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1. RESUMEN
Debido a la gran vanedad de microorganismos existentes, la identificacion actual de las
enterobactenas requiere de mucha correlacion clinica y por lo tanto, de expeniencia adquirida.
Adicionalmente debido al flujo de trabajo es necesario que el proceso de identificacion se realice en
una forma agil. Una herramienta de gran utilidad para todas las ramas de la ciencia lo constituye el
uso de la computadora. El uso de sistemas computarnizados para la identificacion microbiologica

permite que la generacion de resultados sea mas rapida, eficiente, ordenada y reproducible.

Partiendo de lo anterior en el aifio de 1995 se creé un programa computanzado llamado
Entero ID . por estudiantes de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, el cual tenia como
objetivo el identificar enterobactenas de importancia clinica. En el afio 2000 se reahizo una nueva
version del programa Entero ID, denominado Entero ID2.0. En esta nueva version se modifico el
algoritmo de 1dentificacion, permitiendo que ¢l proceso de identificacion sea mas rapido y con
menos generacion de errores, adicionalmente esta version se realizdé en ambiente Windows lo cual
permite que el programa sea mas facil de utihizar por el usuario. Otra modificacion reahzada al
programa Entero ID2.0 fue la correccion y actualizacion de las bases de datos de las imagenes
bioquimicas de las bacterias.

Esta herramienta se basa en la utilizacion de una bateria de pruebas bioquimicas, que incluye
Agar Triple Azicar hierro (TS’I), Agar Lisina Hierro (LIA), Movilidad-Indol-Urea (MIU), Citrato,
Ornitina, Lisina, Arginina y Malonato. La imagen obtenida es introducida en el programa, el cual

por medio de un algontmo matematico, le asigna un codigo, este es luego comparado




automaticamente con los codigos correspondientes a cada enterobacteria de importancia clinica, al

encontrar una coincidencia €l programa la reporta.

En el presente trabajo se evalué la efectividad de identificacion de esta nueva version del
programa (Entero ID 2.0) , utilizando un estudio tipo ciego y baterias bioquimicas, para la
identificacion de 100 cepas de enterobactenias con importancia clinica, todas ellas escogidas a
conveniencia, con un set de repeticion y cuya identidad fue previamente confirmada por otro

sistema (Vitek o API).

La version Entero ID 2.0, identificod el 100%, mientras que la primera version solamente
1dentifico un 94%. El analisis de los resultados se realizo a través de una prueba de ji-cuadrada de
homogeneidad, en la cual se encontr0 que no existia ninguna diferencia estadisticamente

significativa entre los dos programas. Sin embargo, la diferencia del 6% observada entre el
porcentaje de 1dentificacion de Entero ID 2.0 (100%) y el porcentaje de identificacion de Entero ID

(94%), puede atnbuirse a las mejoras realizadas en la base de datos de la segunda version.




IL. INTRODUCCION

Debido a la gran variedad de microorganismos existentes, la identificacion actual de las
enterobacterias requiere de mucha correlacion clinica y por lo tanto, de experiencia adquinda.
Ademas, el gran flujo de trabajo hace necesario que esta identificacion se realice en forma mas
rapida y efectiva.

Una herramienta de gran utilidad para todas las ramas de 1a ciencia lo constituye ¢l uso de la
computadora y métodos nformaticos para el procesamiento de datos y la agihzacion de la
presentacion de los mismos. Una de las ventajas que ofrecen los sistemas informaticos es que
pueden ser comprendidos o pueden estar disefiados para diferentes niveles de preparacion académica
y supervisado por un profesional especializado en la materia. Los pocos programas para la
identificacion de microorganismos que existen en el mercado tienen la desventaja de no estar al
alcance econdémico de todos los laboratonos clinicos del pais, y en algunos casos, para su
funcionamiento requieren de un equipo muy sofisticado. El programa EnterolD, fue creado en el afio
de 1995, por estudiantes de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, para solventar dicha
deficiencia, sin embargo en el aiio 2000, fue creada una nueva version del sistema de 1identificacion
denominada Entero ID 2.0 , esta se encuentra escrita en un lenguaje de programacion diferente al
utilizado para la pnimera version, lo cual nos permite un funcionamiento mas rapido y una mejor
utilizacion de la memona, ademas una mayor flexibilidad y accesibilidad para €l usuano. Se ha
optimizado el sistema de identificacion utilizando un algoritmo mas simple al de la version anterior |
esto ofrece una gran ventaja como lo es la disminucion de errores y mayor rapidez de identificacion.

Otra de las diferencias que presenta la nueva version a la anterior es la de poder manejar o gestionar




los resultados, lo cual se refiere a que las identificaciones pueden ser guardadas en un archivo el cual

contiene Informacion adicional sobre la muestra, para poder realizar posteriores estudios
epidemiolodgicos.

En el presente trabajo se evalué la efectividad de identificacion de esta nueva version del
programa (Entero ID 2.0) , utihzando un estudio tipo ciego y baterias bioquimicas, para la
identificacion de 100 cepas de enterobacterias con importancia clinica, todas ellas escogidas a
conveniencia, con un set de repeticion y cuya identidad fue previamente confirmada por otro

sistema (Vitek o API). El analisis de los resultados se realizo a través de una prueba de ji-cuadrada

de homogeneidad.
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III. ANTECEDENTES

A. Enterobactenias

Es conocido que enterobacterias es el nombre que se le da vulgarmente a la familia
Enterobacteriaceae, la cual esta constituda por bacilos gram negativo que no forman esporas y son
de pequeiio tamaiio (de 2-3 por 0.4-0.6 micrones). Pueden posecer o no flagelos peritnicos. La

formacién o 1a produccion de capsulas esta limitada a los géneros Klebsiella 'y Enterobacter(1).

