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Escuchad, cielos y hablaré;

Y oiga la tierra los dichos de mi boca.
Goteara como la lluvia mi enseiianza;
Destilara como el rocio mi razonamiento;
Como la llovizna sobre la grama,
Como las gotas sobre la hierba.

Deuteronomio 32:2-3
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1. INTRODUCCION

La familia Enterobacteriaceae es un grupo de microorganismos de origen intestinal pero también que
se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza, por lo que pueden ser aislados de tierra,
agua y vegetales entre otros. Por otro lado se ha determinado que este grupo de microorganismos
pueden ser localizados en alimentos por falta de higiene y ser la causa de problemas
gastrointestinales o septicemias.! 2

Actualmente en el consumo de la comida rapida y la demanda de alimentos con un alto valor
nutritivo y bajo costo, las ensaladas vienen a ser uno de los principales alimentos consumidos
debido a que pueden prepararse en la via publica. Ademas ofrecen ciertas ventajas al consumidor,
como la facilidad para conseguirlas, la posibilidad de comerlas de inmediato, su apariencia apetitosa,
un valor nutritivo alto y un costo relativamente bajo. Uno de los inconvenientes que presentan este
tipo de alimentos es la falta de limpieza con la que son preparados ya que muchas veces estos
vegetales no son desinfectados. De ahi la importancia de realizar un control a este tipo de alimentos,
en este caso ensaladas que se elaboran en lugares establecidos.

El aislamiento e identificacion de los agentes patdgenos en ocasiones suele ser tardado y costoso
sobre todo en alimentos que se preparan y se consumen inmediatamente. Actualmente la
importancia de la identificacion bacteriana en los alimentos, es debida a la frecuencia de las
enfermedades infecciosas cuyo agente etiologico es el de tipo bacteriano. Para disminuir costos y
hacer la identificacion mas rapida, actualmente se usan sistemas automatizados o
semiautomatizados, porque entre otras ventajas que presentan estos sistemas esta la identificacion

mas rapida, ademas de un mayor niimero de pruebas.3’



1.1 Generalidades

El término “enfermedades transmisibles por alimentos” (ETA), es aplicado a las enfermedades
producidas por la ingestion de toxinas elaboradas por microorganismos, asi como para designar a
aquellas otras debidas a la infeccidn del hospedero a través del tracto intestinal. Las intoxicaciones
alimentarias son consecuencia de un envenenamiento quimico o de la ingestion de una toxina
(intoxicacion). La toxina se puede encontrar de forma natural en ciertas plantas o animales o ser un
producto metabdlico excretado por un microorganismo. Cuando se habla de una intoxicacion
alimentaria se alude a las enfermedades causadas por la presencia de una toxina bacteriana que se
ha originado en el alimento. La expresion de una infeccion alimentaria se refiere a las enfermedades
originadas por la entrada de bacterias en el organismo por ingestion de alimentos contaminados y a

la reaccion del organismo provocada por la presencia bacteriana o por sus metabolitos (Figura 1).!

Figura 1. Clasificacion de las enfermedades alimentarias.
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Las infecciones alimentarias sefialadas en la Figura 1 se pueden dividir en dos tipos: 1) aquéllas en

las que los microorganismos patdgenos no necesariamente se multiplican en el alimento, sino que el



alimento solo actua como vehiculo, siendo éste el caso de microorganismos patdgenos como los

que producen la tuberculosis, la difteria, las disenterias, la fiebre tifoidea, el cdlera, la hepatitis

infecciosa, la fiebre Q, etc., y; 2) aquellas en las que el alimento puede servir de medio de cultivo

para que los microorganismos patdgenos se multipliquen en él y alcancen cifras que aumentaran la

posibilidad de que el consumidor del alimento se infecte; este tipo de enfermedades se incluyen las

producidas por las especies de Salmonella sp, Vibrio parahaemolyticus, Escherichia coli

enteropatdgena (EPEC), Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) Figura 2. Es probable que las

infecciones alimentarias del segundo tipo sean mas explosivos que los brotes originados por otros

patdgenos intestinales.

Figura 2. Ejemplos de bacterias responsables de la produccion de intoxicaciones e
infecciones alimentarias."
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tipo A en el tracto intestinal.

3. Gastroenteritis por Bacillus cereus: una
exoenterotoxina liberada durante la
lisis de Bacillus cereus en el tracto intestinal

4. Infeccion por Escherichia coli enteropatdgeno:
Varios serotipos de E. coli, unos invasores y
otros enterotoxigenicos

5. Otras infecciones: Yersiniosis, Shigelosis,
infeccidn por Vibrio parahaemalyticus.



1.1.1 Intoxicaciones e infecciones

Los microorganismos presentes en la superficie de las hortalizas no solo incluyen los
correspondientes a la microbiota habitual de la superficie, sino también a los procedentes del suelo y
del agua.’2

La flora habitual de las hortalizas incluye bacterias asi como hongos y levaduras pertenecientes a
distintos géneros. Sin embargo, la microflora varia considerablemente dependiendo del tipo de
hortaliza, de las condiciones ambientales, de la época del afio y de que crezcan o no cerca del
suelo. Las bacterias que pueden encontrarse en las hortalizas en el momento de la cosecha son
tanto las Gram- positivas como las Gram-negativas. Sin embargo, la forma en que se almacenan las
hortalizas influye en el desarrollo subsiguiente de ciertos grupos microbianos. 3. 32

Se ha calculado que una cuarta parte de la totalidad de los alimentos que se recolectan se alteran
antes de ser consumidos. Las hortalizas frescas se suelen alterar durante su almacenamiento y
transporte, a diferencia de los demas alimentos, éstas después de su recoleccion conservan su
viabilidad durante un tiempo prolongado.!-2

Durante su recoleccion, tan pronto como se colocan en cajas, canastos, cestas o carretillas, las
hortalizas estan expuestas a la contaminacion mutua y a la procedente de los envases o personas
que los manipulan. 1.2 32

Durante su transportacion al mercado o a la planta donde seran tratadas, las lesiones por causas
mecanicas que experimentan pueden aumentar la posibilidad de podredumbre y es posible que en
las mismas crezcan microorganismos. El lavado de las hortalizas tiende también a transmitir los
microorganismos responsables de las alteraciones desde los alimentos dafiados a los sanos. El
agua que se recupera o se vuelve a utilizar es probable que afiada microorganismos, asi también el
lavado puede humedecer lo suficiente, como para permitir el crecimiento de microorganismos

durante el almacenamiento; es por eso que el lavado a las hortalizas con soluciones de detergente o



de agentes germicidas reduce el nimero de microorganismos de la superficie de estos alimentos.
Por Ultimo, factores como la manipulacién, la abrasién, el pelado, el troceado o el triturado pueden
afiadir microorganismos contaminantes por medio del equipo utilizado. De hecho cualquier parte del
equipo que entre en contacto con el alimento puede ser una importante fuente de contaminacion a

no ser que haya sido limpiado y desinfectado.!. 32.33

1.2 Importancia de la identificacion bacteriana para la salud y la industria.

Los alimentos juegan un papel muy importante en la transmision de enfermedades y constituyen un
problema de salud publica. Asi mismo, éstos son considerados la mayor causa de morbilidad, tanto
en paises desarrollados como en aquellos en vias de desarrollo, donde son causa frecuente de
mortalidad.40. 42

A lo largo del tiempo se han descrito alrededor de 200 enfermedades de transmision alimentaria,
cuyos grupos etioldgicos incluyen virus, bacterias, hongos, parasitos, levaduras, productos quimicos
y toxinas de origen vegetal y animal. 39 43

Dentro de las bacterias causantes de enfermedades de origen alimentario se encuentran
Staphylococcus aureus y Clostridium botulinum como agentes causales de intoxicacion, asi como,
diversos géneros que son causa de infecciones gastrointestinales como Salmonella serotipo Typhi,
Escherichia coli 0157:H7, que son bacterias descritas por la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) como “una nueva y significativa amenaza a la salud publica”.3. 34. 35. 37

Actualmente la importancia de la identificacion bacteriana en los centros de salud, es debida a la
frecuencia de las enfermedades infecciosas cuyo agente etiologico es el de tipo bacteriano, dicha
identificacion se realiza por medio de métodos convencionales miniaturizados como lo es la API20E
0 métodos con sustratos liofilizados, que constan de pruebas bioquimicas para la identificacion

especifica de microorganismos en general. 36.38.44



La familia Enterobacteriaceae es responsable del 30 al 35% de las septicemias, 70% de las
infecciones del tracto urinario, infecciones en meninges e infecciones pulmonares e intestinales. 5 6.
7,8, 41
Asi, la tarea preventiva y curativa contra las enfermedades infecciosas, abarca aspectos que van
desde la identificacion hasta la completa erradicacion del agente infeccioso o contaminante mediante
el tratamiento antimicrobiano.
Es muy importante la identificacion bacteriana en la industria alimentaria, ya que el control
microbioldgico es un factor determinante en la industria, en los procesos de calidad, elaboracion,
transporte, almacenamiento, etc.
Por lo que, en la identificacidn bacteriana:

* Sin ella no es posible precisar el agente etiolégico de una enfermedad.

* Ayuda a identificar los problemas de contaminacion en productos alimenticios

* Permite posteriormente tomar las medidas necesarias para erradicar al microorganismo

infeccioso o contaminante.?. 45.46

1.3 Caracteristicas de los microorganismos con los que se trabajara en la experimentacion
1.3.1 Género Salmonella
El género Salmonella se caracteriza por ser bacilos Gram-negativos anaerobios facultativos,
pertenecen a la familia Enterobacteriaceae, son quimioorganotréficas, con una capacidad de
metabolizar nutrientes por las vias respiratoria y fermentativa, crecen Optimamente a 37° C y
fermentan D-glucosa y otros hidratos de carbono con la produccion de acido y gas, son catalasa
positiva y no producen Citocromo oxidasa, reducen los nitratos a nitritos, crecen en citrato como
unica fuente de carbono, generalmente producen é&cido sulfhidrico, descarboxilan la lisina y la

ornitina y no hidrolizan la urea."0. 34



La nomenclatura del género Salmonella ha progresado gracias a la sucesion de esquemas
taxondmicos basados tanto en las caracteristicas bioquimicas y serolégicas como en los principios
de la taxonomia numérica y de la homologia del DNA.

El género Salmonella esta integrado por microorganismos resistentes que se adaptan faciimente a
las condiciones extremas del medio. Crecen activamente en un amplio intervalo de temperaturas (<
54° C) y también exhiben propiedades psicrotréficas, segun se refleja en la capacidad de crecer en
alimentos almacenados a temperaturas comprendidas entre 2 y 4° C. Ademas el acondicionamiento
previo de las células a temperaturas bajas puede aumentar notablemente el crecimiento y la

supervivencia de este género en los productos alimenticios refrigerados.? 10

Las fuentes de contaminacién en que se puede localizar este microorganismo incluyen el agua,
suelo, insectos, heces de animales, carnes crudas, aves crudas, pescados y mariscos crudos.
Dentro de los alimentos asociados a la transmision de este microorganismo, estan ademas de los ya
mencionados la carne de res cruda, huevos, leche, y productos lacteos, cocos, salsas y aderezos
para ensaladas, mezclas para pasteles, postres rellenos con crema, asi como coberturas en polvo,

cocoa y gelatina.*

La dosis infectiva es baja, aproximadamente de 15 a 20 células bacterianas, no obstante también
depende de la edad y la salud del huésped, asi como de los biotipos de las especies del género

Salmonella.2*

1.3.2 Género Shigella
El género Shigella se caracteriza por ser bacilos Gram-negativos (en cultivos jovenes producen
formas cocobacilares), aerobios y anaerobios facultativos, pertenecen a la familia

Enterobacteriaceae, aunque en el aspecto genético son casi idénticas a E. coli enteroinvasiva y



estan emparentadas estrechamente con las especies de Salmonella'y de Citrobacter. Las especies
del género Shigella son bacilos inmoviles, se desarrollan bien en medios simples y a temperaturas
extremas de 15y 41° C pero su crecimiento optimo es a 37.5° Cy supHes entre 7y 8.47

Todas las especies del género Shighella fermentan glucosa, pero no suelen producir gas, catalasa
positiva, no producen Citocromo oxidasa, reducen los nitratos a nitritos, son citrato negativas.
Algunas caracteristicas importantes que diferencian a estas bacterias de otras entéricas son su
incapacidad para fermentar la lactosa (S. sonnei la fermenta después de incubacion prolongada) o
para utilizar el &cido citrico como fuente Unica de carbono; no producen H2S son inhibidas por el
cianuro potasico y no sintetizan lisinodecarboxilasa.3® 37

Este género resiste meses en el agua, en hielo e incluso en la ropa contaminada; resisten el fenol al
0.5% durante 3-4 h, pero el fenol al 1% las mata en 30 minutos; mueren a la temperatura de
pasteurizacion y en agua clorada, a las concentraciones usuales que se emplean en las albercas y
para beber.2 11.47

Este microorganismo, frecuentemente se encuentra en agua contaminada con heces humanas, en
alimentos, manos, materia fecal. Los alimentos asociados a este micoorganismo son las ensaladas
(papa, atun, camardn, macarron, y pollo principalmente), vegetales crudos, leche y derivados
lacteos, asi como aves. La contaminacion de estos alimentos generalmente es fecal-oral, ya que el
hombre consume alimentos que han tenido contacto con materia fecal; en general los alimentos que
estan en riesgo de estar contaminados con Shigella incluyen productos que llevan cualquier tipo de
manipulacion o que se realiza un tratamiento térmico inadecuado antes de su consumo, de especial
manera cuando éstos ultimos se consumen crudos.?

La dosis infectiva es de 10 células aproximadamente, pero depende de la edad y la salud del

huésped.?4



1.3.3 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus es un agente patogéno que actua como un microorganismo saprofito, se
encuentra en la piel del individuo sano pero en ocasiones en que las defensas de la piel caen puede

causar enfermedad. 15

El género Staphylococcus esta constituido por células esféricas, no méviles y no esporulados, se
presentan como células unicas, en pares, tetradas, cadenas cortas (no mas de cuatro células) y en
forma de racimos de uvas. Pertenece a la familia Micrococcaceae, y son bacterias Gram-positivas,
anaerobios facultativos, catalasa positiva. Se diferencian de otros géneros de la familia, en base al
contenido de guanina y citosina (G + C) en el DNA, composicién de la pared celular (formada de
peptidoglicano o mureina y &cido teicoico) y su habilidad de crecer anaerdbicamente y fermentar la

glucosa bajo esas condiciones. 227

Produce generalmente la enzima coagulasa, fermenta el manitol y otros azucares, formando &cido
pero no gas. El crecimiento ocurre en un amplio rango de temperatura 6.5 a 50° C, siendo el 6ptimo
30-40°C. 21

Este microorganismo se encuentra en el aire, polvo, agua, agua residual, leche y alimentos con alto
contenido proteico o en superficies donde se manejan los alimentos , personas y animales, puede
crecer en alimentos con alto contenido de sal (por ejemplo jamén) o en alimentos sometidos a
tratamientos térmicos que contengan crema (contenido proteico).2*

El nimero de Staphylococcus aureus necesario para producir suficiente toxina (1.0 microgramo) que
provoque intoxicacion en el hombre se ha estimado que debe ser mayor a un millén de UFC por

gramo de alimento.*



1.3.4 Género Serratia

El género Serratia es un género que perteneciente a la familia Enterobacteriaceae y como tal, es un
bacilo Gram-negativo, anaerobio facultativo, oxidasa negativo, produciendo colonias que pueden
presentar pigmento, especialmente Serratia marcescens y Serratia rubidaea, las cuales producen un
pigmento rojo muy caracteristico llamado prodigiosina.2

Este microorganismo es catalasa positiva, oxidasa negativo, y no movil. Hay reacciones positiva
para la utilizacion de citrato, produce &cido con glucosa, manitol, inositol, sorbitol, la sacarosa,
melibiosa y arabinosa. No produce acido con ramnosa. Es negativo en la hidrdlisis de urea, arginina

dihidrolasa, lisina descarboxilasa, ornitina descarboxilasa, H2S, e indol.2 1

1.4. Microorganismos de descomposicion

1.4.1 Hongos y Levaduras

Los Hongos y Levaduras son organismos muy abundantes y ubicuos en la naturaleza y tienen una
gran diversidad de formas y tamafios y pueden vivir en sustratos y condiciones ambientales muy
variados. Por ejemplo se pueden encontrar en ambientes con pH de 2 hasta mas de 9 con
temperaturas que van de 10 a 35°C existiendo algunas especies capaces de crecer en temperaturas
menores 0 mayores a este rango.

