











MB1074A Microbact 24E (20 sobres, 80 identificaciones)
MB1076A Microbact 12A (20 sobres, 120 identificaciones)
MB1077A Microbact 12B (20 sobres, 120 identificaciones)

MATERIALES NECESARIOS PERO NO SUMINISTRADOS
El siguiente material puede resultar necesario, si bien no se suministra con el kit:

' Cédigo de pedido Nombre de producto
MBO209A Indol
MBO181A VP I L
MBO184A VP I
MBO180A TDA
MBO186A NIT A
MBO187A NIT B
MB1093A Aceite mineral
MBOZG66A Tiras oxidasa

Este material puede adquirirse individualmente o en formato kit, pidiendo el cddigo de
producto MB1082A:
Kit Reactivo D (Indol, VPI, VPII, TDA, NIT A/B)

MB1244A Paquete de Identificacion Informatizado Microbact ™
MBOZ266A reactivo oxidasa

Medio de motilidad

2,5/5,0 ml suero fisioldgico apropiado, 0,85%

5,0 ml agua peptonada (para utilizar con medios selectivos)
SRO0O035 suero estéril

Polvo de zinc

Asa de inoculacion

Pipetas estériles

Incubadora sin ventilador (o bien utilizar contenedor en una incubadora con ventilador)(35°
+ 2°C), ausencia de CO:

MONTAJE

AISLAMIENTO

Debera obtenerse un cultivo puro de 18-24 horas del organismo a identificar. Se pueden
emplear medios agar adecuados, como por ejemplo MacConkey (CMOOO7), eosina azul
metileno (CMO069), sangre o chocolate (CM0331 y SRO0050), para el crecimiento de
organismos.

Los especimenes deberan ser obtenidos por personal cualificado, utilizando los procedimientos
estandar habituales para el manejo de muestras.'®

Antes de usar, debera realizarse un test de oxidasa del organismo a identificar.

MNota: Los organismos oxidasa-positivos no pueden identificarse mediante el sistema
Microbact ™ 12A (12E) a solas, y deberan examinarse con el Microbact ™ 24E (12A (12E) +
12B).

El esguema de procedimiento proporciona una version resumida de los siguientes
procedimientos.



ESQUEMA DE PROCEDIMIENTO:

12A (6 12E) 24E (12A (o 12E) + 12B) 24E (12A (o 12E) + 12B)
Enterobacteriaceae | Enterobacteriaceae Diversas bacterias gram-
negativas
Oxidasa Negativo MNegativo Positivo
Preparacion de | 1-2 colonias 2-3 colonias 2-3 colonias Cuando se
inoculo sospecha de
2,5 mi fisiologico 5,0 ml fisiologico 5,0 ml fisiologico | Actinobaciflus o
Pasteurella
spp., anadir 1

gota de suero
estéril por ml de
suspension

Inoculacion tira

4 gotas a cada pocillo

4 gotas a cada pocillo

fisiolégica
4 gotas a cada pocillo

Aplicacion aceite

Pocillo 1(lisina)
Pocillo 2 {ornitina)
Pocillo 3 (H.5)

12B pocillo 8 (arabinosa)
24E pocillo 20 (arabinosa)
12B pocillo 12 {arginina)
24E pocillo 24 (arginina)

12B pocillo 12 (arginina)
24E pocillo 24 (arginina)

Temperatura i Gl R 35" £ 2°C 35" £ 2°C (25°C para Ps.
incubacion fivorescens)
Lectura test: Afadir reactivo; Afadir reactivo: fiadir reactivo:
Leer y registrar Pocillo & - Indol Ver 128/12E Ver 12AM2E
todos los = 2 gotas Kovacs,
resultados leer en 2 minutos Pocillo 1 (12B) Pocillo 13 Pocille 1 (12B) Pocillo 13 (24E)
positivos Pocillo 10 - VP {24E) Interpretar gelatina a las 48 horas
= 1 gota de cada, VP! | Interpretar gelatina a las 24-
y VPII, 48 horas Pocillo 12 (12B) Pocillo 24 (24E)
leer atos 15 -30 Pocillo 12 {(12B) Pocillo 24 Arginina
minutos (24E) Amarillo-verde - Negativo
Pocillo 12 - TDA Arginina Azul - Positivo

= 1 gota TDA, leer
inmediatamente

Amarillo - Negativo
Verde-azul - Positivo

PREPARACION DEL INOCULO

Seleccionar 1-3 colonias aisladas a partir de un cultivo, de 1824 horas y emulsionar en 2,5 ml
de fisiologico estéril en caso de utilizar el sistema 12%/E a solas, o bien 0.5 ml de fisiologico
estéril en caso de utilizar 24E (12A/E y 12B). Mezclar bien para producir una suspension
homogénea.

