comphestos quimicos no antibibticos se
examinan ahora en cuanto a su capacidad para diferenciar
gfupos‘de bacterias mediante una inhibici&nidiferencial

del crecimiento. Una de las normas para establecer la

seleccidn estriba en que el compuesto no se emplee comfin-

mente en-la determinacibn clfnica,para reducir al mfnimo
la posibilidad de que se presente una resistencia adqui-
rlda. S1 las- bacterias no encuentran normalmente a un
agente en su medio ambiente, la reslstencia adquirida
'no representaré un problema. Asimismo, hemos superado el

doble_del nimero de grupos bacterianos en estudio, tanto

i
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1 por la adicidn de géneros como por el aumento en la cata~
logacién de especies,

En suma, este estudio ha demostrado que la iden~

tificacién de bacterias, usando su susceptibilidad respec

5 tiva a varios agentes antimicrobianos, es un métodé_ prac-

v
PREY]

ticable. '
La consola de instrumento 10 se ha modelado para

facilitar el contacto superficial con la computadoi*a:.::Dis-
ponible como una opcién que se instala en una f4brica o en

10 el campo, Se encuentra un equipo de contacto superficial
con la computadora que permite que el instrumento 8¢ co-
necte a un sistema computador, el cual contiene la serie
de datos de identificacién de las bacterias y otros datos
dtiles, y realiza la identificacién mediante los andlisis

15 estadfsticos antes mencionados de los datos de entrada
medidos por el fotémetro.

' Ta operacién de la superficie de contacto super-
ficial es automética. El operador inicia simplemente un
ensayo del modo normal y la informacién sobre los resul-

20 tados de ensayo se imprime simulténeamente sobre le car—
tulina y es entrada en la computadora del usuario. La su-
perficie de contacto de la computadora también da al usua
rio la flexibilidad de eliminar los resultados impresos
sobre la cartuline y mantener el instrumento en una céma
ra de ensayo especifica hasta que la computadora exterior

25 complete el manejo de los datos.

150278




1 : REIVINDICACIONES

-Log puntos de invencién propia ¥y nueva que se.
presentan para que sean objeto de esta solici'bud:-d_ed’a—

5 tente de Invencién en Espafia, por VEINTE aﬁos,u,sc}n;]bs
que se recogen en las reivindicaciones siguien'l:es;:{\f--

1. Un mé'l:odc;. para identificar cepas de mcro-
orgenismos en -uma muestra liquida, caracterizadoipo'x; las
etapas que consisten en: dividir la muestra en sﬁf;;nues-.

10 tras; inocular simulténeamente cada una de las sub-mues-—
tras con un agente diferente y especial inhibidorid‘él
crecimiento; cuya reaccién con las sub-muestras tim;.e ca
racteristicas capaces de identificar la cepa de i&é‘.micrg_
organismos .contenidos en las sub-muestras; la mayor par- ‘

15 te de los agentes especiales inhibidores del crecimiento
no se utilizan cominmente con fines terapéuticos relati-
vos g los microorganismos; incubar las sub-muestras por
un leapso breve para producir diferencias potencialmente
importantes en el crecimiento de los microorganismos cone

20 tenidos en cada una de ellas; descifrar fotométricemente,
o descifrar de otro modo; el crecimiento de los nﬁéroor-
genismos que se encuentran en cada una de las sub-mues-
tras; completar las lecturas de todas las sub-muestras en
un breve intervalo de tiempo, por lo cual, se anulan mate~

25 rialmente las diferencias de crecimiento en cada una de

150278
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'laé.sub-muestras con relacidn a 1a§ diferencias de tiem-
p po; y comparar las lecturas del crecimiento con una se-
rie de datos identificadorés de ofganismos que se refie-
rren a los agentes especiales inhibidores del crecimiento,
mediante lo cual se identifican las cepas de los micro~
‘organismos contenidos en las sub-muestras.