Los hongos estan formados por células eucariéticas, pueden ser uni 0 multinucleados; su pared
celular esta constituida por quitina, mananas, glucanas y celulosa. Son aerobios, heterétrofos, se
alimentan por absorcion y la reproduccion la efectian, ya sea por mecanismo sexual
(teleomorfismo), o por uno asexual (anamorfismo).

La mayoria de los hongos son microscdpicos y la unidad anatémica fundamental es la hifa, que en

los hongos unicelulares esta representada por las levaduras, de forma redonda u oval. '



Las levaduras se reproducen asexualmente por gemacion. Macroscopicamente son muy parecidas
a bacterias pero son mas cremosas Y los colores que presentan son blancos, beiges o un poco mas
oscuros. Algunas son rosadas o rojas porque tienen carotenoides. Microscopicamente suelen ser
esféricos, ovoides o alargados y con didmetro mayor a las bacterias.

La clasificacion de los hongos es muy compleja y se dividen segun su forma de reproduccion sexual
en cuatro phyla: Ascomycota, Basidiomycota, Zygomycota y Chytridiomycota.2 !

Los hongos y levaduras estan ampliamente distribuidos en la naturaleza y se pueden encontrar
formando parte de la microbiota normal de un alimento, o bien como agentes contaminantes de los
mismos, provocando el deterioro fisicoquimico de éstos, debido a que dichos microorganismos
pueden utilizar en su metabolismo carbohidratos, acidos organicos, proteinas y lipidos, que originan
mal olor, alteracion en el color y en el olor, este ultimo aspecto se presenta cominmente en la
superficie de los productos contaminados; presentan ademaés la capacidad para alterar algunos

sustratos, permitiendo de esta manera el crecimiento de bacterias patégenas. 24

1.5 Microorganismos indicadores

1.5.1 Mesofilos aerobios

Las bacterias mesdfilas se refieren a organismos que crecen a temperaturas moderadas (entre 5y
65° C). Clasicamente, se habla de bacterias mesofilas a aquéllas que crecen a temperaturas
comprendidas entre 25y 40° C.28

El habitat de estos organismos es muy diverso y cosmopolita: el agua dulce y el agua de mar, las
aguas residuales, los vegetales, los animales y el hombre.

Muchas bacterias patogenas para el hombre y los mamiferos tienen un optimo de crecimiento

cercano a 37° C, la temperatura interna mediana de los mamiferos. 16.29



Conforman el grupo mas amplio y es el que se aplica como criterio de calidad y provee la mayor
informacion sobre la calidad higiénica de un producto. Es mal llamado, Recuento Total de Bacterias,
ya que muchos otros tipos de bacterias no quedan incluidas, porque sus rangos de temperatura
Optima de crecimiento son diferentes o el oxigeno les es inhibitorio. Como la lectura se hace
contando el numero de colonias que aparece en la placa, como producto de la multiplicacién a partir
de una sola célula bacteriana o de un grupo de ellas, el resultado se expresa en unidades

formadoras de colonia U.F.C./mlo g. 1228

1.5.2 Coliformes Totales
El grupo coliforme agrupa a todas las bacterias entéricas que se caracterizan por tener las siguientes
propiedades bioquimicas:

* Ser aerobias 0 anaerobias facultativas;

Ser bacilos Gram negativos;

Ser oxidasa negativos

* No ser espordgenas;

Fermentar la lactosa a 35° C en 48 horas, produciendo una fermentacion lactica y gas. "7
Las bacterias de este género se encuentran principalmente en el intestino de los humanos y de los
animales de sangre caliente, es decir, homeotermos, pero también ampliamente distribuidas en la
naturaleza, especialmente en suelos, semillas y vegetales.

Los coliformes se introducen en gran numero al medio ambiente por las heces de humanos y
animales. Por tal motivo suele deducirse que la mayoria de los coliformes que se encuentran en el
ambiente son de origen fecal. Sin embargo, existen muchos coliformes de vida libre.
Tradicionalmente se les ha considerado como indicadores de contaminacion fecal en el control de

calidad del agua destinada al consumo humano en razén de que, en los medios acuaticos, los



coliformes son mas resistentes que las bacterias patogenas intestinales y porque su origen es
principalmente fecal. Por tanto, su ausencia indica que el agua es bacteriolégicamente segura.!”. 3!
Asi mismo, su numero en el agua es proporcional al grado de contaminacion fecal,; mientras mas
coliformes se aislan del agua, mayor es la gravedad de la descarga de heces.
Los coliformes son un grupo de bacterias que se encuentran comunmente en las plantas, el suelo y
los animales, incluyendo a los humanos. En general, las bacterias coliformes se encuentran en
mayor abundancia en la capa superficial del agua o en los sedimentos del fondo. Por su amplia
diversidad el grupo coliformes ha sido divido en dos grupos: coliformes totales y coliformes fecales.
El grupo coliforme esta formado por los siguientes géneros:

» Escherichia

* Klebsiella

» Enterobacter

» Citrobacter

No todos los autores incluyen al género Citrobacter dentro del grupo coliforme. 4. 31

Coliformes fecales

Se define como coliformes fecales a aquellos que fermentan la lactosa a 44,5 — 45,5 °C, analisis que
permite descartar a Enterobacter, puesto que ésta no crece a esa temperatura. Si se aplica este
criterio creceran en el medio de cultivo principalmente Escherichia coli (90%) y algunas bacterias de
los géneros Klebsiella y Citrobacter. La prueba de coliformes fecales positiva indica un 90% de
probabilidad de que el coliforme aislado sea E. col.

Las coliformes son una familia de bacterias que se encuentran comunmente en las plantas, el suelo
y los animales, incluyendo a los humanos por la mayor especificidad del ambiente intestinal que

Coliformes totales. La presencia de bacterias coliformes en el suministro de agua es un indicio de



que el suministro de agua puede estar contaminado con aguas negras u otro tipo de desechos en
descomposicion. Generalmente, las bacterias coliformes se encuentran en mayor abundancia en la
capa superficial del agua o en los sedimentos del fondo. 31

El aislamiento de esta bacteria en el agua da alto grado de certeza de contaminacion de origen fecal,
alrededor del 99%. No es absoluta porque se han aislado cepas de E. coli que no tienen origen fecal,
pero es un grado de certeza mas que razonable para certificar contaminacion con ese origen.

Sin embargo, el aislamiento de este microorganismo no permite distinguir si la contaminacion
proviene de excretas humana o animal, lo cual puede ser importante, puesto que la contaminacion
que se desea habitualmente controlar es la de origen humano. Esto no significa menospreciar la de
origen animal, especialmente dada la existencia de zoonosis, enfermedades que son comunes al

hombre y animales, que también se pueden transmitir por el agua. '

1.6 METODOS PARA IDENTIFICACION BACTERIANA

1.6.1 PRUEBAS BIOQUIMICAS Y FUNDAMENTO DE ESTAS PRUEBAS.

La identificacion es el uso de pruebas bioquimicas para caracterizar e identificar a las bacterias
hasta especie, utilizando sustratos o poniendo de manifiesto la presencia de productos metabélicos
especificos.

La identificacién microbiana se da en dos pasos:

1°. Pruebas primarias: con las cuales se puede determinar la familia, o incluso el género a la que
pertenece un microorganismo aislado. Las pruebas primarias involucran tincion de Gram, morfologia,
pruebas de la catalasa, reaccidn de oxidasa, y pruebas oxido fermentacion de la glucosa,

crecimiento en aerobiosis y anaerobiosis y movilidad, reduccion de nitratos.25 30



2°. Realizacién de pruebas secundarias y terciarias a efectos de determinar la especie. Estas
dependeran de familia o género determinado (Ej.: produccién de pigmentos, produccion de indol a
partir de triptofano, produccion de coagulasa, de fenilalanina desaminasa, etc.).

Si bien existen una gran variedad de pruebas bioquimicas empleadas con fines de identificacion, a
continuacion se enumeran las mas utilizadas.25: 0

Oxidasa:

Esta basada en la produccion bacteriana de una enzima oxidasa. Esta reaccion de la oxidasa se
debe a la presencia de un sistema citocromooxidasa que actua en la oxidacion del citocromo
reducido por el oxigeno molecular, el que a su vez actua como aceptor de electrones en la etapa
terminal del sistema de transferencia de electrones.?!

Catalasa:

Es una enzima que descompone al peroxido de hidrogeno en oxigeno y agua. El peroxido de
hidrogeno es uno de los productos oxidativos finales en el metabolismo aerobio de los carbohidratos,
si se acumula es letal para las células bacterianas.®

Gluconato:

Determina la capacidad de un organismo de oxidar el &cido glucdnico, su unica fuente de carbono,
en los compuestos reductores es el 2-cetogluconato.?’

Bilis Esculina:

Determina la facultad de un organismo de hidrolizar el glucdsido esculina en esculetina y glucosa en
presencia de bilis.

Utilizacion de carbohidratos:

La utilizacion de carbohidratos por los microorganismos se puede dar por dos vias, la fermentativa y
la oxidativa. La fermentativa se lleva a cabo en condiciones de anaerobiosis y la oxidativa en

condiciones de aerobiosis.



La fermentacion de carbohidratos: determina la capacidad de un organismo de fermentar un hidrato

de carbono especifico incorporado al medio basico, produciendo acido y gas.®

Algunos ensayos combinados:

AGAR HIERRO DE KLIGLER.

En este medio se pueden ver varias condiciones enzimaticas de las bacterias. Estd compuesto

principalmente por dos azucares en distinta proporcion, glucosa al 0.1% y lactosa al 1%, ademas

este medio contiene tiosulfato sodico, citrato férrico y rojo de fenol como indicador de pH. Para

estudiar el comportamiento de las bacterias en aerobiosis y anaerobiosis, la siembra en este cultivo

se debera realizar tanto en la superficie del agar, como en la profundidad del mismo. 2!

La informacion que nos proporciona este medio es la siguiente:

Fermentacion de la glucosa: se presenta un viraje a color amarillo en el fondo. Si las
bacterias fermentan sélo la glucosa, en la superficie la utilizara por via respiratoria, donde
la tensién de oxigeno disminuye lo suficiente, empleara una pequefia porcion por la via
fermentativa. Esto producird una pequefia cantidad de acidos que seran neutralizados por
las aminas derivadas de la descarboxilacion oxidativa de las proteinas, por lo que el medio
mantendra su color rojo en la superficie, al no haber cambio de pH. En el caso contrario,
las bacterias crecidas en la profundidad emplearan desde el principio la glucosa por la via
fermentativa, produciendo acidos que no seran neutralizados, provocando un descenso
del pH'y el color del medio en el fondeo del tubo cambiara a amarillo.

Fermentacion de lactosa: presencia de viraje a color amarillo en la superficie. Si las
bacterias fermentan la lactosa, los acidos producidos modifican el pH de la superficie del

medio. En este caso las aminas no son capaces de neutralizar la cantidad de acidos



producidos en esta fermentacion, ya que la lactosa se encuentra en el medio a mayor
concentracion que la glucosa. Por lo que el color del medio en la superficie cambiara a
amarillo.

= No- fermentacion de los azucares: Si la bacteria es aerobia estricta, el medio
permanecera de color rojo. En este caso, los azlcares son respirados, degradandose
completamente hasta CO>, que se elimina y no modifica el pH.

= Produccioén de gas en la fermentacion: aparicion de burbujas, rotura o elevacion del
agar del fondo del tubo.

= Produccion de acido sulfhidrico: ocurre la misma reaccion que en la prueba de SIM, la
cual es:

Bacteria (medio acido) + S;032 — BeSI
H.SI+ Fe 2 ——pfFeSlprecipitado negro

LIA (Agar Hierro Lisina)

Permite diferenciar los microorganismos que producen descarboxilacion o desaminacion de la lisina.
Se puede detectar ademas la produccidon de acido sulfhidrico y es méas sensible que TSI (triple

azUcar Hierro) para la deteccion de H2S.°
CITRATO.

En esta prueba se puede determinar si un organismo es capaz de utilizar citrato como Unica fuente
de carbono y compuestos amoniacales como unica fuente de nitrogeno en su metabolismo, por ello
se provoca una alcalinizacion del medio. Entre las enterobacterias, que se encuentran dentro de

estas caracteristicas, se encuentran los siguientes géneros: Enterobacter, Klebsiella, Serratia,



Citrobacter, algunas especies de Salmonella. Sin embargo Escherichia, Shigella, Salmonella

serotipo Typhi, Salmonella paratyphi, son incapaces de crecer con estos nutrientes.

Se cultiva el microorganismo en agar Citrato de Simmon’s, el cual contiene citrato de sodio como
unica fuente de carbono, fosfato de amonio como unica fuente de nitrdgeno y azul de bromotimol
como indicador de pH. Las bacterias que logran multiplicarse en este medio, son aquellas capaces
de metabolizar el citrato, y al hacerlo liberan iones amonio. Esta liberacion de iones basicos, junto
con la combinacion del citrato, generara una fuerte alcalinidad del medio que seré aparente por un

cambio de color del indicador de pH, de verde a azul. '8.21.25

Citrato —————>  Oxalacetato + Acetato

Piruvato + C02

INDOL

Aqui se puede observar la presencia de la enzima triptofanasa en bacterias, la cual es capaz de
degradar el aminoacido triptofano a indol, que es le compuesto que se detecta en este ensayo. Para
realizar esta prueba es necesario que la bacteria se cultive durante 24 — 48 horas en un caldo de
triptona con NaCl al 0.5 %( este digerido de proteinas animales es especialmente rico en triptofano).
Para la posterior deteccion del indol se utiliza el reactivo de Kovacs que se puede preparar utilizando

la siguiente formulacion:

= Alcohol amilico o isoamilico ( o alcohol butifico).............c....... 150 ml
= p- dimetilamino-benzaldehido.............cccooviivnnicncn, 1049

B HCI CONCENITAGO. ...ttt ettt en s 50 ml



Se disuelve primero el aldehido en el alcohol, agregando después lentamente a esta mezcla el
acido. Para el control de calidad del reactivo se puede utilizar cultivos conocidos. Las mas
convenientes son Escherichia coli (indol +) y todas las especies de Klebsiella (indol -). Si la bacteria
posee la enzima triptofanasa, al afiadir 5 gotas del reactivo de Kovacs al medio, se producira un
anillo de color rojo en la superficie del caldo y la prueba sera considerada positiva. Si esto ocurre
después de 24 horas, la prueba se considera completa, pero si es negativo debera incubarse otras
24 horas y repetirse la prueba. Por ello es conveniente hacer siempre la prueba no en el tubo

inclinado sino en una porcién de unos 2 ml que se retira de él asépticamente. 8. 21

La reaccidn presente en esta prueba es la siguiente:

@ o
OH OH
| Triptofanasa @l\j + /J\ﬁ/ + MNHs
N MNH2 o N O
L- triptofano indol ac. piravico

O M
Iz/j HCI, alcohol
+ @\—)I e — Color rojo viclaceo
™
AN

p-dimetilamino benzaldehido

UREA.

Determina la capacidad de un organismo de desdoblar la urea formando dos moléculas de amoniaco
por accion del enzima ureasa. Esta actividad enzimatica es caracteristica de todas las especies de
Proteus y se usa sobre todo para diferenciar este género de otras enterobacterias que dan negativo

0 positivo retardado.



Se cultiva el microorganismo en agar inclinado de urea de Christensen. Este medio se complementa
después de esterilizado en autoclave con 50ml/l de urea estéril. Esta sera degradada por aquellos
microorganismos capaces de producir el enzima ureasa. Esta degradacion produce amoniaco que
hara variar el color del indicador de amarillo a rojo, poniéndose asi de manifiesto la actividad ureasa.
Para revelar el resultado de esta prueba es importante tener en cuenta el tiempo de incubacion ya
que especies de Proteus vuelven alcalino el medio poco después de la inoculacion y sus resultados
deben ser leidos en las primeras 2-6 horas, mientras que Citrobacter freundii y Klebsiella

pneumoniae tienen actividad ureasa dentro de las 24-48 horas de incubacion. 22

0

/JI\ ureasa

HaN NHz + HoO = ®C0O2+ H20 + 2NH3 ?  (NH4)COs

ROJO DE METILO Y VOGES- PROSKAUER (RMVP).