Son especies bactertanas que habitan en el intestino grueso del hombre y animales, suelos,
agua y matena en descomposicion. Crecen en los medios Extracto de Camne o Peptona sin agregarle
suplementos; y en Agar Maconkey. Su crecimiento €s acrobico y anaerobico, fermenta la glucosa y
otros carbohidratos y, a menudo producen gas. Son catalasa positivo, oxidasa negativo, reducen los
nitratos a nitritos, poseen una estructura antigénica compleja, ademas de diversas toxinas; y tienen un

porcentaje de 33-59% de Guanina mas Citosina (2-4).

Los principales géneros de la familia Enterobacteriaceae son: Shigella , Escherichia,
Edwardsiella, Salmonella, Arizona, Citrobacter, Klebsiella, I'nterobacter, Hafnia, Serratia, Proteus,
Providencia, Yersinia, Erwinia, Cedecea, Koserella, Rahnella y Tatumella (1,3).

Desde el punto de vista clinico, las enterobactenas son importantes ya que causan entre otras
enfermedades: abcesos, neumonia, infecciones en las vias unnanas, intestinales y de hendas,

meningitis




y septicemia (2-7). Es por ello que la identificacion exacta de las especies que causan las anteriores
patologias es de gran valor para escoger los agentes antimicrobianos correctos, para el pronostico,

para el reconocimiento del peligro potencial de los contactos y la investigacion epidemiologica (1,8).

B. Métodos de identificacion bacteriana

Climcamente ha sido util ¢ importante dividir la famihia Enterobacteriaceae en patdgenos
intestinales y patogenos oportunistas. Los primeros son enterobacterias que no forman parte de la
microbiota del intestino grueso como Shigella y Salmonella. Los segundos si pertenecen a la
microbiota del intestino grueso, pero para llegar ser considerados como agentes infecciosos

necesitan de una alteracion en la respuesta inmune del hospedero (9 ,10).

Los métodos de diagnostico empleados que se basan en la fisiologia bactenana, han
desarrollado en el transcurso del tiempo una gama de pruecbas bioquimicas, para identificar la
especie causante de la patologia. Esto es posible debido a que cada especie tiene una imagen
caracteristica, la cual se encuentra plasmada en tablas estandarizadas para cada set de pruebas.

El método tradicional de la identificacion bioquimica comprende un set de pruebas de las

cuales las mas comunmente utilizadas son las siguientes (2,3) :

1. Agar Lisina Hierro (LIA)
Este ensayo permite diferenciar los microorganismos que  producen

descarboxilacion o desaminacion de la lisina. Se puede detectar ademas de la produccion




de H,S y es mas sensible que el TSI (AgarTripple azucar Hierro) para la deteccion de
H,S. Es muy utilizado para descartar Sa/monella de aislamientos primarios.

Durante las primeras etapas de la incubacion el fondo virara el indicador de pH
del medio al acido (amarnillo) por la fermentacion de la glucosa. Luego, s1 el aminoacido
es descarboxilado, se forman aminas que provdcan un retorno al color original del medio
o un viraje al alcalino (purpura).

En la desaminacion se produce un acido carboxilico y NHj, se visualiza en la
superficie por la aparicion de un color rojo . La produccion de acido sulfhidrico a partir

de tiosulfato se pone en evidencia por la precipitacion de sulfuro ferroso de color negro.

2. Agar Triple Azucar Hierro (TSI)

Este es un medio nutnente y diferencial que permite estudiar la capacidad de
produccion de acido y gas a partir de glucosa, sacarosa y lactosa en un unico medio.
También permite la deteccion de la produccion de H,S. Es un medio util para la

identificacién de enterobacternias (2,3).

El medio se prepara en forma de pico de flauta, esto determina 2 camaras de
reaccion dentro del mismo tubo. La porcion inclinada (pico)expuesta en toda su
superficie es aerobia y la porcidon inferior (fondo) esta protegida del aire vy es

relativamente anaerobia.




La porcion inclinada del tubo que esta expuesta al oxigeno atmostérico tiende a

tornarse alcalina (roja por el rojo fenol) por la utilizacion aerobia de las peptonas.

En el fondo del tubo, donde no hay oxigeno, la degradacion protéica es minima y
se pueden detectar pequeiias cantidades de acido por la aparicion de un color amarillo
(indicador :rojo fenol). En ausencia de fermentacion de carbohidratos, no se formaran
acidos y por la produccion de aminas en ¢l pico, todo el medio quedara rojo. Esto se da

en organismos no fermentadores.

El medio esta disefiado de tal forma que la glucosa se encuentra en una
proporcion 10 veces menor que la lactosa y la sacarosa. Si el TSI es inoculado con una
bactenia fermentadora de glucosa pero no de lactosa m de sacarosa, la cantidad de acido
producida por fermentacion a partir de la glucosa sera baja porque la concentracion de
glucosa es baja. Al principio se producira viraje del indicador al amarillo en el tubo, pero
al continuar la incubacion, el pico del tubo retornara al rojo por la degradacion aerobia de

las peptonas antes descrita (2,3).

St el microorganismo fermenta la lactosa y/o la sacarosa, como las
concentraciones de estos azucares es 10 veces mayor, s¢ producira mayor cantidad de
acido que no puede ser revirado por la producciéon de aminas en la superficie por

metabolismo aerobio.