2. Un método como el que se describe en la
clfusula 1, éaracterizado por ei hecho de que las sub-
muéstras inoculadas se agltan para obtener una suspen-
sién uniforme de los microorgépismos'desarrollados en
ellas. .

3. Un método como el que se describe en las
‘cléusulas 1 & 2, caracterizado por el hecho de que las
locturas se obtienen fotométricamente.

4. Un método como el que ge describe en cual-
quiera de las cléusulas 1 a 3, caracterizado por el he-
cho de que aproximadamenhe;se utilizan 12 suﬁ-muéstras y
agentés especiales inlibidores del crecimienfo.

5. Un método como el que se describe en cual-
quiera de las clhusulas 1 a 4, carécterizado por el he-
’cho de que la comflaracién se logra por mediorde un méto~
do estadfstico. .

6. Un método como el Que se describe en cual-
"quiera de las cléusulas 1 a 5, caracterizado por el he-

cho de qﬁe la comparacién se obtiene utilizando una




VLo computadora.-

- 4] -

7e Un método como el que se describe en la .

'cléusula 5, caracterizado por- el hecho de que la compu—

’: tadora efectﬁa la comparacién aplicando una t&cnica es~

~tad!stica de la funci6n discriminante cuadr&tica.

e T~é- Un’ método como e1 que se describe en cualu
quiera de laa cl&usulas l a 7,’caracterizado porque, ade
méfﬂde las sub—muestras inoculadaa, Be depara una sub-f

uestra de control desprovista de agente 1nh1bidor del

““crecimiento, ‘se lee y se incuba la sub-muestra de control

'con las sub—ﬁuestras 1nocu1adas- se computa la relacién

. que hay entre las lecturas de las sub-muestras inocula-

das con la sub-muestra de control, para determinar las
diferencias relativas entre la accién de cada uno de los
agentes inhibidores. del crecimiento sobre el crecimiento

que se registrada en cada una de las sub~muestras, y se

compacan los Indices de crecimiento computados con la

serie de datos identificadores de microorganismos, para

f:'identificar las cepas de los microorganismos que se en-

. - cuentran en las sub-muestras. .

.

9. Un método como el que se describe en cual-~

gqulera de las cl8usulas 1 a 8, caracterlzado por el he-
. choj&e que los agentes»especialeé inhibidores del creci-

- miento se seleccionan de entre loa.siguientesz Acrifla~

vinay, 9-Aminoacridina, Auramina 0, Verde Brillante,
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Ceéiimida, Cloruro de éobaltd, Cloruro Clprico, Ciclose-
rina, Acido 3,5-Dibrohosalic111co, HC1 de Dodeclilamina,
S-Fluorouracil, Floxuridina, Verde Malaquita, Azul de
Metileno, Bisulfuro de Omadina, Omadina S8cida, Aaida
sbdica, Acetato Talioso, 2',3',4'~Trihidroxiacetofenona,
Bacitracina, Carbenicilina. Cefalotina, Colistina, Kana-
micina, Mandelato de Metanamina, Aéido Nalid{xico, Nitro-
furantofna, Novobiocina, Polimixina B,fTeﬁtaciclina.

10. Un método como el due_ae describe en la
clfusula 9, caracterizado por &l hecho de que las canti-
dades que se utilizan preferentemehﬁe de cada uno de los
agéntes inhibidores dei crecimiento son las sigulentes:
Acriflavina, 7.5 mcg/discoy 5.0 mcg/ml; Acriflavina, 30.0
mcg/disco, 20.0 mcg/mi; 9;Aminoacrid1na, 10.0 mcg/disco,
6.7 mcg/ml; Auramina 0, 160.0 mcg}'fiisco, 106.7 mcg/ml;
Verde Brillante, 1.5 mcg/disco, 10.mcg/ml; Verde Brillan-
te, 3.0 mcg/disco, 2. 0 mcg/ml; Verde Brillante, 5.0
mcg/disco, 3.3 mcg/ml Cetrimida, 120.0 mcg/disco, 80. 0
mcg/ml; Cloruro de Cobalto, 375.0 mcg/disco, 250.0

mcg/ml; Cloruro Cﬁprico, 375 0 mcg/dlsco, 250 0 mcg/ml
Clcloserina, 120.0 mcg/disco, 80.0 mcg/ml; Clcloserina,