Si el organismo se ha cultivado en medio selectivo y la colonia resultante es pequefa o se
encuentra inhibida, podria ser necesario emulsionar la colonia en 0,5 ml de agua peptonada e
incubar a 35° + 2°C durante 4 horas. Empleando una pipeta Pasteur esteril, trasladar una gota
del cultivo en agua peptonada al volumen apropiado (ver el esquema de procedimiento) de
fisiologico esteril (0,85%).

INOCULACION

Los pocillos de los kits de sustrato individuales pueden exponerse cortando la etiqueta terminal
de la tira de sellado y retirandola lentamente.

Colocar la tira o placa en la bandeja de sujecion. Con una pipeta Pasteur estéril, colocar 4
gotas (aprox. 100 pl) de la suspension bacteriana, o rellenar hasta la mitad, en cada pocillo del
kit. Cuando se sospecha la presencia de Actinobacillus o Pasteurefla sp. (ausencia de
crecimiento en medios que contengan sales biliares o medios deficientes en sangre o suero),
anadir una gota de suero esteril (SR0035) por mi de fisiologico.



Con una pipeta estéril o cuentagotas, cubrir los sustratos subrayados en la bandeja de sujecion
con aceite mineral esteril, es decir, pocillos 1, 2 y 3 para 12A (12E) o 24E y pocillos 8 y 12 para
12B o pocillos 20 y 24 para 24E. (Los pocillos 8 para 12B y 20 para 24E no se cubren de aceite
para bacilos gram-negativos, oxidasa-positivos diversos.)

INCUBACION

Volver a sellar las hileras inoculadas con adhesivo y anotar el nimero de identificacion de
espécimen sobre la etiqueta terminal utilizando un rotulador. Incubar a 35° + 2°C durante 18-24
horas. Cuando Ps. fluorescens aparece como el organismo de eleccion, el test debera repetirse
a una temperatura de incubacion de 25° £ 2°C,

Para determinar |la pureza del inoculo, se recomienda inocular un medio solido no selectivo con
la suspension de prueba, a modo de ensayo de comprobacion de pureza del cultivo.

LECTURA DE LA TIRA REACTIVA

1. Latira 12A (12E) debera leerse a las 18-24 horas. La tira 12B/24E se lee a las 24 horas en
el caso de evaluar Enterobacteriaceae. Todos los sistemas deben |leerse después de 48
horas para la identificacion de bacterias gram-negativas diversas.

2. Extraer las tiras o la bandeja de la incubadora, y retirar la cinta adhesiva sellante. Registrar
todos los resultados positivos. Los resultados se definen como positivos o negativos
estableciendo comparaciones con el esquema de color. Los resultados deben registrarse
debajo del encabezamiento apropiado del formulario de resultados. La tabla de reacciones
proporciona datos para facilitar la interpretacion.

1. 12A (12E) o 24E
Anadir los siguientes reactivos:
Pocillo B (produccion de indol) - afiadir 2 gotas de reactivo indol (Kovacs). Evaluar a los
2 minutos de anadir el reactivo.

Pocillo 10 (reaccion Voges-Proskauer) - anadir 1 gota de reactivo VPI y otra de VPII.
Evaluar a los 15-30 minutos de afiadir los reactivos.

Pocillo 12 (triptofano desaminasa) - afiadir 1 gota de reactivo TDA. El resultado podra
evaluarse inmediatamente después de afadir el reactivo.

2. 12B/24E
El pocillo de gelatina (pocillo 1 para 12B y pocillo 13 para 24E) debera leerse a las 24-48
horas para Enterobacteriaceae y a las 48 horas para diversas bacterias gram-negativas
(DBGN). La hidrélisis de la gelatina viene indicada por la dispersion de las particulas
negras por todo el pocillo.