La produccion de H;S a partir de tiosulfato se pone en evidencia por precipitar el
Fe* del sulfato ferroso. Como esta reaccion se da solo en medio acido, la formacion de
un color negro en el fondo del tubo se lee como fermentacion de algunos de los azucares

del medio. Ademas puede observarse la produccion de gas, como burbujas en ¢l fondo

del tubo (2,3).

3. Azufre Indol Movilidad (SIM)

El indol es un subproducto de la degradacion metabdlica del aminoacido
triptdfano. La presencia de indol en un medio de cultivo que contiene triptofano puede
ser demostrada por la adicion del reactivo de Kovacs. Si el indol esta presente se
combina con el reactivo para producir un color rojo bnillante. Este es un agar semisolido
que puede ser utilizado para demostrar la movilidad. Los organismos moviles migran a
través del agar a lo largo del inéculo, mientras que los microorganismos no maviles
creceran solo en la linea de inoculacion. El SIM es un medio de alta sensibilidad para la
deteccion de acido sulfhidrico, presumiblemente debido a su consistencia semisolida,
ausencia de hidratos de carbono que inhiban la formacion del mismo y, al uso de hierro
peptonado como indicador. Este medio tiene como fuente de azufre el tiosulfato de sodio
y como indicador de acido sulfhidrico el hierro peptonadb. Una reaccion positiva de

acido sulfthidrico, s¢ hace evidente por la presencia de un precipitado de color negro.

(2,3).
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4. Produccion de Indol

El indol es uno de los productos de degradacion metabolica del aminoacido
triptofano. Las bacterias que poseen la triptofanasa son capaces de hidrolizar y desaminar
el tnptéfano con produccidn de indol, acido pirivico y amoniaco. La produccion de
indol es una caracteristica importante para la identiﬁcaciéﬁ de muchas especies de

microorganismos (2,3).

La prueba de indol esta basada en la formacién de un complejo rojo cuando ¢l
indol reaccionan con el grupo aldehido del p- dimetilaminobenzaldehido. Este es el
principio activo de los reactivos de Kovacs y Ehrlich . El medio de cultivo utilizado debe

ser rico en triptofano (2,3).

S. Citrato

La utilizacion de citrato de sodio como unica fuente de carbono es una prueba util
en la identificacidon de enterobacterias. Esta prueba se realiza inoculando el
microorganismo en un medio de cultivo con citrato, y s¢ hace evidente mediante el
crecimiento y la alcalinizacion del medio. Este aumento del pH se visualiza con e!
indicador azul de bromotimol que vira al alcalino a pH 7.6. El ensayo es positivo cuando
s¢ observa crecimiento a lo largo de la estria acompaiiado o no de un viraje del indicador

azul, debido a la presencia de productos alcalinos (2,3).
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6. Descarboxilacion de Lisina , Ornitina y Arginina

La descarboxilacion de aminoacidos e¢s llevada a cabo por descarboxilasas
formandose aminas y CO2. Cada descarboxilasa es especifica para un aminoacido y la
reaccion es completa e irreversible. Los aminoacidos ensayados habitualmente para la

identificacion de aminoacidos son la lisina, la ornitina y la arginina (2,3).

7. Utilizacion del Malonato

El malonato es un acido organico que algunas bacterias pueden utilizar como
fuente de carbono y energia. La prueba entonces, tiene como finalidad determinar si1 la

bacteria puede utilizar el malonato. Cuando la prueba es positiva el microorganismo

acumula sub productos alcalinos por lo que el indicador de pH del medio cambia de

verde a azul.

8. Produccion de Ureasa
Los microorganismos que poseen la enzima ureasa, tienen la capacidad de

hidrolizar urea con liberacion de amoniaco, de acuerdo a la siguiente reaccion general:

(NH,), CO + H,O =P CO, + H,0 + 2NH, Imp (NH,), CO;

El amonio reacciona en solucion para formar carbonato de amonio, resultando en

la alcalinizacion e incremento en el pH del medio (2,3).
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Esta es una caracteristica importante para la 1dentificacion de especies, €s muy
importante hacer la diferencia entre caldo Urea de Stuart y el Agar Urea de Chnistensen.
El pnmero esta fuertemente estabilizado con sales de fosfato a un pH de 6.8, el
organismo en estudio debe producir cantidades relativamente grandes de amoniaco, a fin
de superar el sistema estabilizador y elevar el pH del medio lo suficiente como para
provocar el viraje del indicador por encima del pH 8.0. EI caldo Stuart, es por lo tanto

virtualmente selectivo para especies del genero Proteus.

El agar urea de chnstensen, posee un sistema estabilizador de pH mas débil y
contiene ademas peptonas y glucosa. Este medio promueve el crecimiento de muchas
especies bacterianas que no se¢ pueden desarrollar en el caldo Stuart, y la menor
capacidad del buffer permite detectar producciones mas escasas de amoniaco. Por ende,
el agar urea de chnstensen facilita la investigacion de la presencia de muchos
microorganismos productores de ureasa, tales como K/ebsiella, muchas de las especies de

Enterobacter, Yersinia, Criptococcus, y Brucella.