Estas dos pruebas forman parte del IMViC y permiten la diferenciacidon dentro de las enterobacterias
del grupo coli y aerdgenes. Las enterobacterias son anaerobios facultativos que utilizan la glucosa
en dos fases: primero la metabolizaran aerobiamente consumiendo rapidamente el oxigeno del
medio, en segundo lugar, continuar metabolizandola por via anaerobia. Esto se puede presentar de

dos formas:

= Fermentacion acido mixta: la realizan las bacterias del grupo E coli y los productos finales
son acidos organicos (férmico, lactico, succinico) que provocan un fuerte descenso del pH
inicial del medio. Pueden detectarse por el viraje del indicador de rojo de metilo que
permanece amarillo por encima de pH 5.1y rojo por debajo de 4.4.

= Fermentacion butilén glicélica: realizada por la bacteria del grupo Klebsiella-Enterobacter.

Los productos finales son compuestos neutros como el butanodiol y el etanol,



produciéndose acetoina como intermediario que podra se detectado afiadiendo al medio
KOH vy alfa-naftol que reaccionan con este compuesto produciendo en color rojo
caracteristica.
Para la realizacion de estas dos pruebas se cultiva el microorganismo en caldo RMVP y se inocula a
30° C durante un periodo de tres dias como minimo y 5 como maximo. Al revelar las pruebas, se

separa el cultivo en dos porciones de unos 2.5 ml que serviran para cada uno de los ensayos.

Rojo de metilo: a uno de los tubos se le afiade unas gotas (4-5) de solucion indicadora de rojo de
metilo. Se homogeniza y se observa la coloracion. Se considera negativa si vira al rojo y negativa si

permanece amarillo.?’
Voges-Proskauer: a la otra porcion del cultivo se le agrega:

= 0.6 ml del reactivo A de Voges-Proskauer (alfa-naftol 5% en etilico absoluto). El medio
adquiere un aspecto lechoso.
= 0.2 ml del reactivo B de Voges-Proskauer (KOH 40%). Desaparece el aspecto lechoso y se
agita fuertemente.
Si la prueba es positiva, antes de 5 minutos aparece un color rosado-violaceo, mas o menos intenso,

que se inicia en la parte superior del tubo. Si la prueba es negativa no aparece coloracién alguna.'s:

21

REDUCCION DE NITRATOS

La reduccion del nitrato (NO3) en nitrito (NO2) y en gas nitrdgeno (N2), tiene lugar generalmente en
condiciones anaerdbicas, en las cuales un organismo realiza su respiracion con el nitrato, el que
sirve como aceptor de electrones. La mayoria de las bacterias aerobias son anaerobias facultativas y

solo pueden reducir el nitrato en ausencia de oxigeno. En la reduccion del nitrato, los citocromos



bacterianos transportan electrones a moléculas aceptoras especificas. A través de esta prueba se
determina si el microorganismo es capaz de reducir el nitrato en nitritos o en nitrégeno libre.8. 2!

Esta reaccidn se revela mediante dos reactivos. Reactivo A (I-naftilamina y &cido acético 5N) més el
reactivo B (acido sulfanilico y acido acético 5N). Un resultado positivo lo da un color rojo, que indica
la presencia de nitritos. La ausencia de color después de haber adicionado los reactivos puede
indicar que los nitratos no han sido reducidos (una verdadera reaccion negativa) o que han sido
reducidos a productos distintos de los nitritos, como oxido nitroso (N20), oxido nitrico (NO), nitrdgeno
molecular (desnitrificacion). Dado que los reactivos detectan solo nitritos, este Gltimo proceso llevaria
a una lectura falsa negativa. Por lo tanto, es necesario afiadir una pequefia cantidad de polvo de zinc
a todas las reacciones negativas. 8. 2!

Los iones zinc reducen los nitratos a nitritos, y el desarrollo de un color rojo tras adicionar el polvo de
zinc indica la presencia de nitratos residuales y confirma la reaccion negativa verdadera, pero si no

aparece el color rojo tras haber adicionado el polvo de zinc confirma la prueba positiva.

O

Il Ox +0

Ml
o o

PRODUCCION DE ACIDO SULFHIDRICO

Esta prueba determina si se ha liberado H2S por accién enzimética produciendo una reaccion visible
de color negro. La produccion de H2S a partir de tiosulfato que se reduce a sulfuro de hidrégeno en

presencia de un donador de hidrégeno por bacterias que poseen la enzima especifica, el HxS



reacciona con el hierro (sulfato ferroso) del medio, dando un precipitado negro del sulfuro ferroso.
Siendo el sulfuro de hidrégeno un gas incoloro, se debe incluir en el medio un indicador para su
deteccion. El tiosulfato de sodio es la sustancia incluida mas a menudo en los medios a fin de
proveer los atomos de azufre requeridos por las bacterias para producir el HzS, el sulfato ferroso es
la sal de hierro utilizada que reacciona con el gas H.S produciendo un precipitado negro que indica

una reaccidn positiva.

AHe + de- + 352032 _Losulfato n oy oh32- L gHosA . sulfuro W
Reductasa =
Ac. Sulfhidrico erroso
oas + precipitado
iones ferricos negro

(- GALACTOSIDASA

Esta prueba demuestra la presencia o ausencia de la enzima [-galactosidasa utilizando el compuesto
organico o-nitrofenil- -D-galactésido (ONPG).8

La (-D-galactosidasa es una enzima intracelular vinculada con la hidrélisis (descomposicion) de la
lactosa y otros [-galactésidos, la lactosa es hidrolizada en galactosa y glucosa. La reaccion es
positiva cuando se observa un color amarillo por la hidrolisis del ONPG (incoloro) que libera el

cromogéno amarillo del o-nitrofenol (ONP). 21. 25,30

OH NO2Z OH
0 0 0 oH
Hidrolaza OH NO2
i OH beta galactosidasa
OH OH OH
OH
O-Nitrofenil-D- Galact O-Nitrofenol
galactosido (ONPG) alactosa (ONP)

FENILALANINA




La fenilalanina es un aminoacido que por desaminacion oxidativa forma un cetoécido, el &cido
fenilpiravico. Los géneros Proteus y Providencia poseen esta enzima, que permite diferenciarlos del
resto de las enterobacterias. La prueba se basa en la deteccion del acido fenilpiravico luego del
desarrollo del microorganismo en un medio que contiene fenilalanina. Para esto se agrega cloruro
férrico que forma un complejo de color verde con el &cido fenilpiravico que indica reaccion positiva.
El medio de cultivo no puede contener extractos de carne o peptonas por su contenido variable en

fenilalanina.18. 25, 30

IH OH

Flavoproteina

PN 0

H H

+ 120

Fenilalanina Ac. fenilpirdvico Amoniaco

DESCARBOXILACION DE ARGININA, LISINA Y ORNITINA

La descarboxilacion es el proceso por el cual las bacterias que poseen enzimas descarboxilasas
especificas son capaces de ejercer accion a los aminoacidos en su grupo carboxilo (COOH), dando
una amina o una diamina y anhidrido carbénico.? 18. 21

Cada descarboxilasa es especifica para un aminoacido y la reaccion es completa e irreversible. Los
aminoacidos ensayados habitualmente son Lisina, Arginina y Ornitina. 9 18.21

El caldo descarboxilasa de Moeller es el medio base mas comun usado para la determinacion de las
descarboxilasas en las Enterobacterias. Se prepara un tubo con el amino&cido a ensayar y un tubo
control sin ninglin aminoacido. Se cubren con una capa de aceite mineral (vaselina liquida) para

hacer el medio anaerobio e inducir que ocurra la fermentacion de la glucosa. Luego si el aminoacido



es descarboxilado, se forman aminas que provocan un retorno al color original del medio o un viraje
al alcalino. 9 18.21
El aminoacido L-Lisina sufre la descarboxilacion para dar cadaverina (una diamina) y anhidrido

carbonico por accion de la enzima especifica lisina-descarboxilasa. 9 18. 21

lisina-descarboxilasa

Coz
N NHZ

NH2CHZ [CH2)3CHZ + CO2

L-Lisina )
Cadaverina

El aminoacido L-Ornitina es descarboxilado por la enzima Ornitina-descarboxilasa para dar la

diamina putrescina y anhidrido carbonico. 9 18. 21

NH2- {CH2) 3-CH-COOH Ornitina
| descarboxilasa
NHZ > NHZ-CHZ- [CHZ2) 2-CHZ-NH2Z2  +
L-Ornitina Putrescina [diamina)

El aminoacido L-Arginina es catabolizado a través de dos sistemas que pueden ocurrir
simultaneamente o separadamente. Estos sistemas son los de arginina-dehidrolasa y el de arginina-
descarboxilasa. En el sistema de la descarboxilasa la arginina sufre una descarboxilacion para dar
agmatina y este producto a su vez se desdobla en putrescina y urea mediante la enzima
agmatinasa. En el sistema dehidrolasa, la descomposicion de la L-Arginina, se produce en dos
etapas: primero una descomposicion de la arginina en L-citrulina, seguido por un sistema de

desdoblamiento de la citrulina. La reaccion general produce la formacién de L-Ornitina, CO2 y NH3. ®

18, 21

Coz2



Argining
descarboxilasa NH2-CH2- [CH2)2-CH2-NH2 + €02

Putrescina [diamina)

L-Arginina

MALONATO

Esta prueba sirve para determinar si un organismo es capaz de utilizar malonato de sodio como
unica fuente de carbono y compuestos amoniacales como unica fuente de nitrogeno en su
metabolismo, provocando una alcalinizacion del medio.

Ayuda a la diferenciacion de entre los géneros Alcaligenes faecalis (+) de Acinetobacter (-); Arizona
(+) de Salmonella (-); Grupos de Klebsiella-Enterobacter (+) de Escherichia coli (-) y especies de
Serratia (-).18 21

Se cultiva el microorganismo en medio malonato. Este medio contiene malonato de sodio como
unica fuente de carbono, sulfato de amonio como unica fuente de nitrégeno y azul de bromotimol
como indicador de pH. Unicamente las bacterias capaces de metabolizar el malonato podran
multiplicarse en este medio y, al hacerlo, se produce un aumento de la alcalinidad que se debe a la

formacion de NaOH. 1821

Una prueba positiva es cuando el medio cambia a color azul claro o azul de Prusia intenso en todo el
medio, prueba negativa sino se observa cambio de color (verde) o color amarillo (Unicamente

fermentacion de la glucosa). 8. 21

MEDIO SIM.



Produccion de acido sulfhidrico: En esta prueba se observa un precipitado de color negro en el
fondo del tubo. Algunas especies respiradoras anoxibionticas son capaces de emplear el tiosulfato
sodico como aceptor final de electrones en la cadena transportadora. Por lo que este compuesto se
reduce a &cido sulfhidrico, que a su vez reacciona con el hierro (Fe?*) presente en el medio
formando un precipitado negro de sulfuro de hierro. Los iones FeZ* produciendo los iones Fe3* del
citrato férrico y aparecen debido a los cambios en los potenciales redox producidos al someter al

autoclave el medio de cultivo. La reaccion presente es la siguiente:
Bacteria (medio 4cido) + S2032 —— pH,SI

H.SI+ Fe 2 > FeS Iprecipitado negro

Prueba de Indol, ya mencionada.

Prueba de la movilidad: Esta prueba nos ayuda a determinar si un microorganismo es movil o
inmavil. Las bacterias tienen movilidad por medio de sus flagelos que se presentan principalmente
entre los bacilos aunque existen algunas formas de cocos méviles. El medio SIM permite que esta
prueba se realice, gracias a ser un medio semisolido, ya que contiene solamente 3.5 g/l de agar. En
estas condiciones, las bacterias méviles produciran un enturbiamiento homogéneo del medio debido
a la distribucion aleatoria de los microorganismos. Por lo contrario, las bacterias inmoviles
permaneceran en la misma linea de la picadura en que se sembraron. Entre las enterobacterias, la
movilidad nos permite diferenciar el género Klebsiella (-) de las restantes que pueden ser movilidad
(+). Dentro del género Bacillus, nos permite diferenciar B. anthracis (-) de ofras especies

generalmente (+). 18.25

PRUEBA DE MANITOL.




La manitolasa es un sistema enzimatico, en el que el microorganismo puede utilizar el manitol como
sustrato; esto mediante reacciones acopladas en las que transforman el manitol en fructosa-6-
fosfato. Al utilizar el microorganismo al manitol como sustrato, e incorporarlo al sistema Embden-
Meyerhoff-Parnas, que presenta como productos finales acidos que provocan la disminucién del pH
en el medio de cultivo, que se detecta mediante el vire del indicador rojo de fenol a amarillo. Se
siembra la muestra en agar sal manitol o en caldo manitol rojo de fenol, los cuales son incubados
durante 24 horas. Para obtener una resultado mas confiable, es recomendable, realizar la prueba en
medio liquido, ya que a la vez que se lleva a cabo esta prueba, se obtiene el cultivo liquido necesario
para realizar la prueba de la coagulasa. La prueba es positiva cuando el indicador del medio vira a
amarillo y negativo cuando conserva su coloracion inicial. Bacterias manitol (-), son, dentro de las

Enterobacterias; varias especies de quitar esta linea Proteus y Shigella.?’

FERMENTACION DE GLUCOSA, LACTOSA Y OTROS CARBOHIDRATOS:

Una de las caracteristicas taxonémicas que se utiliza para identificar los diferentes géneros de
Enterobacterias lo constituyen el tipo y la proporcion de productos de fermentacion de la glucosa. Se
conocen dos tipos generales: la fermentacion acido-mixta y la fermentacion del 2,3-butanodiol,
etanol, H2 y CO..

La determinacion de la capacidad de fermentacion de la Glucosa es importante en las primeras
etapas de identificacion de bacterias quimiotrofas.

Reutiliza un caldo que contiene glucosa (azucar del cual la mayoria de las bacterias quimidtrofas
pueden obtener energia, ya sea por fermentacion o respiracion), peptona y un indicador de pH que

permite detectar la produccion de acidos (caracteristica de la fermentacion de la glucosa).



Ademas de la fermentacion se produce gas, ya sea CO2 sélo o una mezcla de H2 y Coz. Ambos son
gases y se detecta por la formacién de gas en una campana de Durham presente en el medio. 8. 19.
20

La fermentacion bacteriana de la lactosa es mas compleja que la glucosa. La lactosa es un
disacarido compuesto por glucosa y galactosa, conectadas mediante un atomo de oxigeno que
constituye lo que se conoce como union galactésidas. Por hidrdlisis se destruye esta union,
liberandose glucosa y galactosa. Para que un microorganismo utilice la lactosa debe estar presente
dos enzimas: la hgalactosidasa, requerida para hidrolizar la union f#galtdésido una vez que el
disacarido ha ingresado en la célula. La reaccion &cida final proviene de la degradacion de la
glucosa.'8 19,20

La capacidad de fermentar distintos carbohidratos es una caracteristica muy utilizada en la
identificacion de microorganismos. Esta prueba determina la capacidad de un organismo de
fermentar (degradar) un hidrato de carbono especifico incorporado a un medio basico, produciendo
acido o acido con gas. Estos hidratos de carbono son lactosa, ramnosa, arabinosa, rafinosa,
melibiosa, maltosa, manitol, sorbitol, trehalosa, adonitol, entre otros. La fermentacion es un proceso
metabdlico de oxido-reduccion anaerdbico en el cual un sustrato organico sirve como el aceptor de
hidrégeno final (aceptor de electrones) en lugar de oxigeno. Los productos de la fermentacion de los
hidratos de carbono depende de varios factores: 1) el tipo de microorganismo que lleva a cabo el
proceso de fermentacion, 2) la naturaleza del sustrato, 3) a veces, los factores ambientales como la
temperatura y la acidez. Las bacterias pueden generar distintos productos finales dependiendo de la
via de fermentacion que utilicen: la via alcohdlica, lactica, formica, propionica y la via acetona-
butandlica.8 20.25. 26

Para visualizar la produccion de acidos se utiliza el rojo de metilo que es un indicador de pH con un

intervalo entre 6.0 (amarillo) y 4.4 (rojo), y para la acetoina el &naftol e hidréxido de potasio. 2025



Figura 3. Transformacidn de la lactosa y derivacion del acido pirtvico a principales productos de la
respiracion y fermentaciones bacterianas.
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1.7 SEROTIPIFICACION
La tipificacion de microorganismos es la identificacion mas alla de la especie y en ocasiones se basa

en las caracteristicas antigénicas ademas de las bioquimicas.