© 240.0 mcg/disco, 160.0 mcg/ml"Acido 3 S-Dibromosalici—%'
1ico, 750.0 mcg/disco, 500 mcg/ml' Dodecilamina HCl,
18,75 mcg/disco, 12.5 mcg/ml; Dodecilamina HCI, 75.0 mcg/
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disco, 50.0 mcg/ml- S-FluOtouracil, 8.0 mcg/disco, 5.3
mcg/ml- Floxuridina, 9. 0 mcg/disco, 6.0 mcg/ml Floxuri-
dina, 36.0 mcg/disco, 24.0 mcg/pl; .Gerde Malaquita, 3.
mcg/disco, 2.0 mcg/ml; Azul de Hefilenc, 255.0 mcg/dis-
"  co, 170.0 mcg/ml; Bisulfuro de Omadina.ts.s mcg/disco,

- 3.7 mcgyml§ Omadina s&dica,€7 S’mcgldisco, 5.0 mcg/ml;

Azida sbdica, 75.0 mcg/disco, 50 D mcg/ml Acetato Ta-
"1ioso, 150.0 mcg/disco, 100.0 mcg/ml- 2',3',4'-Trihidro- :
xi-acetofenona, 375.0 mcg/disé;,wzso.o mcg/ml, Bacitra-
cina, 18.0 unidadeS/disco, 12.0 unidadeS/ml Carbenici-
1ina, 50.0 mcg/disco, 33.3 mcg/ml Cefalotina, 15 0 mcg/
disco, 10,0 meg/ml; Collstina, 13.0 mcg/dieco, 8.7 mcqg/
ml; Kanamicina, 5.0 mcg/aisco, 3.3 mcg/ml Mandelato de
Metenamina, 1.0 mg/disco, 667.0 mcg/ml- “Actdo. Nalid{xico,
6,0 mcg/disco, 4.0 mcg/mlj Nitrofurantolna, 15,0 mcg/
disco, 10.0 mcg/ml; Novobiociﬁa, 30.0 mcg/disco, 20.0
mcg/ml; Olimixina B, 50.0 unidades/disco, 33.3 unidades/
ml; Tetraciclina, 0.5 mcgydisco, 0.3 mcg/ml.

11. Un método como el que se describe en la
cléﬂsu;a 9, caracterizado porq el hecho de que los agen-
tes inhibididores del crecimiento son los siguientes:
Acriflavina, Auramina 0, Verde Brillante, Carbenicilina,
Céfalotina, Cloruro de Cobélto, Cicloserina, Acldo 3,5~
Diﬁromosalicilico, Clorhidrato de Dodecilamina, 5~Fluoro-

.uracil, Verde Malaquita, Azul de Metileno, Azida Sédica,
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“'_Acétaté Talioso.

12. Un método como el. que se describe en la
i'c1§usu1a 11, caracterizado por el hecho de que las canti
* dades de los agentes inhibidores del crecimiento son,

~ aproximadgmente, las siguientest Acriflavina (30 mcg/dig

" ¢o,°20.0 mcg/ml); hufamina 0 (160 mcg/disco, 10647 mcg/

: ml) Verde Brillante (3.0 mcg/diaco, 2.0 mcg/ml), Carbem=
-nicilina (50 mcg/disco, 3.3 mcg/ml), Cefalotina (15 mcg/