Con muchas de estas especies se detecta primero una reaccion positiva de ureasa
por cambio de color de rosa a rojo en la parte incli_nadﬁ del agar. Es el pico el que
inicialmente vira al color rojo debido a la reaccién alcalina resultante de la degradacion
de pequefias cantidades de urea, se intensifica a causa de las aminas formadas por

descarboxilacion oxidativa de las proteinas del medio (2,3).
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Ademas de las pruebas bioquimicas mencionadas, existen otras como las pruebas
serologicas, que se basan en la tipificacion antigénica de las bactenias. Otro tipo lo constituyen las
pruebas de identificacion a través de la utilizacion de Biologia Molecular, que se caractenzan por el

empleo 0 manipulacion del material genético de las bactenas (2,3).

Historicamente, la identificacion bacteriana en un principio, era realizada por medio de la
observacion directa de los microorganismos tomando en cuenta su forma y movilidad.
Postenormente, con el advemmiento de los medios basados en agar por Robert Koch y la
introduccion de un sistema de coloracion por Gram, pudo identificarse a los microorganismos de
acuerdo a su afinidad tintorial, morfologia y caracteristicas macroscopicas de colonia. Sin embargo
la identificacion no puede realizarse st no existe una previa clasificacion de los mismos (11,13).
Posteriormente  fueron disefiados métodos de identificacion basados en las caracteristicas
metabolicas, estos métodos son llamados clasicos o0 convencionales. Debido a la falta de
reproducibilidad y a los largos periodos de incubacién de estos metodos, fueron creados otros
métodos que minimizaban la cantidad de substrato utilizado y el tiempo, siempre basandose en los
principios de los métodos convencionales, a los que se les denomin6 métodos de pnmera generacion.
Sin embargo, los anteriores aun consumian mucho tiempo, por lo que fueron creados metodos mas
sofisticados de idéntiﬁcacién, que incluyen métodos computarizados y mas automatizados que sus

predecesores, €stos se han llamado de segunda generacion (11).
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C. Métodos de primera generacion

Los métodos de pnmera generacion, fueron creados para la identificacion de la familia
Enterobacteriaceae ¢ incluyen una seric de tubos miniaturizados que contienen sustratos
individuales, tubos o placas con varios compartimientos con sustratos multiples, tiras de papel o
discos impregnados con el sustrato deshidratado. Estos métodos tienen lé ventaja de ser mas rapidos
que los convencionales, pero aun su periodo de incubacion es muy alto, ademas sus identificaciones
estan basadas en las tablas para enterobactenas elaboradas por Edwards & Ewing. Muchos de los

sistemas comerciales de esta generacion no correlacionaban entre si ni con estas tablas (11,14).

Algunos de los sistemas de primera generaéién incluyen: API 20-E, Rapid NFT, Minitek, Tni-
panel, Enteric-tek, Frozen Gram Negative panel, Enterotube-2 y Oxiferm (11 , 12). Muchos de estos
sistemas han sido mejorados para dar un mejor rendimiento. Actualmente se utilizan este tipo de

sistemas para la identificacion de microorganismos en cultivos sanguineos, por ejemplo el método
BACTEC, introducido en 1980 por Becton- Dickinson que han desarrollado varios modelos, asi

como el sistema BACTALERT desarrollado por Organon Teknika. Estos sistemas han sido

utilizados con éxito para el aislamiento de diferentes cepas bacterianas (15-18).

Existen otros sistemas para ¢l aislamiento ¢ identificacion de cultivos sanguineos , por

ejemplo el sistema Isolator (19).
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Estos sistemas de primera generacion no solo han sido utilizados para la identificacion y

aislamiento, sino que también para las pruebas de susceptibilidad antibidtica (20).

D. Métodos de segunda generacion

Los métodos de segunda generacion, han sido posibles por la incorporacion de bases de datos
generadas por computadoras muy sofisticadas, y que han sido confeccionadas para la identificacién
de un género en particular o de una especie. Ofrecen las ventajas de poder expandir las bases de
datos, para incluir grupos de microorganismos adicionales, los periodos de incubacién son cortos
(menores de 18 horas), poseen pasos automatizados para la inoculacidn, lectura e identificacion; y

existe miniaturizacion de los contenedores de sustratos (11).

Entre los métodos de segunda generacién pueden contarse: Quantum II, GN Microplate,

UniScept 20E, Rapid E, Cobas-Bact ID , MicroScan y otros (11 ,21).

Ironicamente, existen estudios en los cuales se observa una sensibilidad ligeramente menor
especificamente en el caso del Cobas-Bact ID, y el Enterotube II, en el cual la sensibilidad del

primero fue del 87% y la del segundo del 90%, aunque se recomienda el uso del primero como un

medio de tamizaje (22).

Existen otros meétodos rapidos para la identificacion de bactenas que se basan en otros

principios, de esta forma existen métodos de Cromatografia de gas-liquido, los cuales dan como
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resultado una grafica que se constituye en una especie de huella dactilar del microorganismo (23).
Muchas de estas pruebas han sido utilizadas primero en la industria y luego en el laboratonio
microbioldgico -clinico, como ejemplo de estos pueden contarse métodos radiometricos, metodos
microcalonnmétricos, cromatograficos, fotométricos, i1nmunoelectroquimicos, electroforéticos,

inmunolodgicos y de biologia molecular (24-30).

E. Métodos de Identificacion basados en computadoras;
Las computadoras han sido utilizadas en diversas ramas de la ciencia, y por lo tanto de la

medicina (31).