Las bacterias tienen antigenos presentes que son especificos como su huella digital, (serotipo). Los
antigenos bacterianos pueden ser moléculas capsulares (K) que consisten en polisacéridos,
somaticos (O) que corresponden al lipopolisacérido de la pared de los Gram.-negativos, flagelares
(H) que son proteinas llamadas flagelinas.’

La estructura antigénica de algunos géneros es tan compleja como en el caso de la Salmonella sp.,
Escherichia sp., Shigella sp. y Yersinia, que presentan una gran variedades de subgrupos
determinados por los antigenos presentes. Ejemplo:

Se puede expresar el nombre de una cepa de la siguiente manera:

Género Especie Biotipo Serotipo

Yersinia enterocolitica 4 03

En una primera identificacion se usan sueros polivalentes que determina la cantidad de antigeno y
para la caracterizacion serologica especifica se usan sueros monovalentes dentro de cada tipo de
antigeno.

Para la serotipificacion de las bacterias, se realiza mediante técnicas de aglutinacion en

portaobjetos, precipitacion y difusion en gel. 7




2. JUSTIFICACION

Debido a que las enterobacterias se encuentran ampliamente distribuidas en vegetales, tierra y
agua, hemos decidido realizar este estudio haciendo pruebas de plataforma y aislamiento de
algunos de los patdgenos (Serratia sp, Salmonella sp y Shigella sp y Staphylococcus aureus), asi
como microorganismos de descomposicion como hongos y levaduras y microorganismos
indicadores como mesdfilos aerobios y cuenta de coliformes, presentes en las hortalizas que
comunmente se utilizan para la elaboracion de ensaladas. Ya que éstas son un alimento que puede
prepararse en la via publica que ademas ofrecen ciertas ventajas al consumidor, como son la
rapidez con la que se sirven, faciles de conseguir, posibilidad de consumirlos de inmediato, con
apariencia apetitosa que presentan y un valor nutritivo y son econdmicas. Pero las condiciones
higiénicas con las que son preparadas muchas veces no es la aceptable de ahi que pueden ser
aislados y detectados varios patogenos. Se ha establecido que los microorganismos encontrados en
alimentos por falta de higiene son Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella sp, otros
microorganismos que no son tomados en cuenta y que pueden ser causa de septicemias o
problemas gastrointestinales en personas inmuno-deprimidas son Serratia rubidaea y Serratia
plymuthica.

En este trabajo se hara el estudio a las ensaladas que se expenden en algunos establecimientos de
comida rapida de Ciudad Universitaria, para la valoracion sanitaria de acuerdo a la NOM-093-199%4,
ademas se realizara el aislamiento de bacilos Gram-negativos encontrados en las ensaladas, los
cuales seran identificados por medio de un sistema miniaturizado elaborado en la Facultad de
Quimica y comparado con el sistema convencional, esto a su vez permitird hacer la validacion de
dicho método y de esta forma se tendran mas elementos para poder aplicarlo en docencia en los

laboratorios de Microbiologia de Alimentos, Bacteriologia o en investigacion.



3. OBJETIVO GENERAL

Validar un método miniaturizado para la identificacion de Bacilos Gram-negativos en ensaladas

frescas de los comedores de las Facultades de Disefio, Odontologia, Quimica, Arquitectura e

Ingenieria de Ciudad Universitaria.

3.1 OBJETIVOS PARTICULARES:

¢+ Hacer pruebas a las ensaladas que se expenden en algunos comedores de Ciudad

Universitaria para ver la incidencia de microorganismos patgenos.

¢+ Detectar la posible presencia de Serratia plymuthica y Serratia rubidaea a partir de

ensaladas frescas.



4. EQUIPO, MATERIAL Y REACTIVOS

* Equipos: Congelador REVCO (EQUIPAR S. Ade C. V.)
Autoclave (Hirayama)
Balanza analitica analytical Plus (OHAUS)
Campana de Flujo laminar (VECO)
Horno de microondas (Panasonic)
Incubadora a 37 °C (Riossa)
Incubadora a 28 °C (Riossa)
Liofilizadora Freeze Dryer 3 (LABCONCO)
Stomacher
Potenciometro pHmeter 320 (CORNING)
Refrigerador (American)

* Material: Placas de Elisa (Nung Denmark)
Filtros y membranas de 0.45 pm (Millipore)
Puntas de polietileno color amarillo estériles (Rainin Instrument C. A. INC)
Porta puntas (Rainin Instrument C. A. INC)
Micropipeta 50-100 uL Finnpipette (Labsytems)
Tubos de vidrio de 16x100, 13x100
Microtubos
Cajas petri de plastico 100x15 mm
Papel de estrasa
Vaso de vidrio Pyrex de 150 mL

Matraz Erlenmeyer Kimax 250 ml



Reactivos:

Matraz Erlenmeyer Kimax 500 ml
Gradillas

Guantes de latex

Jeringas de 20 mL

Asa bacteriolégica

Pipetas Pasteur

Bulbos de plastico

Pipeta graduada de 1,5y 10 mL
Mechero de Bunsen
Portaobjetos

L(+) Ramnosa monohidratada (Merck)
Rafinosa pentahidratada (Merck)
Maltosa monohidratada (Merck)
Melibiosa monohidratada (Merck)
Dulcitol (Merck)

L-arabinosa (Difco)

Salicina (Merck)

D(+) Xilosa (sigma)

Lactosa (Bioxon Méx.)

Sacarosa (Bioxon Méx.)
D-Dextrosa (glu) anhidra (Q. Industrial Carmona)
Manitol (Bioxon Méx.)

Inositol (Sigma)

Malonato (Merck)



Caldo nutritivo (Bioxon Méx.)

Cloruro de sodio (laboratorio Cepario)
Fosfato de sodio dibasico (Laboratorio Cepario)
Fosfato de sodio monobasico (J. T. Baker)
Fosfato de potasio dibasico (Técnica Quimica S.A.)
Tiosulfato de sodio (T.J. Baker)

Urea (Merck)

Nitrato de potasio (Tecn. Quimica)
Tiosulfato de sodio Anhidro (Reasol)
Extracto de levadura (Bioxon)

Sacarosa cristal (J. T. Baker)

Peptona de caseina (Bioxon)

Azul de bromotimol (Tecn. Quimica)

Rojo de fenol (Merck)

DL-Fenilalanina (Sigma)

L-Ornitina (Sigma)

L-Arginina (Mark Cambar)

Base Moeller (Becton Dickinson)

Lisina (Sigma)

Agar McConkey

Agar Baird Parker

Agar DNAsa

Ortotoluidina

Agar BRV



Agar cuenta estandar
Caldo Lactosado
Caldo Selenito

Caldo tetrationato
Telurito de Potasio

Solucion Yodo-Yoduro de potasio

A todas las ensaladas se les realizaron analisis de cuenta en placa para mesofilos aerobios,
coliformes totales, hongos y levaduras como pruebas establecidas en las normas NOM-111-SSA1-
1994 BIENES Y SERVICIOS. METODO PARA LA CUENTA DE MOHOS Y LEVADURAS EN
ALIMENTOS, NOM-113-SSA1-1994 BIENES Y SERVICIOS. METODO PARA LA CUENTA DE
MICROORGANISMOS COLIFORMES TOTALES EN PLACA, NOM-092-SSA1-1994 BIENES Y
SERVICIOS. METODO PARA LA CUENTA DE BACTERIAS AEROBIAS EN PLACA, vy la
interpretacién de estos resultados se realizé de acuerdo a la NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-
093-SSA1-1994, BIENES Y SERVICIOS. PRACTICAS DE HIGIENE Y SANIDAD EN LA
PREPARACION DE ALIMENTOS QUE SE OFRECEN EN ESTABLECIMIENTOS FIJOS, también se
llevé a cabo la busqueda de microorganismos pertenecientes a los género Salmonella'y Shigella,

ademas de Staphylococcus aureus, Serratia plymuthica y Serratia rubidaea. Tabla 4.



5. METODOLOGIA

Ensaladas estudiadas: Se analizaron un total de 25 ensaladas provenientes de 5 comedores de
Ciudad Universitaria de las cuales 5 ensaladas fueron obtenidas de uno de los puestos de
preparacion de comida rapida de la Facultad de Quimica, 5 del comedor la Facultad de Arquitectura,
5 del comedor la Facultad de Disefio, 5 del comedor la Facultad de Ingenieria y 5 del comedor la
Facultad de Odontologia. En el cuadro 1 se muestra la fecha de compra y las hortalizas utilizadas

para la elaboracion de la ensalada

Cuadro 1. Fecha de compra y tipo de ensaladas utilizadas

Ensalada Fecha de compra Hortalizas utilizadas en la ensalada
Quimica1 20 febrero 07 Jitomate, lechuga, pepino, col
Quimica2 20 febrero 07 Lechuga, nopales, berros, zanahoria
Quimica3 20 febrero 07 Lechuga, berros, pepino, jitomate
Quimica4 18 abril 07 Lechuga, jitomate, pepino, nopales
Quimicab 18 abril 07 Zanahoria, berros, jitomate, nopales
Arquitecturat 11 abril 07 lechuga, nopales, jitomate, brécoli
Arquitectura2 11 abril 07 Lechuga, pepinos, zanahoria, col
Arquitectura3 11 abril 07 Lechuga, jitomate, zanahoria, brécoli
Arquitectura4 18 abril 07 Lechuga, pepino, jitomate, col
Arquitecturab 18 abril 07 Lechuga, nopales, jitomate, zanahoria
Odontologia1 11 abril 07 Lechuga, pepinos, zanahoria, col, nopales
Odontologia2 11 abril 07 lechuga, nopales, jitomate, brécoli, col
Odontologia3 11 abril 07 Lechuga, jitomate, zanahoria, brdcoli, nopales
Odontologia4 18 abril 07 Lechuga, nopales, jitomate, zanahoria, brocoli
Odontologia5 18 abril 07 Lechuga, pepino, jitomate, col, zanahoria
Ingenieria 1 11 abril 07 Lechuga, pepino, jitomate, nopales
Ingenieria 2 11 abril 07 Lechuga, pepino, aguacate, brécoli
Ingenieria 3 11 abril 07 Lechuga, jitomate, col, zanahoria
Ingenieria 4 25 abril 07 Lechuga, brécoli, col, pepino
Ingenieria 5 25 abril 07 Pepino, lechuga, jitomate, nopales
Disefio1 20 febrero 07 Lechuga, jitomate, brécoli, nopales
Disefio2 20 febrero 07 Lechuga, col, zanahoria, pepino
Disefio3 25 abril 07 Lechuga, zanahoria, pepino, nopales
Disefio4 25 abril 07 Col, zanahoria, jitomate, lechuga
Disefiob 25 abril 07 Zanahoria, lechuga, nopales, col, brécoli




5.1 Procesamiento de las ensaladas.

En condiciones asépticas, se colocaron 10g de la ensalada en la bolsa para Stomacher y 90 mL de
agua peptonada (dilucién 10-"), se sometié a homogeneizacién en el Stomacher por 120 seg, una
vez homogeneizada la muestra en condiciones asépticas se coloco en un matraz Erlenmeyer de 250
mL, se tomd una alicuota de 1 mL del homogeneizado y se diluyé en 9 mL de agua peptonada al
0.1% (dilucién 10-2), se agitd suavemente hasta tener una mezcla homogénea, se realizaron tres
diluciones mas de 1:10 para llegar hasta 10-.

5.1.1 Determinacion de microorganismos coliformes totales

De cada una de las muestras, se tom6 1 ml de las diluciones 10y 105 y se colocaron en cajas
Petri estériles donde se vertio el Agar Bilis Rojo Violeta Lactosa (ABRV) mantenido a 45° C, se
mezcl6é suavemente con el indculo con 6 movimientos de derecha a izquierda, 6 en el sentido de las
manecillas del reloj, 6 en el sentido contrario y 6 de atras para adelante, sobre una superficie lisa y
se dejo solidificar. Después se vertieron de 4-5 ml de ABRV a 45° C sobre la superficie del medio
inoculado. Se dejo solidificar y se incubaron las cajas a 37° C durante 24 horas, al término de este
tiempo se realizd la cuenta de UFC.24

5.1.2 Determinacion de microorganismos mesofilos aerobios.

De cada una de las muestras, se tom6 1 ml de las diluciones 104y 10 y se colocaron en cajas Petri
estériles, se vertio el Agar Cuenta Estandar fundido a 45° C en las cajas y se mezclé suavemente
con el indculo con 6 movimientos de derecha a izquierda, 6 en el sentido de las manecillas del reloj,
6 en el sentido contrario y 6 de atras para adelante, sobre una superficie lisa y se dej6 solidificar y se
incubaron las cajas a 35° C durante 24 horas, al término de este tiempo se realizé en cada una de

ellas la cuenta de UFC.24



5.1.3 Determinacion de hongos y levaduras.

De cada una de las muestras, se tomaron 0.1mL de las diluciones 104y 10 y se colocaron en las
cajas de Petri con agar Extracto de Malta, el indculo se distribuyd homogéneamente con una varilla
de vidrio estéril en forma de “L"y se incubaron a 28° C, con revisiones a los 3, 4 y 5 dias, al término
de este tiempo se realizé en cada caja la cuenta de UFC.24

5.1.4 Aislamiento de Staphylococcus aureus.

De cada muestra, se tomaron 0.1mL de las diluciones 104y 10- y se colocaron en las cajas de Petri
que contenia Agar Baird Parker, el indculo se distribuyé homogéneamente sobre el agar con una
varilla de vidrio estéril en forma de “L” y se incubaron a 35° C durante 24 horas, al término de este
tiempo se realiz6 la cuenta de UFC de colonias color negro, circulares, convexas, brillantes con
una zona circular opaca y un halo claro alrededor de ésta, que son propias de S. aureus.

Para la confirmacion de S. aureus se realiza la prueba de la enzima coagulasa en donde a las cepas
aisladas caracteristicas de S. aureus son sembradas en caldo BHI. A 0.2 ml de la suspension del
microorganismo que desarrollo en caldo BHI, se le adicionan 0.2 ml de plasma de conejo, que ha
sido previamente diluido volumen a volumen con solucién salina estéril.

Se incuba a bafio maria o en incubadora, entre 35 a 37 °C y observar durante 6 horas en intervalos
de 1 h; en caso de no presentarse la formacion del coagulo prolongar el periodo de observacion
hasta 24 h.

Pueba de la enzima termonucleasa

Calentar 15 min en bafio de agua hirviendo 0.3 ml de la suspensidn del microorganismo que creci6
en caldo BHI, sembrando por estria el cultivo mencionado anteriormente en agar DNA incubando de
35 a 37°C por 24 h., después del periodo de incubacion adicionar colorante azul de orto-toluidina a
las estrias en el agar DNA para observar la formacion de un color rosa brillante en caso de que el

microorganismo posea la enzima termonucleasa



5.1.5 Aislamiento de Serratia sp.

De cada una de las muestras, se tomaron 0.1mL de las diluciones 104y 10 y se colocaron en las
cajas de Petri que contienen agar DNAsa y MacConkey el indculo se distribuyé homogéneamente
sobre el agar con una varilla de vidrio estéril en forma de “L” y se incubaron a 35° C durante 24
horas, al término de este tiempo se realizd la cuenta de UFC de colonias color grisaceas con un
halo amarillo a su rededor y al microscopio se hayan observado bacilos cortos Gram negativos
caracteristicas de Serratias sp. En MacConkey se separaron UFC lactosa positiva (Lac. +) y lactosa
negativa (Lac. -), debido a que el género Serratia puede o no ser fermentador de la lactosa.