- disco, 10.0 mcg/ml), Cloruro de Cobalto (375 mcg/disco,

250.0 mcg/ml), Cicloserina (120 mcg/disco, 80.0 mcg/ml),
Acido 3,5-Dibromosalicflico (750 mcg/qisco, 500.0 mcg/
mi), Clorhidrato de Dodecilamina (18.75 mcg/disco, 12.5
mcg/ml), S5-Fluorouracil (8 mcg/disco, 5.3 mcg/ml), - Verde
Malaquita (3 mcg/disco, 2.0 mcg/ml), Ajul de Metileno
(255 mcg/disco, 170.0 mcg/ml), Azida S&dica (75 mcg/dis-
co, 50.0 mcg/ml), Acetato Talioso (150 meg/disco, 100
mcg/ml). A
' 13. Un apa;ato fotométrico paraqllevar a cabo
el método que se describe en la clfusula 1l; dicho apara-

. to comprende: una fuente de lugz; un carro adyacente a la
fuente de luz; un recipiente de#montable, transparente y
dividido en compartimiebtoé, que tiene una diversidad de
clmaras para contener a cada una de las soluciones de
muestra; el carro se construye y dispone de manera de

sostener y mover el recipiente dividido en compartimientos
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élrededér de la fuente de luz siguiendo un trayecto de
recorrido; cada una de las chmaras tiene una pared que es

8pticamente transparentes en un Sngulo agudo predetermina

tdog a la fuente de luz y a la dispefsién de la luz hacia
. adelante producida en la solucibén que est& en la clmara

’poi la fuente luminosaj un dispositivo marcador rfpido,

situado en el carro, para colocar sucesivamente cada céma
ra en una posicibén predeterminada por un lapso breve,

quedando cada pared de la cémara en el fingulo agudo prede °

‘terminado en frente de la fuente de luz, por lo cual se

obtienen lecturas de la dispersibén de la luz en el &ngulo

'agudd predeterminado, y por lo cual se anulan las diferen

- clas en las lecturas con respecto al tiempo} Yy un medidor

de la lu, dispuesto en sentido opuesto a la fuente lumino
sa, a partir de la poéicién predeterminada, y separado de
ella en el lado opuesto al trayecto de'recor;ido,del reci
piente dividido en combartimientos; el medidor de la luz
se coloca en el fngulo agudo predeterminado con respecto
al haz de la fuente luminosa que atraviesa las c8maras,

por lo cual descifra la cantidad de luz dispersada por

cada una de las muestras situadas en el &ngulo agudo

predeterminado durante el lapso breve; dicho aparato se

caracteriza por el hecho de que el medidor de la luz se

" econecta con un dispositivo calculador, el cual calcula

las respectivas caracter{sticas dispersoras de la luz de
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‘ las soluciones contenidas.en cada clmara durante el lap
so breve, estableciéndose as{ las caracterfsticas inhi-
‘bitorias de los agentes especiales inhibidores del cre=~

cimientof el dispositivo calculador se conecta, mediante

' un dispositivo de contacto sﬁpérficial con una computa-

dora, a una computadora que tiene una serie de datos pa-
ra identificar las éepas de microorganismos mediante una
determinacibn del efecto inhibitorio de los agentes es-
peciales inhibidores dél crecimiento sobre el crecimien
to de los microorganismos contenidosAen las sub-muestrase.

14. Un aparato como el que se describe en la
clfusula 13, caracterizado por el hecho de gque el medi-
dor de la lup y el dispositi?o computadér son adaptables
para descifrar alternativamente una comparacidn de las
garacter{sticas inhibitorias de los aéentes inhibidores
del crecimiento, con el fin de determinar lo gue sea me-
jor para tratar el microorganismo, y la identificar la
cepa del microorganismo que estf en las muestras.

15. Un apdrato como el que se describe en las
ci&usula 13 6 14, caracterizado boé el hecho de que los
agentes espééiales inhibidores del crecimiento se deposi
taﬁ previamente en las camaras del’recipiente dividido

en compartimlientos.
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16.~ Un método y un aparato fotométrico para identifi
car éepas de microorganismos en una nmuestra liquida..

Tal y como se ha descrito en la Memoria que antecede,
repfeseﬂtado en los dibujos que se acompafian y para los fines
que se han especificado::

Esta Memoria consta de cuarenta y siete hojas escri-

tas a miquina por una sola cara. e

Madrid, 11001.1978
P.A.
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