Constituyen una herramienta de mucho valor, tanto para el médico en los hospitales a fin de
establecer medidas epidemiolégicas y conectarse con €l resto del mundo por correos electronicos,
como para ¢l personal del laboratorio, en la identificacion de microorganismos, establecimiento de
patologias varias, manejo ordenado de pacientes € informe de los resultados. Ademas, de presentar
ventajas, como la minimizacion de costos y de tiempo (32,33). Lo anteriormente expuesto puede
resumirse en el término automatizacion, que significa, 1a realizacion de un proceso por maquinas sin

intervencion humana (34).

La identificacion de microorganismos por computadora, s¢ hace por medio de una matriz

contenida dentro de una base de datos (35). Una base de datos es definida como, una tabla de filas y
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columnas, en la que cada fila esta relacionada con la otra porque todas ellas contienen el mismo tipo

de informacion, establecida en un orden determinado (36,37).

Es necesarnio a este nivel, realizar una diferenciacion entre los programas operados con bases
de datos y los programas de inteligencia artificial. La inteligencia artificial esta definida como la
propiedad de una maquina, dispositivo o artificio que le permite responder ante una situacion como
se supone que lo haria una persona inteligente. Debe tener capacidad de aprender y mejorar su

rendimiento como resultado de la expenencia cuando se aplica repetidamente a la resolucion de

problemas (34).

Actualmente, se hacen esfuerzos por realizar un programa que llene las caracteristicas
delimitadas en la defimcién de inteligencia artificial (IA). No obstante lo anterior, existen en la
actualidad muchos programas en medicina especificamente, que se acercan a la misma, entre ellos
MYCIN, EMYCIN, NEOMYCIN, cuya funcion es ayudar al diagnostico de enfermedades, a través
de preguntas basicas, a partir de las cuales el programa puede tomar decisiones acerca del
diagnostico, tratamiento y pronostico del paciente. Este tipo de programas no son disponibles

comercialmente, y han sido desarrollados en hospitales estadounidenses grandes (38).

Con respecto al laboratorio y los sistemas de inteligencia artificial, pocos son los intentos
realizados para obtener un sistema eficiente, y hasta principios de los 90 no se habia reportado nada

en concreto. Existia un proyecto denominado LINC en los afios 60, pero su finalidad no fue
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alcanzada. Actualmente programas como CLINILAB y otros, pretenden por medio de 1A, agilizar
los procesos de ingreso de pacientes y presentacion de los resultados, asi como brindar una guia al

médico sobre el significado de las pruebas diagndsticas (39).

En microbiologia, el primer intento de IA, fue el ya mencionado MYCIN, que se utilizd para
recomendar una terapia antibitica adecuada al microorganismo causal. Actualmente se encuentra
en desarrollo un sistema denominado HELP, el cual basicamente tiene como objetivos, el control de
los cultivos realizados a un paciente, la identificacion del microorganismo causal de la infeccién y su
posible terapia antibidtica asi como un reporte de los resultados disponibles de una manera clara y
rapida al médico. Se pretende que este programa se encuentre interconectado con los diferentes
departamentos de un hospital, para que en cualquier momento pueda ser consultada la informacién

contenida en el mismo (40).

Dependiendo del grado de automatizacion que presenten los sistemas de bases de datos, los
programas pueden ser de dos maneras, una en la cual el usuario solamente debe inocular, incubar e
insertar en el dispositivo de lectura que proporcionara la informacion del microorganismo aislado, un
ejemplo lo constituye el programa "Colymorph"(41). La otra forma que es mas sencilla, utiliza las
tablas de diagnostico, las cuales son guardadas en la memona de la computadora, y los resultados de
las pruebas son ingresados por el usuario en la misma, y al realizar las comparaciones internas con la

tabla de diagnoéstico, se obtiene el resultado (13,42-44).
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Existen otros sistemas mas complejos, en los cuales se le asigna a cada prueba, una
probabilidad de una respuesta positiva, con estas probabilidades, se crean tablas de diagnastico las
que se guardan en la memona. La computadora calcula €stas probabilidades para cada bactenia y le
asigna un codigo, asi al momento de ingresar datos, la computadora busca solamente el codigo de la

bactena, que corresponda a los datos introducidos (13,42-46).

Existen otros sistemas que conjugan diversas vias de identificacion, como por ejemplo el
“Sistema Wider” el cual fue desarrollado en Madnd, que funciona combinando un sistema
computarizado de identificacion y un asistente de imagen. Este sistema esta adaptado para
funcionar con panecles de microdilucion comerciales tales como “MicroScan”, luego de ser
digitalizada la imagen, el sistema automaticamente genera el nombre de Ia bactenia y el perfil de

susceptibilidad antibidtica (47 ).

Ya se han revisado los principios de estos métodos diagndsticos y su importancia, sin
embargo existe una vision al futuro, que pretende mejorarlos y hacerlos disponibles comercialmente,
que ha sido una de las grandes desventajas que presentan éstos, ademas de que necesitan un espacio
muy grande, tanto en memoria como en disco. Este problema puede suplirse mediante el uso de
computadores sofisticados en los laboratorios, no muy grandes, asi como el hecho de la
comercializacion de los CD-ROMs. Otra de las visiones hacia el futuro, es que no solo se haga

comercial el programa sino que las pruebas tambi€n, a manera de que cualquier persona que quiera
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realizar una prueba microbiologica pueda hacerlo, algo similar a las pruebas de embarazo que se

encuentran disponibles en las farmacias (48).