5.1.6 Determinacion de Salmonellay Shigella

En condiciones asépticas, se colocaron 25¢g de la ensalada en la bolsa para Stomacher y 225mL de
caldo lactosado, se homogeneizd en el Stomacher por 120 segundos, se colocd en un matraz
Erlenmeyer de 500mL y se incubd a 35° C por 24 horas. Se realizé un enriquecimiento transfiriendo
1mL en caldo Selenito cistina y caldo Tetrationato, se incub6 por 24 horas a 43° C, transcurrido el
tiempo se tomd un indculo con el asa microbioldgica estéril y se distribuyé por estria cruzada
(agotamiento) en Agar Salmonella-Shigella y se incubd a 35° C durante 24 horas. Al termino de éste
se separaron las colonias translucidas planas con un pigmento negro al centro, pequefias, lactosa
negativas que al microscopio fuesen bacilos cortos Gram.negativos presuntivas de Salmonella sp y
Shigella sp.?* Las cepas aisladas se conservaron por repique en Agar Cerebro Corazén y por

congelacion en Caldo BHI con Glicerol al 10%, hasta su uso.

5.2 Caracterizacion de cepas (Método convencional o estandar de oro de pruebas bioquimicas
y Micrométodo).

5.2.1 Identificacion bacteriana por estandar de oro



Preparacion de pruebas bioquimicas: Se prepararon los sustratos de las pruebas bioquimicas en
tubos de 13 X 100 de acuerdo con las instrucciones de las marcas comerciales y Manual de pruebas
bioquimicas de Mac Faddin. 2!

Activacion de cepas e inoculacion de sustratos: Las 51 cepas aisladas de las ensaladas se
activaron en agar soya tripticasa para revisar pureza y viabilidad se incubaron a 35° C por 24 horas
y se sembraron en agar McConkey y se incubaron a 35° C por 24 horas. De cada una de las cepas
se tomo una colonia y se realizaron suspensiones bacterianas en tubos con solucion salina 0.85%
hasta obtener una concentracion del 1 MacFarland, y se inocularon cada uno de los tubos con los
sustratos preparados de acuerdo al cuadro 2.

Cuadro 2. Pruebas bioquimicas utilizadas para el método convencional

Prueba Prueba
Reduccién de Nitratos LIA (lisina)

Rojo de Metilo Voges Proskauer
Utilizacién de Citrato Produccién de Indol
Descarboxilacién de Arginina Descarboxilacién de Ornitina
Kligler (Lac, Gluc,HzS, gas) Desaminacion de Fenilalanina
Hidrélisis de la Urea Produccién de HaS

A los tubos que contenian los sustratos de aminoacido Arginina, Lisina y Ornitina se adicion6 cinco
gotas de aceite mineral, se incubaron todos los tubos a 35° C por 18 a 24 horas. La lectura e
interpretacion de resultados se hizo de acuerdo al manual de pruebas bioquimicas Mac Faddin y del

Manual de Microbiologia Clinica.2!:54

5.2.2 Identificacion bacteriana por Micrométodo
Preparacion de sustratos del método miniaturizado (Micrométodo): Se prepararon los sustratos

de las pruebas bioquimicas a doble concentracion de acuerdo al manual de pruebas bioquimicas



Mac Faddin?' (Anexo 1), donde se observan algunas modificaciones en cuanto a la concentracién y
ajuste de pH. Se emplearon unicamente los medios liquidos para las pruebas que se observan en el
Cuadro 3.

Cuadro 3. Pruebas bioquimicas utilizadas para el micrométodo

Prueba Prueba
Reduccion de nitratos Fermentacion de Arabinosa
Voges-Proskauer Fermentacion de Dulcitol
Produccién de indol Fermentacion de Inositol
Produccion de acido sulfhidrico Fermentacion de Manitol
Hidrolisis de la ureasa Fermentacion de Melibiosa
Utilizacion de citrato Fermentacion de Maltosa
J-galactosidasa Fermentacion de Ramnosa
Descarboxilacién de lisina Fermentacion de Rafinosa
Descarboxilacion de ornitina Fermentacion de Sacarosa
Descarboxilacidn de Arginina Fermentacion de Salicina
Desaminacion de fenilalanina Fermentacion de Sorbitol
Fermentacion de Malonato Fermentacion de Trehalosa
Fermentacion de Glucosa Fermentacion de Xilosa
Fermentacion de Adonitol Fermentacion/Oxidacion de Glucosa
Fermentacion de Lactosa

5.2.3 Preparacion de placa de microtitulacion.

Lavado de placas de microtitulacion: Las placas nuevas se usaron sin esterilizar, las reutilizadas
primero se dejaron remojando en Extran al 10% por 24 horas, posteriormente con un hisopo de
algoddn se lava cada pozo para remover los residuos, se elimina el excedente sacudiendo la placa
en posicion invertida y se enjuagaron con agua potable, se dejaron remojar en agua destilada por 24
horas para eliminar los restos de Extran, se dejaron secar invertidas por media hora y se sacudieron
con cuidado sobre una toalla absorbente, para eliminar los restos de liquido excedente, se coloco

una cubierta de papel Kraft sobre la placa para cubrir los pozos. Las placas se esterilizaron en el



horno de microondas mediante cuatro ciclos a potencia méaxima del horno de microondas, cada ciclo
fue de 1 minuto.

En condiciones asépticas dentro de una campana de flujo laminar vertical VECO se agregaron 100
L de los sustratos por pozo cada uno, en una placa de microtitulacion NUNG de 96 pozos de fondo
plano con una micropipeta de 40 a 200 L Ependorf, se colocaron las placas a -72° C en un ultra
congelador REVCO por 24 horas, se liofilizaron en una liofilizadora LABCONCO por 4 horas a -44° C
y 22 pulgadas de Hg. de presion, se colocaron en bolsas de plastico y se guardaron en un lugar seco
y fresco.

Control de calidad de los sustratos: Para comprobar la actividad enzimatica de los sustratos
preparados para el micrométodo se utilizaron cepas puras obtenidas del CEPARIO de la Facultad de
Quimica donadas por la QFB Maria Antonieta Silva Chavez. Estas fueron utilizadas como controles
positivos (degradacion del sustrato) y negativos (sustratos no degradados) para cada sustrato
determinado. Las cepas empleadas fueron: Proteus vulgaris, E. aerogenes, K. pneumoniae, B.

megaterium, P. aeruginosa y Escherichia coli, de acuerdo con lo que se muestra en el Cuadro 4.

Cuadro 4. Cepas utilizadas como controles para los sustratos en el micrométodo.

Sustrato control + control - Sustrato control + control -
Lisina K. pneumoniae P. vulgaris Lactosa E. coli P. vulgaris
Arginina E. aerogenes E. coli Inositol E. aerogenes E. coli
Ornitina E. aerogenes P. vulgaris Manitol E. aerogenes P. vulgaris
Nitratos E. coli B. megaterium Adonitol K. pneumoniae P. vulgaris
Sulfhidrico P. vulgaris P. aeruginosa Ramnosa E. aerogenes P. vulgaris
VP K. pneumoniae E. coli Arabinosa E. coli P. vulgaris
Indol E. coli E. aerogenes Maltosa E. aerogenes P. vulgaris
ONPG E. coli P. vulgaris Sacarosa P. vulgaris E. coli
Ureasa P. aeruginosa E. coli Trehalosa E. aerogenes B. megaterium
Citrato E. aerogenes E. coli Xilosa E. aerogenes B. megaterium
FDA P. vulgaris E. coli Melibiosa E. aerogenes P. vulgaris
Malonato E. aerogenes E. coli Salicina K. pneumoniae P. vulgaris
Dulcitol K. pneumoniae B. megaterium Sorbitol K. pneumoniae P. vulgaris
Glucosa P. vulgaris B. megaterium




Inoculacién de las placas de microtitulacion con cepas control.

Cada una de las cepas que fueron usadas como controles de la actividad enzimatica se sembraron
en agar cerebro corazon para verificar pureza y viabilidad por 18 a 24 horas a 35° C, de cada una de
ellas se realizo una suspension bacteriana al 1 de Mac Farland y en condiciones asépticas dentro de
la campana de flujo laminar vertical VECO se agregaron 100 L de la suspension realizada por pozo
cada uno donde se encontraba el sustrato liofilizado en las placas de microtitulacion con una
micropipeta de 40 a 200 L Ependorf, sélo a los pozos con lisina, ornitina y arginina se les agregaron
dos gotas de aceite mineral, se incubaron a 35° C por 18 a 24 horas. La interpretacion se realiz6 por

medio del manual de pruebas bioquimicas Mac Faddin.2!



control
e medio

control

medio | de medio |positivo |negativo| | medio | d |positivo |negativo|

-~ 000 - 0O0®
- O@ [~ O®®
- OO® |~ OO
e IEIW) O
medio Idgor?]t;ﬂio|positivo|negat1'vo| | medio |dgorzté%lioIpositivolnegativol
wal @ JEN @ |
- @@ - @D
- PO | - @@
- @@ - PO

control
e medio

|positivo |negativo|

O

Figura 4. Parametro indicativo reaccion positiva/negativa

medio | d

GLUC
OF

Los parametros indicativos de la reaccion positiva y la reaccion negativa se muestran en la figura

4.



Preparacion de inéculo de cepas problema

Las 51 cepas aisladas de las ensaladas se activaron en agar soya tripticasa para revisar pureza y
viabilidad se incubaron a 35° C por 24 horas y se sembraron en agar McConkey y se incubaron a
35° C por 24 horas las cuales se clasificaron en el Cuadro 5.

Cuadro 5. Clasificacion de las cepas aisladas.

No Cepas Abrerv. No Cepas Abrerv.
1 Quimica 1 Q1 27 Disefio 5 t2 D12
2 Quimica 1-2 Q2 28 Disefio 5-4 (1) D13
3 Quimica 2 Q3 29 Disefio 5-4 (2) D14
4 Quimica 3-1 Q4 30 Disefio 54 (3) D15
5 Quimica 3-3 Q5 31 Odontologia 3-1 01
6 Quimica 4-5 Q6 32 Odontologia 3-6 02
7 Quimica 5-5 (1) Q7 33 Odontologia 4-4 03
8 Quimica 5-5 (2) Q8 34 Odontologia 4-1 04
9 Arquitectura 2 A1 35 Odontologia 4-2 05
10 Arquitectura 2-2 (1) A2 36 Odontologia 5-4 06
11 Arquitectura 3-2 A3 37 Odontologia 5-1 07
12 Arquitectura 3-3 Ad 38 Odontologia 5-2 08
13 Arquitectura 4-5 A5 39 Odontologia 5-3 09
14 Arquitectura 5-5 (1) A6 40 Odontologia 5-5 (1) 010
15 Arquitectura 5-5 (2) A7 41 Odontologia 5-5 (2) on
16 Disefio 1-1 D1 42 Ingenieria 1-2 [1
17 Disefio 1-2 D2 43 Ingenieria 4-1 2
18 Disefio 4-4 (1) D3 44 Ingenieria 4-2 13
19 Disefio 4-4 (2) D4 45 Ingenieria 4-5 14
20 Disefio 4-4 (3) D5 46 Ingenieria 5-1 15
21 Disefio 4 t1 D6 47 Ingenieria 5-2 16
22 Disefio 4 t2 D7 48 Ingenieria 5-3 |7
23 Disefio 4-5 (1) D8 49 Ingenieria 5-4 (1) |8
24 Disefio 4-5 (2) D9 50 Ingenieria 5-4 (2) 19
25 Disefio 4-5 (3) D10 51 Ingenieria 5-4 (3) [10
26 Disefio 5 t1 D11

Inoculacién de las placas de microtitulacion con cepas problema.

Para cada una de las placas de microtitulacion con los sustratos liofilizados se adiciond un volumen
de 100 L de la suspension bacteriana 1 Mac Farland de las 51 cepas aisladas de las ensaladas con
una micropipeta multicanal de 100 pL en cada pozo de una linea vertical de la placa, en los pozos

de la otra linea vertical se adicionaron 100 uL de solucidn salina 0.85% estéril, con la finalidad de



obtener una referencia como control de color de medio y de la esterilidad del mismo, a los pozos que
contenian los aminoacidos (arginina, lisina y ornitina) se les adicionaron dos gotas de aceite mineral.

Se cubrid la placa y se incubd a 37° C por 24 horas en una camara de humedad.

Prueba de la oxidasa: Para la prueba de oxidasa se utilizaron cultivos de 24 horas. Cada cepa se
tomd con un palillo estéril y se depositd en un papel filtro, se agregaron dos gotas del reactivo de
oxidasa (Diclorhidrato de tetrametil-p-fenilendiamina al 1%) sobre el papel filtro, un cambio de color

azul se considera positivo, incoloro negativo.

Lectura de resultados: La interpretacion de resultados se realizé por medio del manual de pruebas
bioquimicas Mac Faddin y con el Manual de Microbiologia Clinica.2'54 Para revelar resultados de los
sustratos que lo requirieron, como la prueba de indol, se adicion6 reactivo de Erlich, para la prueba
de V-P se requiri6 de hidrdxido de potasio al 40% y (-naftol al 5%, finalmente al pozo de fenilalanina
se agregd cloruro ferrico al 40%. Todos los reactivos para revelar las pruebas bioquimicas se

prepararon como se indica en el Anexo 2.



RESULTADOS
Se obtuvieron 25 ensaladas de 5 diferentes facultades del campus universitario de la UNAM, de las
cuales se pudo obtener 5 ensaladas de cada una de las facultades (puesto de comida répida de
Quimica, comedor de Disefio, comedor de Arquitectura, comedor de Ingenieria y comedor de

Odontologia).

6.1 Mesdfilos aerobios

En las 25 ensaladas sometidas al anélisis para la determinacién de mesdfilos aerobios se observo
que el promedio en la cuenta de microorganismos pertenecientes a este grupo en las diferentes
facultades fue para los puestos de Quimica de 64 X 105 UFC/g, para Disefio un promedio de 55 X
105 UFC/g, para Ingenieria un promedio 70 X 10% UFC/g, para Arquitectura un promedio de 23 X 10°

UFC/g y para Odontologia un promedio de 22 X 105UFC/g de cada una de las muestras. Tabla 1

6.2 Cuenta de Coliformes Totales

En las 25 ensaladas sometidas al analisis para la determinacién de coliformes fecales se observo
que el promedio por gramo de muestra de alimento en la cuenta de microorganismos pertenecientes
a este grupo en las diferentes facultades revel6 que para Quimica se obtuvo un promedio de 23 X
105 UFC/g, Disefio un promedio de 32 X 10% UFC/g, Ingenieria un promedio de 12 X 105 UFC/g,
Arquitectura un promedio de 25 X 10° UFC/g y Odontologia con un promedio de 16 X105 UFC/g.