La reaccion de arginina (pocillo 12 para 12B y pocillo 24 de 24E) se interpreta de forma
diferente a las 24 horas y 48 horas de incubacion.

24 HORAS DE INCUBACION (Enterobacteriaceae):
Amarillo - Negativo
Verde-azul - Positivo

48 HORAS DE INCUBACION (DBGN):
Amarillo-verde - Negativo
Azul - Positivo



Prueba adicional

Test de reduccion de nitrato (o-nitrofenil--d-galactopirandsido (ONPG))

Esta prueba se realiza en el pocillo 7 (ONPG) DESPUES de leer la reaccion ONPG. Se afiade
1 gota de reactivo nitrato A y 1 gota de reactivo nitrato B al pocillo. La generacién de un color
rojo unos pocos minutos despues de anadirse el reactivo indica la reduccién de nitrato a nitrito
(NO;). Debera anadirse una pequena cantidad de polvo de zinc a los pocillos que presentan un
color amarillo tras anadir los reactivos nitrato. Esto servira para determinar si el nitrato se ha

reducido completamente a gas nitrogeno (Nz). Los resultados deberan interpretarse de la
siguiente manera:

Tras afnadir los reactivos nitrato A y B:

Color rojo Positivo NO2+
Color amarillo Negativo NO2-
Al afadir polvo de zinc:

Color amarillo Positivo (N2+)
Color rojo Negativo (N2-)

Todos los organismos pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae reducen nitratos a nitritos,
y dan una reaccion positiva.

NOTA: Los bacilos gram-negativos que no reducen nitratos sélo pueden identificarse utilizando
el sistema 24E (12A (12E) + 12B).

TABLA DE SUSTRATOS Y REACCIONES (12A/12E/24E):

No. Designacisn Principic reactive Colores reaccién Comentarios
pocillo Negativo Positivo
1 Lisina Lisina Amarille Azul-verde Verde o azul es una reaccion positiva

descarboxilasa El azul de brometimol indica
formacion de la amina especifica
cadaverina.

2 Ornitina Ornitina Amarillo-verde Azul Verde debera considerarse una
descarboxilasa reaccién negativa. El cambio de pH

indicado por el azul de bromaotimol
producide por la formacidn de la
amina especifica putrescina es mayor
gue el cambio producido por
descarboxilacién de la lisina

3 HzS Produccion HzS Color paja MNegro HzS se produce a partir de tiosulfato.
H-S reacciona con sales férricas en &l
media, para producir un precipitado

negro.

4 Glucosa Fermentacion Azul-verde Amarillo El indicador azul de bromatimal
glucosa cambia de azul a amarillo cuando se

5 Manitol Fermentacitn Azul-verde Amarillo utiliza el hidrato de carbono para
manital generar acido,

6 Xilosa Fermentacion xilosa | Azul-verde Amarilio

T ONPG Hidrélisis de o- Incoloro Amarillo La hidralisis por B-galactosidasa del
nitrofenil-B-d- ONPG incoloro libera orfo-nitrofencl
galactopirandsido de color amarillo.
(OMNPG) por accidn
de B-galactosidasa

8 Indol Produccion indol a Incoloro Rosa-rojo Indol se forma a partir del
partir de friptafano metabolismo de triptéfana. El reactive

indol Kovacs genera un complejo
rosa-rojo con &l indol.

9 Ureasa Hidrdlisis urea Color paja Rasa-rojo El amoniaco liberado por la escisién
de la urea induce un incremento del
pH, reflejade por un viraje de rojo
fenol de amarlllo a rosa-rojo.

10 VP Produccion Color paja Rosa-rojo La acetoina es producida por glucasa,
acefoina indicada por la formacién de un
{reaccion Voges- complejo rosa-rejo fras afiadir e-naftol




Proskaler)

y creatina.