En Guatemala hasta el afio de 1995, no se habia documentado ningun intento de realizar
algun programa de identificacion de microorganismos, ni por bases de datos, mucho menos por IA.
En ese afio se creo un programa, denominado EnterolD, por estudiantes de la Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacia de la Universidad de San Carlos de Guatemala. Durante la evaluacion de este
programa se obtuvieron los siguientes resultados, de las diez cepas analizadas el 57% fueron
identificadas solas, es decir sin ningin entrecruzamiento con otro género y/o especie; el 43%
1dentifico a la bacteria mas otra u otras que tenian una imagen similar, sin embargo, el programa
proporciona un medio para diferenciar entre estos entrecruzamientos. Del 43% anterior el 65% fue
con bacterias del mismo y de diferente género, el 35% fue con bacterias del mismo género, no
encontrandose ningin caso en el cual se entrecruzara con otro género distinto. De los
entrecruzamientos 24 (55.81%) eran entre la bacteria y otra; 9 (20.93%) fueron entrecruzamientos
entre la bacteria y otras 2; 1 (2.32%) entre la bacteria y otras 4; 9 (20.93%) entre la bacteria y otras 5.
Cabe destacar que estos ultimos eran del genero Salmonella y Shigella en las cuales no pueden
diferenciarse por medios bioquimicos, entre especies del mismo genero, sino con la utilizacion de

antisueros (49).

En el afio 2001, fue creada una nueva version del sistema de identificacion denominada

Entero ID 2.0, la cual se encuentra escrita en un lenguaje de programacion diferente al utilizado para
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la primera version, lo cual nos permite un functonamiento mas rapido y una mejor identificacion,

debido a las modificaciones en el aparato de identificacion.
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IV. JUSTIFICACION

Los pocos programas para la identificacion de microorganismos que existen en el mercado
tienen la desventaja de no estar al alcance econdémico de todos los laboratorios clinicos del pais, y en
algunos casos, para su funcionamiento requieren de un equipo muy sofisticado. Ademas,
generalmente no satisfacen las necesidades técnicas en Guatemala por haber sido disefiados para
los requenmientos de paises desarrollados. De lo anterior, surge la necesidad de utilizar programas
de computadora para la identificacion de enterobactenas, el cual supla las necesidades de
identificacion rapida, disminuya el porcentaje de error en una identificacion, esté al alcance
econémico de la mayoria de laboratorios clinicos y utilice los recursos disponibles en €l pais, como
son los metodos tradicionales de identificacion bioquimica y serologica. El programa EnterolD, fue
creado en el afio de 1995, por estudiantes de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, para
solventar el problema antes expuesto. Este programa tuvo un buen desempefio durante su evaluacion
en esa oportunidad. Sin embargo se ha desarrollado en el afio 2000, una nueva version del programa,
EnterolD 2.0, la cual difiere en cuanto a aspectos de programacion, por estar desarrollada para
trabajarse en ambiente Windows ¢l cual es ampliamente accesible actualmente. Ademas de ser mas
rapida por la forma en la cual maneja la memoria de la computadora, y de tener mas opciones
administrativas. Adicionalmente el algoritmo de i1dentificacion ha sido mejorado y depurado, para
poder brindar resultados mas rapidos y menor cantidad de errores, siendo por esto mas eficiente. Con
el fin de comprobar lo anteriormente expuesto en el presente trabajo se desarrollo una evaluacion

de la efectividad de identificacion de esta segunda version del programa.
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V. OBJETIVOS
A. Objetivos Generales
1. Utilizar los métodos de inteligencia artificial en el laboratorio bacterniologico clinico
2. Ofrecer una alternativa accesible, confiable y eficiente para la identificacion de
enterobacternas
3. Evaluar la version mas reciente de un programa de computadora Entero 1D 2.0 para la

identificacion de enterobactenas de importancia clinica en nuestro pais.

B. Objetivos Especificos

1. Realizar una evaluacion de control de las cepas a identificar por el programa Entero ID 2.0,
con la utilizacion otro sistema de identificacion automatizado y reconocido en el pais.

2. Realizar una evaluacidn comparativa de la version del programa Entero ID 2.0 contra la

version de el programa Entero ID 1.0
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VI. HIPOTESIS

El sistema Entero ID 2.0 si presenta diferencia significativa en cuanto a 1a efectividad de
identificacion de las caracteristicas bioquimicas de FEnrerobacterias de 1mportancia clinica

comparado con la primera version de Entero ID.
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VII. MATERIALES Y METODOS

A Universo y muestra

El universo a estudiar, se constituyd por cepas de enterobactenas, proporctonadas por el
departamento de Microbiologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de la Universidad
de San Carlos de Guatemala. El estudio se limito, a las enterobactenas de importancia clinica.

La muestra a utilizar consistid de 100 cepas de enterobacterias de importancia clinica,

escogidas por conveniencia.

B. Recursos humanos
1. Tesista: Angela Lissette Chew Sosa
2. Asesor: Licenciado Martin Gil

3. Asesoramiento y Colaboracion de:

Juan Francisco Lopez Bernard

C. Recursos fisicos
1. Equipo
a. Computadora bersonal.
b. Lenguaje de Programacion Visual Fox Pro 5.0

c. 5 disquetes de doble densidad y lado 3.5 pulgadas.

d. Impresora
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2. Cristaleria

a. 900 tubos de vidrio con tapa de rosca.

b. 4 frascos color ambar de 1 onza con gotero.

c. S erlenmeyer de 500 mililitros

3. Reactivos

a. Medio TSI (Tres azucares, hierro)

b. Medio LIA (Lisina, hierro, arginina)

c. Medio SIM

d. Medio Citrato de Stmmons

€. Medio urea de Christensen.

f. Medio Omitina

g Medio Lisina

h. Medio Arginina

1. Medio de Malonato

j.  Reactivo de Kovacks

4. Biologicos

a. 100 Cepas de enterobactenas, escogidas a conveniencia, provenientes del cepario de el
Departamento de Mibrobiologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de la

Universidad de San Carlos de Guatemala
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D. Metodologia

1.