Tabla 2



Tabla 1. Resultados para mesdfilos aerobios de los 5 comedores de

diferentes facultades de CU

Ensalada | Cuenta UFC 105 |
Quimica 1 96 UFC/g
Quimica 2 107 UFClg
Quimica 3 57 UFClg
Quimica 4 39 UFC/g
Quimica 5 20 UFClg
[ 64 UFClg
Disefio 1 50 UFClg
Disefo 2 57 UFClg
Disefio 3 83 UFClg
Disefo 4 68 UFClg
Disefio 5 19 UFClg
I 55 UFClg
Ingenieria 1 30 UFClg
Ingenieria 2 34 UFClg
Ingenieria 3 29 UFClg
Ingenieria 4 10 UFClg
Ingenieria 5 250 UFClg
[ 70 UFClg
Arquitectura 1 31 UFClg
Arquitectura 2 26 UFClg
Arquitectura 3 24 UFClg
Arquitectura 4 17 UFClg
Arquitectura 5 18 UFClg
[ 23 UFClg
Odontologia 1 22 UFClg
Odontologia 2 39 UFClg
Odontologia 3 22 UFClg
Odontologia 4 15 UFClg
Odontologia 5 16 UFClg

0

22 UFC/g

I= promedio



Tabla 2. Resultados para Coliformes totales de los 5 comedores de

diferentes facultades de CU

Ensalada | Cuenta UFC X 105 |
Quimica 1 94 UFClg
Quimica 2 104 UFClg
Quimica 3 328 UFClg
Quimica 4 270 UFC/g
Quimica 5 380 UFClg
[ 235 UFC/g
Disefio 1 1 UFClg
Disefo 2 1 UFClg
Disefio 3 1 UFClg
Disefo 4 147 UFClg
Disefio 5 12 UFClg
[ 32 UFC/g
Ingenieria 1 18 UFClg
Ingenieria 2 16 UFClg
Ingenieria 3 26 UFClg
Ingenieria 4 406 UFClg
Ingenieria 5 161 UFClg
[ 125 UFClg
Arquitectura 1 29 UFClg
Arquitectura 2 23 UFClg
Arquitectura 3 34 UFClg
Arquitectura 4 19 UFClg
Arquitectura 5 18 UFClg
[ 25 UFC/g
Odontologia 1 4 UFClg
Odontologia 2 13 UFClg
Odontologia 3 5 UFClg
Odontologia 4 2 UFClg
Odontologia 5 57 UFClg
[ 16 UFClg
I= promedio

6.3 Hongos y Levaduras

En las 25 ensaladas sometidas al andlisis para la determinacion de hongos y levaduras sélo se
observé que hubo desarrollo de microorganismos levaduriformes, el promedio por gramo de muestra
de alimento obtenido en la cuenta de microorganismos pertenecientes a este grupo para las

diferentes facultades fue, para Quimica un promedio de 158 X 105 UFC/g, para Disefio un promedio



de menos de 1 X 105 UFC/g, para Ingenieria un promedio de 35 X 10° UFC/g, para Arquitectura un
promedio de 59 X10° UFC/g y para Odontologia un promedio de 5 X 105 UFC/g de alimento. Tabla

No 3

Tabla 3. Resultados para Hongos y levaduras de los 5 comedores de
diferentes facultades de CU

| Ensalada | Cuenta UFC 105 |
Quimica 1 21 UFClg
Quimica 2 82 UFClg
Quimica 3 1 UFClg
Quimica 4 380 UFClg
Quimica 5 307 UFClg
[ 158 UFClg
Disefio 1 1 UFClg
Disefo 2 1 UFClg
Disefio 3 1 UFClg
Disefo 4 1 UFClg
Disefio 5 1 UFClg
0 1 UFClg
Ingenieria 1 25 UFClg
Ingenieria 2 35 UFClg
Ingenieria 3 17 UFClg
Ingenieria 4 69 UFClg
Ingenieria 5 28 UFClg
[ 35 UFClg
Arquitectura 1 21 UFClg
Arquitectura 2 1 UFClg
Arquitectura 3 1 UFClg
Arquitectura 4 250 UFClg
Arquitectura 5 20 UFClg
[ 59 UFC/g
Odontologia 1 21 UFClg
Odontologia 2 1 UFClg
Odontologia 3 1 UFClg
Odontologia 4 1 UFClg
Odontologia 5 1 UFClg
I 5 UFClg

I= promedio



6.4 Staphylococcus aureus

En las 25 ensaladas procesadas para el andlisis y busqueda de S. aureus, no se observaron
colonias caracteristicas de éste microorganismo en los medios selectivos utilizados.

6.5 Salmonella-Shigella'y Serratia

En las 25 ensaladas procesadas para el analisis y busqueda de los géneros Salmonella, Shigella y
Serratia, se logré aislar y separar 51 cepas sospechosas de los géneros en estudio, de las cuales 28

cepas fueron lactosa positiva y 23 cepas lactosa negativa. Tabla 4

Tabla 4. Colonias aisladas Lac (+) y Lac (-)

Ensalada Numero de colonias Lac + Lac -
sospechosas

Quimica 8 2 6
Disefio 15 11 4
Ingenieria 10 7 3
Arquitectura 7 3 4
Odontologia 11 5 6
total 51 28 23

A todas las cepas lactosa positivas se les realizo pruebas bioquimicas para descartar la presencia
de E. coli, las cepas que se identificaron como este microorganismo se descartaron, las restantes se
procesaron para su identificacion por bioquimicas con el sistema convencional de bioquimicas en
tubo y por el sistema de identificacion miniaturizada (micrométodo) estandarizado en la Facultad de
Quimica.

Para ambos métodos se utilizaron las 51 cepas aisladas en los resultados obtenidos se observé que
por el método convencional y micrométodo 20 cepas pertenecen al género Enterobacter, 10 al
género Klebsiella, 10 al género Acinetobacter, 5 al género Citrobacter, 4 al género Alcaligenes, 1 al

género Aeromonas y 1 al género Psychrobacter tabla 6.




Las especies del género Enterobacter fueron E. sakazakii, E. cloacae, E. agglomerans, E. gergoviae
y E. aerogenes con un porcentaje de aparicion en las ensaladas de 40%, las del género Klebsiella
fueron K. ozaneae, K. pneumoniae, K. ornithinolytica y K. oxytoca con un porcentaje de aparicion en
las ensaladas de 20%, las del género Acinetobacter fueron A. calcoaceticus variedad anitratos, A.
calcoaceticus varidad Iwoffi y A. caviae con un porcentaje de aparicion en las ensaladas de 20%, del
género Citrobacter fueron C. freundii con un porcentaje de aparicion en las ensaladas de 10%, del
género Alcaligenes fueron A. fecalis con un porcentaje de aparicion en las ensaladas de 8% vy los
géneros Aeromonas fueron A. hydrophila y Psycrobacter fueron P. phenilpyruvicus con un porcentaje

de aparicion en las ensaladas de 1%. Figura 5.

Figura 5. Porcentajes de aislamiento de los géneros identificados en las 25
ensaladas
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btenidas por los métodos.
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btenidas por los métodos.
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Continta Cuadro 6. Comparacion de las pruebas bioquimicas obtenidas por los métodos.

L L = L = O O = 1 = L I O I L I e I L e L e L L L = e =L AOW.
HN | + |[&N| + | UN |+ [HN | + YN - [HN | + YN - [HN | - YN - [HN |+ YN[ - JHN |+ W - SYO«
o - =1 HHN | - oM |+ oW |+ oW | - HN |- oM - HN | - oM - HN| + [ HN| - |dN)| - Do CFs
+ HN| T |[dN| =13 - | &N - HN| * | dN - =13 - |dN - =L O = L = L s oW | 7 | dN d05
- M| - | YN - =13 =L - M| + [ YN - =13 - |dN - =13 e =L =1 s =1 i =1 %S
+ |dN| + |&N| + |&N| + |[&N| - [&N] + [&N| - [&N]| + [&N]| - [&N]| + [&HN] - [&N] + | &AN]| - |&N 130
* HN | * =L dHN| * =1 HN | * =L oW | * =L HN | * = LN O K= L oW | T | dN LS
& HN | * =L HN| * =10 dHN | * =10 dHN | * = L =13 - dM | - [dN| + HM | - [ YN H3IdL
+ oW |+ oW+ N[+ dH| - oW+ = 1 N[+ dH| - oW+ dH| - |[dHN| + dN | - | dN VS
S = L = L I I L e = L O = L e = L e = L e = = e = - e = N -1 1%
T |®N| - | dEN N[ + |HN| - YN + ["HN| + JuN| + | MN| - (YN + [MHN| ¢ [UN| + 8N - [YN =kot=1d
+ HN |+ oW+ HN |+ oHH| - oW |+ dHHN| - HN |+ HHN| - [HN |+ HH| - [dN = dHN | - &N Wy
T |dHN | =L =13 B =L =13 B =1 =13 B N | T | dN - N | T |dHN| T N | T | dN NOQY
=1 = L oW | * = L oW | * = L HN | * =L e k=L =L e k=L s =L I =1 MY
- |dN = dHHN| - oW+ oHH| - oW |+ oW+ N = dHHN| - |dN = HHN| - [HN| - dN | + | &N JONI
- |dN - =1 =13 - oW | T |dN 3 oW | T |dN - oW | T |dN - dN| T [dN ~ N | T | dN nd
- |dN - =10 =13 3 =L e k=L B dHM| - (WMt dN| + [WN - =L =LY - HN | - [WdN ¥
- |dN = dH| - SN = dH| - |dN = dH| - |dN = dH| - [dN = dHH| - [dN + dN| - |dN QdNO
+ + | + + + + - - - - + + - - + + - - - - + | + + + | + | + | H340NT19
+ + | + + + + - - - - + + - - + + - - - - + | + + + | + | + | XOOM9
= = = = = = + + + + = = + + = = = = = = + + = = = = dIKO
+ + - - - - - - - - - - - - + + = = + + = = + + + + oroy
+ + + + + + + + = = + + = = = = = = + + = = + + = = o1
+ + + + + + + + + + + + + + + + = = + + + = + + + + NS
= = = = = = + + = = = = + + = = = = = = = = = = = = JHd
+ + + + + + + + + + + + + + + = = = + + + + + + + + 11D
+ + + + + + + + = = + + + + = + = = + + = = + + = = Y3HnN
AE - HE ] EE - EEC ) EE R EE anll
= = + + + + + + = = + + = = + + = = + E = = E + = = di
+ + = = = = = = = = = = = = + = = = = = = = = = = = SZH
+ + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + EON
+ + + + + + + + = = + + + + = + = = + + = = + + + + Oy
+ + + + + + + + = = + + + + + + = = = = = = = = = = NHEHO
+ + + + + + + + + + + + + + + = = = + + + + + + + = SN
W[ O3 W) O3] WW| O3] WIW| O3 W] O3 WW| O3 WI| O3] WW| O3] WIW| O3| W] O3] WIW| O3] WW| O3] WIW| O3 s.08
60 80 L0 90 GO O €0 [4e] 1O cla ¥1d £1id Z1d sedad

NR: prueba No Relizada, EO: Estandar de oro, MM: Micrométodo



Continta Cuadro 6. Comparacion de las pruebas bioquimicas obtenidas por los métodos.
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Tabla 5. Identificacion bacteriana de las cepas aisladas

No muestra Resultados por ambos métodos

1 Q1 Klebsiella ozaenae

2 Q2 Acinetobacter calcoaceticus var. lowffi
3 Q3 Klebsiella ozaenae

4 Q4 Klebsiella pneumoniae

5 Q5 Klebsiella ozaenae

6 Q6 Klebsiella ornithinolytica

7 Q7 Enterobacter gergoviae

8 Q8 Acinetobacter calcoaceticus var. lowffi
9 A1 Klebsiella ozaenae

10 A2 Acinetobacter calcoaceticus var. lowffi
11 A3 Acinetobacter calcoaceticus var. anitratos
12 Ad Enterobacter aerogenes

13 A5 Acinetobacter calcoaceticus var. anitratos
14 A6 Enterobacter agglomerans

15 A7 Klebsiella ozaenae

16 D1 Citrobacter freundii

17 D2 Acinetobacter calcoaceticus var. lowffi
18 D3 Enterobacter agglomerans

19 D4 Enterobacter cloacae
20 D5 Enterobacter cloacae
21 D6 Citrobacter freundii
22 D7 Complejo Aeromonas hydrophila
23 D8 Enterobacter cloacae subespecie cloacae
24 D9 Klebsiella ozaneae
25 D10 Enterobacter cloacae
26 D11 Citrobacter freundii
27 D12 Klebsiella oxytoca
28 D13 Enterobacter sakazaki
29 D14 Acinetobacter caviae
30 D15 Enterobacter sakazaki
31 01 Acinetobacter calcoaceticus var. lowffii
32 02 Enterobacter gergoviae
33 03 Psychrobacter phenilpyruvicus
34 04 Klebsiella pneumoniae
35 05 Alcaligenes faecalis
36 06 Enterobacter cloacae
37 07 Enterobacter cloacae




ContinuaTabla 5. Identificacion de las cepas aisladas

No muestra Resultados por ambos métodos

38 08 Enterobacter cloacae

39 09 Citrobacter freundii

40 010 Allcaligenes faecalis

41 011 Alcaligenes faecalis

42 I1 Acinetobacter calcoaceticus var. lowffii
43 12 Enterobacter cloacae

44 13 Enterobacter cloacae

45 14 Alcaligenes faecalis

46 I5 Enterobacter cloacae

47 |6 Enterobacter cloacae

48 |7 Enterobacter agglomerans

49 18 Alcinetobacter calcoaceticus var. lowffii
50 19 Enterobacter cloacae

51 110 Citrobacter freundii

Tabla 6. Numero de cepas de acuerdo al género aislado

Género No de cepas
Enterobacter 20
Klebsiella 10
Acinetobacter 10
Citrobacter 5
Alcaligenes 4
Aeromonas 1
Psychrobacter 1




7. DISCUSION DE RESULTADOS

7.1 Comparativo general

La interpretacion de resultados se hizo en base a la NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-093-SSA1-
1994, BIENES Y SERVICIOS. PRACTICAS DE HIGIENE Y SANIDAD EN LA PREPARACION DE
ALIMENTOS QUE SE OFRECEN EN ESTABLECIMIENTOS FIJOS, la cual sefiala que el limite
permitido en ensaladas frescas crudas para microorganismos levaduriformes es de 10 UFC/g, para
Mesdfilos aerobios es de 15 x 104 UFC/g y para Coliformes totales es < 100 UFC/g. En la cual
podemos constatar que todas nuestras muestras sobrepasan estos limites ya que tenemos cuentas
de UFC del orden de 10%, lo que hace ver que la contaminacion por estos tipos de microorganismos
en las muestras obtenidas en los diferentes sitios de elaboracion de alimentos del campus
universitario es muy elevada, lo que puede deberse a la falta de higiene, a la manipulacién al
momento de prepararlos y servirlos, por la exposicion al medio ambiente, por la contaminacion de la
materia prima por un mal lavado o desinfectado y finalmente podemos decir que las muestras de
ensaladas que se obtuvieron son de mala calidad sanitaria por toda la contaminaciéon microbiana
presente. Tabla 7.48.49.52,12,28

Tabla 7 Cuenta microbiana en las 25 ensaladas expendidas en los diferentes puestos
de comida del Campus Universitario.

Salmonella sp

Hongos y Coliformes Mesofilos Shigella sp

Levaduras totales aerobios S. aureus | Serratia sp.
Quimica 158 x 105 235x 108 64 x 105 () ()
Disefio <1x10° 32 x 105 55 x 10% () ()
Arquitectura 59 x10° 25x 105 23 x 10° () ()
Ingenieria 35 x 105 125 x 105 70 x 10° () ()
Odontologia 5x10° 16 x 10° 22 x 109 () ()

Una de las determinaciones muy importantes en los alimentos es la presencia de S. aureus, que es

una microorganismo que se encuentra en la piel y vias respiratorias altas de las personas portadoras




sanas, ademas que son agentes causales de una gran variedad de enfermedades, que van desde
infecciones menores en piel como forunculos, ampollas y abscesos cutdneos hasta enfermedades
que pueden poner en peligro la vida humana como la neumonia, meningitis, endocarditis, sindrome
del shock toxico (SST) y sepsis. Si bien es cierto que en la NOM-093-SSA1-1994 no se establecen
cuentas limites para la determinacion de S. aureus en ensaladas si creemos conveniente su
determinacion debido a que el 50% de la poblacion es portadora de este microorganismo y si en la
preparacion o manipuleo el personal no tiene el cuidado o la higiene necesaria podria contaminar el
alimento con S. aureus. La NOM-115-SSA1-1994 BIENES Y SERVICIOS. METODO PARA LA
DETERMINACION DE STHAPYLOCOCCUS AUREUS EN ALIMENTOS, establece el rango
adecuado para el andlisis de alimentos en los cuales se esperen mas de 100 células de
Staphylococcus aureus por gramo de muestra.

En nuestro estudio no se observd desarrollo de este microorganismo por lo que no fue necesario
hacer célculos de cepas patégenas por gramo de muestra, por lo tanto todas las muestras
analizadas estan libres de S. aureus y cumplen con las especificaciones permitidas por la norma
anteriormente mencionada Tabla 7.%0. 1

El aislamiento e identificacion de bacilos Gram negativos especialmente los pertenecientes a la
familia Enterobacteriaceae cumplen un papel muy importante sobre todo de aquellos miembros
causantes de problemas digestivos, como es el caso de Salmonella sp y de Shigella sp que pueden
ser transferidos a un humano por medio de los alimentos, por lo que la reglamentacion
gubernamental establecié la norma NOM-114-SSA1-1994 BIENES Y SERVICIOS. METODO PARA
LA DETERMINACION DE SALMONELLA-SHIGELLA EN ALIMENTOS la que indica que dichos
patégenos no deben estar presentes en 25g de alimento, en lo que se refiere a nuestro estudio
ninguna de las 51 cepas aisladas de las 25 ensaladas se determind como Salmonella sp o Shigella

sp, por lo que las 25 ensaladas cumplen con esta norma.