—

11 Citrato Utilizacién citrato Verde Azul El citrato es la Unica fuente de
(citrato es la (nica carbono; en caso de utilizarze, aleva
fuente de carbona) el pH, indicado por el azul de
bromaotimol, con un viraje de verde a
azul.
12 TDA Produccion de Color paja Rojo cereza La triptéfano desaminasa forma acido

indalpiruvato por
desaminacion de
tnptofano

indelpirdvice a partir de tnptéfano, que
genera un color marron en presencia
de icnes fémicos. Los organismos
indol-pasitives pusden producir un
color marrdn. Esto representa una
reaccitn negativa.

TABLA DE SUSTRATOS Y REACCIONES (12B/24E):

Mo. pocillo Designacion Principio Colaores reaccion Comentarios
12B/24E. reactivo Negativo Positivo
113 Gelatina Licuefaccion Incoloro Megra La licuefaccion de la gelatina por enzimas
gelatina protaoliticas difunde el pigmente nagro,
Particulas sdlidas de gelatina que pueden
difundirse por el pocille tras la rehidratacion
deberan considerarse como una reaccion
negativa.
2114 Malonato Inhibician Verde Azul El malonate sadice es la Onica fuente de
malonata carbono ¥ esto inhibe la conversion de acido
succinico a acido fumarico. Un organismo
incapaz de utilizar este sustrate da lugar a la
acumulacién de dcido succinico y al
organismo no podra crecer,
El azul de bromotimal es el Indicador.
Un color amarillo-verde indica un resultado
negative. La utilizacién de malonato sodico
a la vez que sa utiliza al sulfato de
amoniaco como fuente de nitrdgeno genera
hidroxido sddice, dando lugar a un aumento
de la alcalinidad con a3 produccion de un
color azul.
M5 Inositol Fermentacion Azul-verde Amarilio
incsitol
4716 Sorbitol Azul-verde Amarillo
Fermentacion
sorbitol
517 Ramnosa Azul-verde Amarilla
Fermentacion
618 Sacarosa ramnosa Azul-verde Amarillo
El Indicador azul de bromotimol vira de azul
[k L] Lactosa Fermentacian Azul-verde Amarillo a amarillo cuando se farmenta el hidrato de
sacarosa carbono.
B/20 Arabinosa Azuk-verde Amarillo
Fermentacion
lactosa
21 Adonitol Azul-verde Amarilla
Fermentacién
10/22 Rafinosa arabinosa Azul-varde Amarilla
11123 Salicina Fermentacion Axul-verde Amarillo
adonitol
Fermentacion
rafinosa
Fermentacion
salicing
12124 Arginina Arginina La arginina dihidrolasa convierte arginina en
dihidrolasa orniting, emoniaco y didxido de carbono.
Esto a su vez eleva el pH, indicada por |
24 horas Amarillo Verde-azul azul de bromotimaol. Una reaccldn verde a
|as 48 horas debera interpretarse como un
48 horas Amarillo-verde Azul resuttado negativo.




INTERPRETACION

Se ha aplicado un sistema de codificacion octal para el sistema Microbact™.' Cada grupo de 3
reacciones genera un unico digito del codigo. En base a los resultados obtenidos, se marca
con un circulo los indices de reacciones positivas. La suma de estos indices en cada grupo de
tres reacciones proporciona el nimero de codigo, que a su vez es introducido en el paguete
informatizado.

PAQUETE DE IDENTIFICACION INFORMATIZADO

El Paquete de Identificacion Informatizado Microbact™ debera consultarse para comprobar las
opciones de identificacion. La cifra porcentual indicada frente al nombre del organismo
representa la proporcion de probabilidad para dicho organismo, como parte del total de
probabilidades para todas las opciones posibles.

Nota: En el caso de bacilos gram-negativos diversos, las reacciones débilmente positivas se
registran como resultados negativos. Los resultados de las pruebas de oxidasa, reduccion de
nitrato y motilidad se incluyen como parte del patron de reaccion. A partir de los resultados
obtenidos, se produce un numero codigo de 9 (nueve) digitos de cada grupo de tres
reacciones.

CONTROL DE CALIDAD
Las prestaciones globales del sistema deberan controlarse mediante el ensayo de cepas

control apropiadas. Se recomiendan los siguientes organismos para la evaluacion por un
laboratorio independiente.