Se elabord un codigo para cada bactena, basado en sus caracteristicas bioquimicas, con
una respuesta binana, es decir utilizando solamente 0 y 1 en un principio, cada 4
caracteristicas, se procedid a conformar un nimero binano, que postertormente fue
transformado a hexadecimal, quedando asi formada una parte del codigo, esta operacion
se repitio tantas veces como caracteristicas o variantes bioquimicas poseia la bactena,
para su 1dentificacion. Utilizando estos codigos, se procedid a crear una base de datos,
que sena a su vez utilizada por el programa para llevar a cabo la identificacion. Dicha
base de datos se comparé contra la base de datos de la primera version del programa
Entero ID, a fin de actualizarla. ‘

El programa fue elaborado, utilizando como lenguaje de programacion, Visual Fox Pro
5.0, de Microsoft®, se utilizo un tipo de programacion conocida como “programacion
por objetos”, en la cual cada proceso que realiza el programa se toma como un
objeto, por lo cual se puede nombrar y relacionar con otros procesos a la vez. Otra
caracteristica de este tipo de programacion es que las propiedades, es decir tipos de
letra, tamafio de ventana, etc, pueden ser asignadas por grupos de objetos,
ahorrandose tiempo de programacion.

Se reviso el algontmo de identiﬁcacién,; es decir el procedimiento matematico para
1dentificar, ya que en la primera version, al ser esta realizada en el lenguaje Clipper y
utilizar como sistema operativo DOS, las instrucciones y los procedimientos eran

distintos, por lo que se utilizo un nuevo algoritmo similar al de la primera version,
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pero que supuestamente debe trabajar mas rapido, ya que consume menos tiempo de
utilizacion del procesador principal, ademas de consumir menos memoria y menos
lineas de programacion, lo cual se traduce como menos tiempo de identificacion.

4. Tomando en cuenta las caracteristicas de la primera version, se trato de hacerlo mas
“amigable” o “user friendly” , aprovechando las capacidades de la interfaz grafica de
Windows.

S. Una vez terminada la programacion y depurada, es decir libre de errores técnicos, se
procedio a crear el instalador, o sea el programa que permite instalarlo en cualquier
computadora, pero previene que sea copiado a otra computadora diferente.

6. Luego de crear el instalador, se realiz6 la instalacion de prueba.

7. Para realizar el estudio, se inocularon 100 baterias bioquimicas, con 100 cepas
proporcionadas por el departamento de Microbiologia de la Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacia de la Universidad de San Carlos de Guatemala. Para tener
absoluta seguridad de la identidad de las cepas, las mismas se identificaron a través
de un sistema automatizado (VITEK o API), estos sistemas, generalmente
proporcionan una identificacién con un 99% de seguridad. Las baterias utilizadas
constaban de las siguientes pruebas, TSI, LIA, MIU, Citrato, Descarboxilacion de
Ornitina, Lisina, Arginina y utilizacién del Malonato.

8. Los datos fueron entonces ingresados a los dos programas para su identificacion.

9. El proceso de ingreso ¢ identificacion en el programa es sencillo, comienza con la

pantalla principal (ver figura 5 en anexos), se escoge la opcion de “Identificacion”,
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aparece entonces la ventana Identificacion (ver figura 6 en anexos ), en esta pantalla
aparecen las caracteristicas bioquimicas a utilizar para la 1dentificacion, seguidas de
un espacio. En los espacios correspondientes, debe ingresarse la informacion de cada
bacteria, de la siguiente forma, todo resultado positivo se ingresa como “17, los
negativos como “0”, en el caso de TSI y LIA, la presencia de acidez se ingresa como
“1” y la alcalimdad como “0”, en el caso de que el microorganismo produzca

£C_ 0
T

coloracion roja en el LIA, esta se ingresa como “R”0 “r”. Al finalizar el ingreso de
los parametros, se selecciona la opcion “identificar”, el programa con la informacion
ingresada, utiliza el algornitmo de i1dentificacion y compara los resultados obtenidos
con la base de datos, st existe informacion que coincida con la ingresada, el
programa despliega la bactena, en la ventana identificacion (ver figura 6 en anexos),
algunas veces existe mas de una coincidencia, entre bacterias del mismo género pero

diferente especie, o bactenas de géneros diferentes, pero con imagenes bioquimicas

iguales, a lo cual el programa despliega informacion para su diferenciacion final.

10. Al tener la 1dentificacidn, el programa ofrece la opcion de guardar la misma, para lo

cual se escoge la opcion “Guardar” (ver figura 7 en anexos). Esta permite ingresar
informacion adicional de la muestra. Para el caso de “entrecruzamientos’”, 0 sea mas
de una bacteria con la misma imagen bioquimica, esta ventana cuenta con un cuadro
de seleccion, que es un espacio con multiples opciones, en donde aparecen las
bacterias entrecruzadas, para que el usuario escoja el resultado final a sus analisis de

diferenciacion. En el caso de una identificacion total, sin “entrecruzamientos”, el
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cuadro solo cuenta con una bacteria. Cuando la informacion se ha completado y no
existen correcciones, debe seleccionarse la opcion “Guardar”, esta opcion almacena
la informacion en una base de datos especial para el almacenaje de muestras, y que
sirve para confeccionar un reporte general de identificaciones, utilizando la opcidn
“Reporte”, en la ventana principal (ver figura 5 en anexos). La informacion de la
muestra puede ser impresa como un informe de laboratorio, utilizando la opcion
“Imprimir”.
E. Diseiio estadistico
La validacion del programa se realiz6 mediante un estudio tipo ciego, con 100 cepas
escogidas por conveniencia, y proporcionadas por una persona, sin que s¢ conozca el orden ni de
qué cepa se analiza.