En lo que se refiere al género Serratia hay algunos reportes que las asocian con infecciones
gastrointestinales en personas inmunodeprimidas producto del consumo de ensaladas frescas, esto
es debido a que en un estudio a la comida y la flora bacteriana de las manos del personal encargado
de las cocinas de un Hospital de Costa Rica se encontré que el 100% de las muestras para
ensaladas crudas tenian algun tipo de contaminacion, mientras que en los aislados de la flora
bacteriana el 1,74% correspondia al género Serratia, esto hace pensar que la contaminacion del
alimento proviene de la falta de higiene al momento de la manipulacién de éste’” , ademas el uso de
aguas tratadas como riego aumenta la probabilidad de contaminacidn de los vegetales comestibles
con este género de ahi la necesidad de buscar Serratia en alimentos frescos 74 7. 76, En nuestro
estudio con las 25 ensaladas analizadas no se aislé ni se identifico al género Serratia.

También es importante mencionar que a pesar de que se cumplen las normas en algunas de estas
muestras, existe una contaminacion muy elevada de microorganismos para las pruebas realizadas,
esto es debido quiza a la manipulacion y transporte del alimento, falta de higiene al prepararlo;

debido a eso podemos concluir que la calidad sanitaria de las muestras es mala.

7.2 Identificacion bacteriana por ambos métodos

El micrométodo es un sistema de identificacion bacteriana especificamente de bacilos Gram
negativos implementado y estandarizado en el Cepario de la Facultad de Quimica (Rojo y cols 2002)
este sistema sdlo fue probado con cepas tipo y lo que se pretendid en este estudio es compararlo
con un estandar de identificacion microbiana, como lo es el sistema convencional de identificacion
bacteriana de bioquimica en tubo (estandar de oro).5

Las identificaciones obtenidas por el micrométodo de las 51 cepas fueron comparadas con las
obtenidas por método convencional, dando como resultado una similitud al 100% en la identidad de

los microorganismos por ambos métodos.



Es muy importante mencionar que la diferencia en los resultados para los sustratos utilizados en
ambos métodos es minima y puede realizarse una lectura de resultados para ambas técnicas
confiable por lo que se puede obtener informacion similar acerca el tipo de microorganismo con el
que se trabaja a fin de identificar microorganismos llegando a la misma conclusion en ambos
métodos.>* Cuadro 7.

Cuadro 7. Diferencias entre ambos los métodos Estandar de oro y Micrométodo

No muestra Diferencias por ambos métodos
1 A3 Gluc fer /oxid / gluc / cit
2 A4 arg / lac/ rojo de metilo
3 AB Indol
4 Q3 lac / arg
5 Q4 lis / it/ lac
6 Q7 Indol
7 D1 urea / indol
8 D2 gluc/ urea / H2S
9 D7 cit/ VP
10 D8 Ornitina
11 D10 Ornitina
12 D12 Lis
13 D14 Gluc
14 02 cit / urea/ H2S / lis / arg
15 010 Cit
16 11 cit/ Phe
17 12 Urea

18 13 VP

19 14 Urea

20 16 arg / urea

21 7 ornitina / arg

Dentro de la familia de las Enterobacteriaceae encontramos al género Enterobacter, este género
esta presente con un 40% de existencia en nuestras cepas identificadas, esto es debido a que se
encuentran libremente en el suelo, vegetales frescos y crudos y en el agua utilizada para cultivos,
este tipo de género es causante de las infecciones oportunistas. Partiendo del intestino del paciente,
también pueden colonizar otras regiones corporales y causar infecciones graves. Las infecciones

mas frecuentes son las renales y de las vias urinarias, respiratorias, cutaneas y de partes blandas,



asi como sepsis y meningitis. Algunos ejemplos de los factores de riesgo son la litiasis y la
inmunodepresion. .57

Por otro lado desde el punto de vista de la medicina humana, los representantes mas importantes
del género Enterobacter son E. cloacae y E. aerogenes, en nuestro estudio encontramos las
especies E. agglomerans, E. gergoviae y E. sakazakii %

E. sakazakii es un microorganismo con una elevada capacidad de formar biofilms en superficies
Enterobacter sakazakii, no es un fecal, por lo tanto no crece bien a temperaturas superiores a 40 ° C.
Sin embargo, a 10° C manifiesta una elevada actividad celular, de forma que tras 5 horas a esta
temperatura pueden evidenciarse elevados niveles de contaminacidn. A temperatura ambiente (entre
20 y 25 ° C) es capaz de duplicarse cada 40 minutos, lo que da una idea de su capacidad de
multiplicacion. 56

Estos datos indican que el vehiculo de transmision es mas de tipo ambiental que fecal. Asi, se ha
demostrado que se trata de un microorganismo con una elevada capacidad para formar biopeliculas
en superficies. En estos casos, el aire es uno de los vehiculos de diseminacién mas importantes. El
problema aqui es la localizaciéon de los focos de contaminacion. Una pauta de actuacién es la
busqueda de las superficies humedas o semi-humedas, puesto que el microorganismo dificilmente
crecera en ausencia de agua. %

Enterobacter gergoviae es un patdgeno muy raro en los humanos %. Las infecciones por ésta
especie se han asociado frecuentemente a la existencia de factores de riesgo, como son la
inmunosupresion, la utilizacién previa de antimicrobianos. También se ha relacionado con estancias
prolongadas en el hospital, especialmente en las unidades de vigilancia intensiva 5.

Los nifios pequefios son especialmente susceptibles de presentar infecciones por estas especies de

Enterobacter, pudiendo presentar meningitis neonatal.



Enterobacter agglomerans causa fundamentalmente infecciones nosocomiales, aunque también se
han descrito casos de meningitis neonatal y de artritis séptica. Puede crecer en medios ricos en
glucosa, por lo que ocasionalmente produce infecciones relacionadas con la infusién intravenosa de
sueros, que pueden originar brotes de bacteriemia en los hospitales . Se ha referido un aumento de
las resistencias de este microorganismo a los antibi6ticos betalactdmicos, lo que puede motivar el
empleo de los carbapenemes en ciertos casos 6162,

Otro de los géneros encontrados dentro de la familia Enterobacteriaceae es el género Klebsiella que
esta representado por el 20% de las cepas identificadas en nuestro estudio, este tipo de género se
encuentra presente debido a que este tipo de microorganismos pueden ser recolectados de
ambientes naturales tales como tierra, el agua fresca, vegetales donde residen normalmente como
microflora y también pueden ser recolectados de las heces de los individuo, en alrededor del 30% de
la poblacion sana se encuentran en el tracto gastrointestinal o en las vias respiratorias superiores.
Las enfermedades provocadas por Klebsiella son principalmente neumonia (neumonia de
Friedlander), sepsis e infeccion urinaria. No obstante, en ocasiones también pueden provocar
endocarditis, meningitis, enteritis o infecciones de partes blandas. 63

Los representantes mas importantes son Klebsiella pneumoniae y Klebsiella oxytoca. Otra especie
con importancia en medicina humana es Klebsiella ozaenae y forma parte de los patogenos
habituales en las infecciones nasofaringeas. 64.66

Klebsiella pneumoniae es la especie de mayor relevancia clinica dentro del género bacteriano
Klebsiella, desempefia un importante papel como causa de las enfermedades infecciosas
oportunistas, dentro de este género bacteriano, esta implicada principalmente en infecciones
nosocomiales. Es el agente causal de infecciones del tracto urinario, neumonias, sepsis, infecciones

de tejidos blandos e infecciones de herida quirdrgica. 8



Citrobacter es otro de los géneros presentes dentro de la familia de las Enterobacteriaceae, la cual
estd representada por el 10% de las cepas identificadas en nuestro estudio, al igual que
Enterobacter y Klebsiella este tipo de microorganismos se encuentran en alimentos, suelos, agua,
verduras Y el tracto intestinal, residen en estos como microflora, de tal manera son causantes de
enfermedades gastrointestinales infecciones importantes, especialmente en huéspedes
inmunodepresivos, por lo que es comun al igual que los dos géneros anteriores ser encontrado en
nuestro estudio, en este caso s6lo se encontrd Citrobacter freundii.

La familia de Moraxellaceae esta representada en nuestro grupo de estudio por el 21% de las cepas
identificadas de las cuales son pertenecientes al género Acinetobacter y Psychrobacter. Dichos
géneros se encuentran presentes debido a que en el caso de Acinetobacter es frecuentemente
aislado en infecciones nosocomiales especialmente en las unidades de cuidados intensivos, donde
tanto los casos esporadicos como los epidémicos y endémicos son comunes 7. 88, A baumannii es
una causa frecuente de neumonia nosocomial, sobre todo asociada con la ventilacion mecanica.
Puede causar otras infecciones incluidas infecciones de la piel y de la heridas, bacteriemia y
meningitis, pero A. Iwoffi es el principalmente responsable de este ultima.®

En el caso de Psychrobacter su habitat es el ambiente en general, pero es mas abundante en la
region nasofaringea de algunos animales, como los bovinos, usualmente reside en las vias
respiratorias, pero puede acceder al aparato respiratorio en pacientes con trastornos pulmonares
cronicos o inmunodeficientes, ocasionando traqueobronquitis neumonia.”®

La familia Alcaligenaceae esta representada en nuestro grupo de estudio por el 8% de las cepas
identificadas de las cuales son pertenecientes al género Alcaligenes que se encuentran en el suelo
con ambiente humedo y el agua. En el caso de A. faecalis forma parte de la flora saprofita de la piel

y el tracto gastrointestinal, normalmente es considerada como un patégeno oportunista en pacientes



con factores predisponentes para desarrollar infecciones (inmunosupresion, diabetes, alcoholemia)

71,72,73



CONCLUSIONES

No se encontro presencia de los patogenos Serratia sp, Salmonella sp, Shigella sp y
Staphylococcus aureus en las muestras analizadas.

La técnica del micrométodo puede ser aplicada para la identificacion de microorganismos
patégenos en un alimento (en este caso ensaladas).

La técnica del micrométodo permite obtener resultados confiables comparados con el
método tradicional.

Con el micrométodo utilizamos un numero mayor de sustratos pero a menor costo que a
diferencia del método estandar de oro donde se utilizan menos sustratos, con mayor
volumen de reactivos y por lo tanto con mayor costo.

La técnica del micrométodo es mas sencilla de realizar y ocupa menos espacio que la
técnica de estandar de oro.

Con el micrométodo se puede obtener mas rapidamente informacion acerca el tipo de

microorganismo con el que se trabaja debido a la gran cantidad de sustratos utilizados.

La calidad sanitaria de las ensaladas analizadas es mala ya que se presentan cuentas de
UFC para hongos y levaduras, mesofilos aerobios y coliformes totales por arriba del lo

permitido en las normas respectivas.
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ANEXO 1

ELABORACION DE SUSTRATOS BIOQUIMICOS EMPLEADOS EN EL MICROMETODO

Reduccion de Nitratos:

Ingredientes:
- Extracto de carne 0.06g
- Peptona 0.10g
- Nitrato de potasio (KNO3) 0.02g
- Agua destilada pH=7.0 + 0.05 10.0 mL
Preparacion:

Pesar exactamente las cantidades, disolver con agua destilada y calentar suavemente hasta ebullicion.
Dejar enfriar y tomar el pH con un potenciometro y ajustar el pH de 7.06 + 0.01.

Esterilizar en autoclave a 121 °C, 15 libras, por 15 minutos, tambien puede esterilizarse por filtracion
mediante un filtro millipore con membrana de 0.45 um esteril.

Realizar la prueba de esterilidad colocando el medio en estufa a una temperatura de 35 °C + 2 °C por 18 a
24 horas.

Interpretacion:
Reactivos para revelar la reaccion

1) Reactivo A (I-naftilamina 0.5%)

2) Reactivo B (acido sulfanilico 0.8%)
Adicionar unas gotas del reactivo A y una gota del reactivo B al pozo que contiene este medio.
Reaccion positiva (+): color rojo en el medio o la superficie (formacion de un compuesto diazoico).
Reaccion negativa (-): incoloro
Reaccion negativa (-): una vez que fue incolora, adicionar polvo de Zinc, la coloracion cambia a rojo.

Voges-Proskauer:

Ingredientes:
- Polipeptona 0.14g
- Glucosa 0.10g
- Fosfato Dipotasico (K2HPO4) 0.10g
- Agua destilada pH=7.0 + 0.05 10.0 mL

Preparacion:
Pesar exactamente las cantidades, disolver con agua destilada y calentar suavemente hasta ebullicion.
Dejar enfriar y tomar el pH con un potenciometro y ajustar el pH de 6.89 + 0.01.



Esterilizar en autoclave a 121 °C, 15 libras, por 15 minutos, tambien puede esterilizarse por filtracion
mediante un filtro millipore con membrana de 0.45 um esteril.

Realizar la prueba de esterilidad colocando el medio en estufa a una temperatura de 35 °C + 2 °C por 18 a
24 horas.

Interpretacion:
Reactivos para revelar la reaccion
1) [-naftol al 5%
2) Hidroxido de potasio (KOH) al 40%
Adicionar unas gotas de KOH y una gota de [-naftol
Reaccion positiva (+): color rojo en la superficie del medio o a sus orillas indicando presencia de acetoina
Reaccion negativa (-): no cambia de color la superficie del medio

Produccion de Indol:

Ingredientes:
- Peptona de Caseina* 0.4g
- Cloruro de Sodio 0.10g
- Agua destilada pH=7.0 + 0.05 10.0 mL
Preparacion:

Pesar exactamente las cantidades, disolver con agua destilada y calentar suavemente hasta ebullicion.
Dejar enfriar y tomar el pH con un potenciometro y ajustar el pH de 7.02 + 0.01.

Esterilizar en autoclave a 121 °C, 15 libras, por 15 minutos, tambien puede esterilizarse por filtracion
mediante un filtro millipore con membrana de 0.45 um esteril.

Realizar la prueba de esterilidad colocando el medio en estufa a una temperatura de 35 °C + 2 °C por 18 a
24 horas.

Interpretacion:
Reactivos para revelar la reaccion
Reactivo de Erlich
Adicionar dos gotas del reactivo al micropozo
Reaccidn positiva (+): color rojo o un anillo rojo en la superficie del medio
Reaccion negativa (-): incoloro o ligeramente amarilla

* La caseina contiene 1.2 g de triptofano por cada 100g

Produccién de Acido Sulfhidrico:

Ingredientes:
- Extracto de carne 0.06g
- Extracto de Levadura 0.06g

- Peptona de Caseina 4.00g



- Lactosa 2.00g

- Sacarosa 2.00g

- Glucosa 0.20g

- Tiosulfato de Sodio 0.06g

- Sulfato férrico 0.04g

- Cloruro de sodio 0.02g

- Rojo de fenol 0.00469
- Agua destilada pH=7.0 + 0.05 10.0 mL

Preparacion:

Pesar exactamente las cantidades, disolver con agua destilada y calentar suavemente hasta ebullicion.
Dejar enfriar y tomar el pH con un potenciometro y ajustar el pH de 7.10 + 0.01.

Esterilizar por filtracion mediante un filtro millipore con membrana de 0.45 um esteril.

Realizar la prueba de esterilidad colocando el medio en estufa a una temperatura de 35 °C + 2 °C por 18 a
24 horas.

Interpretacion:

Reaccion positiva (+): se observa ennegrecimiento dentro del micropozo
Reaccion negativa (-): no hay cambio del medio

Reaccion de la Ureasa de Christensen:

Ingredientes:
- Peptona 0.002g
- Cloruro de sodio 0.010g
- Fosfato monopotasico (KH2PO4) 0.004g
- Glucosa (dextrosa) 0.002g
- Urea (20%) 4.00g
- Rojo de fenoal 0.00269
- Agua destilada pH=7.0 + 0.05 10.0 mL
Preparacion:

Pesar exactamente las cantidades, disolver con agua destilada, No calentar por que se descompone la
Urea.

Tomar el pH con un potenciometro y ajustar el pH de 6.80 + 0.01.

Esterilizar por filtracion mediante un filtro millipore con membrana de 0.45 um esteril.