Proteus mirabilis ATCC 12453 Escherichia coli ATCC 25922
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 Acinetobacter baumannii ATCC 19606

El esquema siguiente proporciona los resultados esperados con el sistema Microbact tras 18-
24 horas de incubacion:

e e P s T o e - - S |3 N SR, e e A 2 3 & 5 % 7 8 9 10 1F 12
12E/A24E 24EM 2B
L0 ' ' M X 9 | U ¥ c T NI M | = R &8 L A A R 5 A
R 2 L K N N R P | ] | E A N @ H U A R D & R
= M 5 U N L P IO E T A T1L L O B & € T & D F L G
Esch. col
ATCC 25822 + + - * * + + + - = = = + = = 2 ¥ 4+ & + &
Kieh, prneumo
ATCC 13883 * - - o+ = + + - + - * £ 4+ o o+ O+ O F + + ]
Frof. mirabilis
ATCC 12453 = ok o+ . = . ¥ - + *+ -1- = - - - - = = - - - -
Acinete. baumanni
ATCC 19606 - - - + - + - - - - + - = e - - - -

Nota 1: Serratia marcescens (ATCC 43861) puede emplearse como control de calidad
suplementaria para comprobar la sensibilidad de la reaccidon GEL. El resultado esperado es
positivo.

Nota 2: Flavobacterium multivorum (ATCC 35656) puede emplearse para mostrar un resultado
negativo para la glucosa.



LIMITACIONES

1.

.

Algunas cepas bacterianas pueden mostrar reacciones bioguimicas atipicas debido a
requerimientos nutricionales inusuales o mutaciones, y pueden ser dificiles de identificar.
Las reacciones obtenidas con el sistema Microbact™ pueden diferir de los resultados
publicados empleando ofras formulaciones de sustrato. Una incubacidn prolongada,
incubacion insuficiente, el llenado deficiente de pocillos, © un indculo indebido pueden
general resultados falsos.

Las especies con una baja frecuencia de presentacion pueden necesitar de otras pruebas
adicionales.

Acinetobacter calcoaceticus var. anitratus incluiran aquellas cepas que han sido designadas
como A. calcoaceticus, A. baumannii, y genoespecie 3 sin nombre; la mayoria de los
aislados clinicos que resultan glucosa-positivos y no hemoliticos corresponden a A
baumannii.

La interpretacion de resultados de identificacion calculados matematicamente requiere la
intervencion de personas cualificadas, que deberan utilizar su juicio y conocimiento en
conjunto con la siguiente informacion, antes de aceptar la identificacion de un organismo:
tincion gram, morfologia de colonias, fuente del aislado, probabilidad porcentual (grado de
separacion), pruebas en contra, indicaciones de prueba y resultados adicionales, frecuencia
de eleccion ID y antibiograma.

Debera realizarse una prueba de tincion gram y de oxidasa antes del montaje de los tests.
Ademas, los ensayos de motilidad y nitrato deberan realizarse en el caso de bacterias
gram-negativas diversas.

Al utilizar solamente la tira 12E/A, Klebsiella sp., Enterobacter sp. y Serratia sp. deberan ser
informados como grupo Klebsiella/lEnterobacter/Serratia. Doce sustratos aportan datos
insuficientes para concretar especies dentro de este grupo, debido a que una sola reaccion
aberrante puede dar pie a una identificacion errénea. Las reacciones de lisina y ornitina
descarboxilasa deberan interpretarse con cuidado. Se recomiendan pruebas de motilidad y
de DNasa para definir mejor la especie en este grupo. La inclusion de una tira 12B resuilta
muy recomendable.

En caso de necesitar una mayor especificacion de Yersinia sp. (es decir, correspondiente a
especies aparte de VYersinia enterocolitica y Yersinia pseudotuberculosis), deberan
realizarse pruebas adicionales.

Prestaciones

Se han identificado un total de 352 aislados de Enterobacteriaceae mediante una gama de
metodologias convencionales compuestas por distintas pruebas bioguimicas (Cowan & Steel,
1977). Estos organismos se aislaron a partir de muestras de laboratorio clinico rutinarias.

Estos aislados tambien se identificaron mediante el Microbact 12E, 24E y otro sistema de
identificacion comercial, con comparacion de los resultados (1).
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