El modelo estadistico, fueron 100 cepas de enterobacterias con un set de repeticion. El

analisis de los resultados se realizé a través de una prueba de j1 -cuadrada de Homogeneidad.
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VIIL. RESULTADOS

Para el analisis se utilizaron cien cepas, que se identificaron previamente por un método
aprobado de identificacion (Vitek o API), por lo cual existia seguridad en cuanto a su i1dentidad.
Después de obtener los resultados de las baterias bioquimicas, fueron ingresados a cada una de las

versiones del programa Entero ID, los resultados obtenidos pueden visualizarse en la Tabla 1.

TABLA 1. Namero de Aciertos Entero ID 2.0 vrs Entero 1D

Genero y especie No.DeCepas NodeAciertos No. Aciertos
Entero ID 20 Entero ID

Escherichia coli 17 17 17
Klebsiella pneumoniae 10 10 10
Klebsiella ozaenae 8 8 8
Kiebsiella axytoca 3 3 3
Serratia marcescens 5 5 4
Morganella morgani 10 10 8
Salmonella tiphy 4 4 4
Salmonella choleraesus 3 3 0
Salmonella enteritids 3 3 3
Proteus mirabilis 10 10 10
Providencia retfger 5 5 5
Shigella boydi 3 3 3
Enterobacter agglomerans 11 11 11
Qitrobacter freundii 8 8 8

TOTAL 100 100 94
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Grafica 1. Porcentaje de ldentificacion de Cepas

Entero ID 2.00
Entero IDL

—_——_—

El programa Entero ID 2.0 identificé un 100% de las cepas ingresadas, tomandose como
acterto el hecho de que la bactena se encuentre presente ain existan entrecruzamientos con otros

géneros y especies, en la identificacion; mientras que el sistema Entero ID1.0 identificd solamente

el 94% de las cepas ingresadas (ver Grafica 1 ).
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Grafica 2. Comparacion de ldentificacion de cepas
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS

Los resultados obtenidos en la comparacion entre los dos programas, indican que el programa
Entero ID identifico un 94% de las cepas investigadas, mientras que con el programa Entero ID 2.0
se identificaron el 100% de las mismas. Existe una diferencia entre los dos porcentajes de un 6%, el
cual de acuerdo al valor obtenido en la prueba de ji cuadrada no es estadisticamente significativo,
puede decirse entonces que la hipodtesis de trabajo se rechaza, o sea que la efectividad de
identificacion en ambos programas es estadisticamente 1gual. Sin embargo es de importancia hacer
notar que la diferencia entre los porcentajes de identificacion entre ambos programas, se debe a que
la base de datos para el programa Entero ID V.2.0 fue revisada, para incluir variantes y géneros que
no se incluyeron en la primera version del mismo; este hecho se refleja en los resultados ya que
algunas variantes en las reacciones bioquimicas del genero Serratia, no fueron contempladas, por lo

que no se obtuvo ningun resultado con la primera version.

Asi mismo, Salmorella choleraesuis, no fie rdentiticada apropiadamente, debido a que no se

encontraban las imagenes bioquimicas dentro de la base de datos del pnmer programa.

Puede decirse entonces que aunque no exista diferencia estadisticamente significativa entre
los dos programas, si existe una diferencia en cuanto a efectividad, ya que las bases de datos de la

segunda version del programa Entero ID, fueron mejoradas, lo cual se refleja en el estudio.
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X. CONCLUSIONES

. De acuerdo al andlisis de ji cuadrada no existe diferencia estadisticamente significativa en el
desempeiio de las dos versiones del programa Entero ID.

. Existe una diferencia a favor de la segunda version, lo cual se debe a una mejora en las bases
de datos del mismo.

. El programa Entero ID. V. 2.0 constituye una herramienta de gran utilidad, ya que esta
comprobado que es efectivo en la identificacion, ademas de ser econdémico, ya que no
necesita equipo sofisticado y utiliza las pruebas que convencionalmente se usan en el
laboratorio.

. El programa reduce ¢l ttempo que se toma en la investigacion, ya que presenta una solucion
de manera rapida, y en los casos en que se presenten entrecruzamientos proporciona

informacion sobre pruebas adicionales para llegar a una 1dentificacion conclusiva.
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XI1. RECOMENDACIONES

A. Se recomienda, realizar un estudio incluyendo una mayor cantidad de cepas, asi como cepas

ATCC, para evaluar si existen diferencias entre ambas versiones.

B. Sena recomendable, hacer un estudio del programa en el campo, es decir utilizando cepas
provenientes de pacientes, en un laboratorio institucional o privado, para compararlo con los
meétodos que se utilizan actualmente, asi como para evaluar la factibihdad de su uso en

instituciones privadas o publicas, como una herramienta de identificacion.

C. Es recomendable estandanzar la preparacion e inoculacidn de las baterias, para eliminar

errores técnicos en la identificacion.
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