Realizar la prueba de esterilidad colocando el medio en estufa a una temperatura de 35 °C + 2 °C por 18 a
24 horas.

Interpretacion:
Reaccion positiva (+): cambio de color del medio a un naranja intenso a rojo rosado intenso
Reaccion negativa (-): no hay cambio del medio naranja tenue



Utilizacion de Citrato de Simmons:

Ingredientes:

- Sulfato de magnesio (MgSO4) 0.004g

- Monofosfato de amonio (NH4)H2PO4  0.02g

- Fosfato dipotasico (K2HPO4) 0.02g

- Citrato de sodio 0.04g

- Azul de Bromotimol 0.00169

- Agua destilada pH=7.0 + 0.05 10.0 mL
Preparacion:

Pesar exactamente las cantidades, disolver con agua destilada y calentar suavemente hasta ebullicion.
Dejar enfriar y tomar el pH con un potenciometro y ajustar el pH de 6.93 + 0.0.

Esterilizar por filtracion mediante un filtro millipore con membrana de 0.45 um esteril.

Realizar la prueba de esterilidad colocando el medio en estufa a una temperatura de 35 °C + 2 °C por 18 a
24 horas.

Interpretacion:

Reaccion positiva (+): se observa un color verde bandera fuerte a un azul intenso.
Reaccion negativa (-): no hay cambio del medio verde tenue

Prueba de la [-galactosidasa (ONPG):

Ingredientes:

- Agua peptonada
Peptona (neopeptona) 0.20g
Cloruro de sodio 0.10g
Agua destilada 10.0 mL

- Solucion ONPG
ONPG 0.12g
Agua destilada 10.0 mL

Preparacion:

Buffer de fosfato de sodio 0.01M pH 7.5: adicionar 1.38 g de Na2HPO4, a 10 mL de agua destilada,
disolver y mezclar. Ajustar pH con solucion de hidroxido de sodio 5N.

Solucion ONPG: se disuelve a temperatura ambiente y se esteriliza por filtracion con membrana millipore
de 0.45 um. cubrir el tubo con papel aluminio para evitar la exposicién de la luz.

Agua peptonada: se colocan los ingredientes en un matraz erlenmeyer de 50 mL y se disuelve por
calentamiento, se ajusta el pH = 8.0 a 8.4. Hervir 10 minutos aproximadamente, filtrar y reajustar el pH
7.40. Esterilizar por autoclave 115 °C por 20 minutos.

Asépticamente se adiciona 1 parte de solucion ONPG y 3 partes de agua peptonada, en un tubo estéril. Se
cubre el tubo con papel aluminio.

Realizar la prueba de esterilidad colocando el medio en estufa a una temperatura de 35 °C + 2 °C por 18 a
24 horas.



Interpretacion:
Reaccion positiva (+): se observa una coloracion de ligeramente amarilla a amarilla
Reaccion negativa (-): incoloro

Descarboxilacion de aminoacidos
Lisina Descarboxilasa:

Ingredientes:
- L-Lisina (2%) 0.4g
- Base de Mouller (BBL) 0.210g
- Agua destilada pH=7.0 + 0.05 10.0 mL
Preparacion:

Disolver la Base de Mouller en el agua destilada, calentar si es necesario.

Dejar enfriar. Adicionar aminoacido L-Lisina

Tomar el pH con un potenciémetro y ajustar el pH de 5.93 + 0.01.

Esterilizar por filtracion mediante un filtro millipore con membrana de 0.45 um estéril y un tubo estéril.
Realizar la prueba de esterilidad colocando el medio en estufa a una temperatura de 35 °C + 2 °C por 18 a
24 horas.

Interpretacion:

Reaccion positiva (+): se observa un color violeta intenso o violeta tenue
Reaccion negativa (-): un color amarillo tenue o0 no hay cambio del medio lila tenue

Ornitina Descarboxilasa:

Ingredientes:
- L-Ornitina (2%) 0.4g
- Base de Mouller (BBL) 0.210g
- Agua destilada pH=7.0 + 0.05 10.0 mL
Preparacion:

Disolver la Base de Mouller en el agua destilada, calentar si es necesario.

Dejar enfriar. Adicionar aminoacido L-Ornitina

Tomar el pH con un potenciémetro y ajustar el pH de 5.95 + 0.01.

Esterilizar por filtracion mediante un filtro millipore con membrana de 0.45 um estéril y un tubo estéril.
Realizar la prueba de esterilidad colocando el medio en estufa a una temperatura de 35 °C + 2 °C por 18 a
24 horas.

Interpretacion:
Reaccion positiva (+): se observa un color violeta intenso o violeta tenue
Reaccion negativa (-): un color amarillo tenue o0 no hay cambio del medio lila tenue



Arginina Descarboxilasa:

Ingredientes:
- Arginina (2%) 0.4g
- Base de Mouller (BBL) 0.210g
- Agua destilada pH=7.0 + 0.05 10.0 mL
Preparacion:

Disolver la Base de Mouller en el agua destilada, calentar si es necesario.

Dejar enfriar. Adicionar aminoacido Arginina

Tomar el pH con un potenciémetro y ajustar el pH de 5.91 + 0.01.

Esterilizar por filtracion mediante un filtro millipore con membrana de 0.45 um estéril y un tubo estéril.
Realizar la prueba de esterilidad colocando el medio en estufa a una temperatura de 35 °C + 2 °C por 18 a
24 horas.

Interpretacion:

Reaccion positiva (+): se observa un color violeta intenso o violeta tenue
Reaccion negativa (-): un color amarillo tenue o0 no hay cambio del medio lila tenue

Lisina Descarboxilasa:

Ingredientes:
- DL-Fenilalanina (2%) 0.4g
- Extracto de levadura 0.06g
- Glucosa (dextrosa) 0.02g
- Rojo de fenoal 0.00049
- Agua destilada pH=7.0 + 0.05 10.0 mL

Preparacion:

Disolver los ingredientes con el agua destilada, calentar suavemente, hasta completa disolucion.

Tomar el pH con un potenciometro y ajustar el pH de 6.55 + 0.01.

Esterilizar por filtracion mediante un filtro millipore con membrana de 0.45 um esteril.

Realizar la prueba de esterilidad colocando el medio en estufa a una temperatura de 35 °C + 2 °C por 18 a
24 horas.

Interpretacion:

Reactivo para revelar la reaccion

Reactivo de Cloruro ferrico (FeCI3) al 10%

Adicionar dos gotas del reactivo al micropozo

Reaccion positiva (+): se observa un color verde a verde oscuro

Reaccion negativa (-): no hay cambio del medio o del reactivo, nranja ambos



Utilizacion de Malonato:

Ingredientes:
- Malonato de sodio 0.06g
- Extracto de levadura 0.02g
- Sulfato de amonio (NH4)2S04 0.04g
- Fosfato de potasio (K2HPO4) 0.012g
- Fosfato monopotasico (KH2PO4) 0.008g
- Cloruro de sodio (NaCl) 0.04g
- Glucosa (dextrosa) 0.0050g
- Azul de bromotimol 0.0006g
- Agua destilada pH=7.0 + 0.05 10.0 mL

Preparacion:

Pesar exactamente las cantidades, disolver con agua destilada y calentar suavemente hasta ebullicion.
Dejar enfriar y tomar el pH con un potenciometro y ajustar el pH de 6.80 + 0.1.

Esterilizar por autoclave a 121 °C por 15 minutos o por filtracion mediante un filtro millipore con membrana
de 0.45 um esteril.

Realizar la prueba de esterilidad colocando el medio en estufa a una temperatura de 35 °C + 2 °C por 18 a
24 horas.

Interpretacion:
Reaccion positiva (+): se observa un color verde tenue a un azul intenso.
Reaccion negativa (-): no hay cambio del medio ligeramente amarillo

Fermentacidn de Carbohidratos (GLU, ADO, ARA, DUL, INO, LAC, MAN, MEL, RAM, MAL, RAF, SAC,
SAL, SOR, TRE, XIL):

Ingredientes:
- Peptona de caseina 0.29
- Cloruro de sodio 1.0g
- Carbohidrato (1.5%) 0.30g
- Rojo de fenol 0.0004g
- Agua destilada pH=7.0 + 0.05 10.0 mL

Preparacion:
Pesar exactamente las cantidades, disolver con agua destilada y calentar suavemente hasta ebullicion.
Dejar enfriar y tomar el pH con un potenciometro

Carbohidrato pH Carbohidrato pH Carbohidrato pH
Glucosa (GLU) 7.42 Inocitol (INO) 7.25 Rafinosa (RAF) 7.36
Lactosa (LAC) 7.25 Manitol (MAN) 7.23 Sacarosa (SAC) 7.25
Adonitol (ADO) 7.25 Melibiosa (MEL) 7.23 Salicina (SAL) 7.41
Arabinosa (ARA) 7.29 Maltosa (MAL) 7.25 Trehalosa (TRE) 713
Dulcitol (DUL) 7.25 Ramnosa (RAM) 7.22 Xilosa (XIL) 7.23




Esterilizar por filtracion mediante un filtro millipore con membrana de 0.45 um esteril.
Realizar la prueba de esterilidad colocando el medio en estufa a una temperatura de 35 °C + 2 °C por 18 a
24 horas.

Interpretacion:

Reaccion positiva (+): se observa un color amarillo tenue a amarillo fuerte
Reaccion negativa (-): no hay cambio del medio o se observa un color rosa-rojizo

Solucioén salina 0.85% estéril:

Pesar 0.85 g de Cloruro de sodio, disolver en agua y llevar a volumen de 100 mL, esterilizar en autoclave a
121 °C por 15 minutos.

Camara de humedad

Caja pequefia de polietileno de alta densidad, con un vaso de agua dentro de la caja.



ANEXO 2
ELABORACION DE REACTIVOS REVELADORES

+¢ Determinacion de Nitratos
Reactivo A: [-naftilamina 0.5%
Disolver 0.5 g de [-naftilamina, en una solucion de &cido acético 5N y llevar a volumen en
un matraz volumétrico de 100 mL, mezclar.
Reactivo B: Acido Sulfanilico 0.8%
Disolver 0.8 g de acido sulfanilico en una solucion de &cido acético 5N y aforar en un
matraz volumétrico de 100 mL, mezclar.
Ambos reactivos conservarlos en recipiente de color ambar, bien rotulados.

++ Determinacion de Voges-Proskauer
Reactivo 1) [-naftol al 5%
Disolver 5 g de [-naftol en alcohol etilico absoluto, en un matraz volumétrico de 100 mL,
llevar a volumen con el mismo disolvente, mezclar.
Reactivo 2) Hidréxido de Potasio (KOH), al 40%, agente oxidante.
Disolver 40 g de hidroxido de potasio en agua destilada y aforar a 100 mL en un matraz
volumétrico.

+»» Determinacion de Indol
Reactivo de Erlich
Disolver 2g de p-dimetilamino-benzaldehido en 140 mL de alcohol etilico absoluto,
adicionar lentamente 40 mL de &cido clorhidrico concentrado.

+»+ Determinacién de Fenilalanina
Reactivo de Cloruro Férrico (FeClI3) al 10%
Adicionar 10g de cloruro férrico, en un matraz volumétrico de 100 mL, disolver con agua y
llevar a volumen con el mismo disolvente, mezclar.



ANEXO 3
FUNDAMENTO DE MEDIOS DE CULTIVO.

AGUA PEPTONADA.

Composicion (g / litro):

Peptona de carne 10.0

Cloruro de sodio 50

pH final 7.240.2.
Medio utilizado como diluyente, ademés para enriquecimiento bacteriano a partir de alimentos y otros
materiales de interés sanitario. Recomendado para ser utilizado en lugar de solucion fisiologica para
recuperar células de enterobacterias dafiadas por procesos fisicoquimicos a que ha sido sometido el

alimento.23. 30

AGAR BAIRD PARKER:

Composicion (g / litro):

Peptona de caseina 10.0
Extracto de carne 5.0
Extracto de levadura 1.0
Piruvato de sodio 10.0
Glicina 12.0
Cloruro de litio 5.0
Agar - agar 15.0

pH final 6.8+0.2.
Medio para aislamiento y diferenciacién de estafilococos en alimentos y materiales farmacéuticos. Este
medio de cultivo contiene cloruro de litio y telurito para la inhibicion de la flora acompanante, en tanto que
el piruvato y la glicina actuan favoreciendo selectivamente el crecimiento de estafilococos. Sobre el medio
de cultivo, opaco por su contenido en yema de huevo, las colonias de estafilococos muestran dos
caracteristicas: por lipdlisis y protedlisis, se producen halos y anillos caracteristicos y, debido a la reduccion

del telurito a teluro, se desarrolla una coloracion negra. La reaccion con la yema de huevo y la reduccion



del telurito se presentan en notables paralelismo con la coagualasa-positiva y, por tanto, utilizarse como

indice de ésta ultima.23.30

Interpretacion:

Microorganismos Colonias

Staphylococcus aureus Negras, luminosas, convexas, con borde estrecho blanquecino,
rodeada por un halo claro de 2 - 5 mm de diametro

Staphylococcus epidermidis | Negras, luminosas, pero de forma irregular. Zona opaca alrededor

Micrococcus Colonias marrones a negras.
Bacillus Pardo-oscuro, mates, presencia a veces de un halo de precipitacion
Levaduras Blancas, sin halos de clarificacion

CALDO INFUSION CEREBRO CORAZON (BHI):

Composicion (g / litro):

Infusién de cerebro 12.5
Infusién de corazén 5.0
Proteosa — peptona 10.0
D(+) - glucosa 2.0
Cloruro de sodio 5.0
Fosfato monobasico 2.5

pH final 7.4+0.2.

Medio adecuado para el cultivo de bacterias exigentes como estreptococos, neumococos y otros
microorganismos de dificil desarrollo. Los nutrientes de este caldo son muy apropiados para los
hemocultivos , ya que en esta infusion se desarrollan todas las especies de estreptococos excepto los tiol y
piridoxal dependientes. Los estreptococos que crecen en esta infusion suelen dar mejores reacciones en la
prueba de coagulasa. Con el agregado de 20 Ul de penicilina y 100 §/ml de amikacina, se inhibe la flora

bacteriana cuando se utiliza este medio para el cultivo de hongos patégenos.2?



Interpretacion:

Microorganismo Recuperacion
Neisseria meningitidis Buena a excelente
Streptococcus pyogenes Buena a excelente
Streptococcus pneumoniae Buena a excelente

CALDO SELENITO CISTINA:

Composicion (g / litro):

Peptona de caseina 5.0
L(-)-Cistina 0.01
Lactosa 4.0
di-sodio hidrogenofosfato 2.0
Selenito de sodio 4.0

pH final 7.0£0.2.

Para enriquecimiento de Salmonella a partir de heces, alimentos y otros materiales. El selenito inhibe el
crecimiento de bacterias coliformes y enterococos en las primeras 6-12 horas que siguen al inicio de la
incubacion. Después, el efecto inhibidor disminuye lentamente. Por lo contrario, Salmonella, Shigella,

Shigella sonnei, Proteus y Pseudomona apenas son inhibidos.23. 30

Interpretacion:

Microorganismos Recuperacion
Salmonella thyphymurium Buena
Salmonella cholerasuis Buena
Salmonella typhi Buena
E. coli Sin/ poco crecimiento




CALDO TETRATIONATO:

Composicion (g / litro):

Peptona de caseina 2.5
Peptona de carne 2.5
Mezcla de sales biliares 1.0
Carbonato de calcio 10.0
Tiosulfato de sodio 19.0

pH 8.4£0.2.

Aditivos: yoduro de potasio 5.0, yodo 6.0, verde brillante 0.01

Para el enriquecimiento de Salmonella, a partir de diversos materiales de investigacion. El tetrationato
reprime a coliformes y a otras bacterias de acompafiamiento, en parte por accién conjunta con el tiosulfato
excedente. En cambio, todas las bacterias reductoras de tetrationato, como, por ejemplo, Salmonella y
Proteus, pueden multiplicarse mas o menos sin obstaculos. El acido procedente de la reduccion del
tetrationato es neutralizado por el carbonato de calcio. Las sales biliares inhiben considerablemente a
todos los microorganismos de presencia no obligatorio en el intestino. La adicion de Verde brillante sirve,
sobre todo, para reprimir a la flora gram-positiva. Dado que el medio con Verde brillante poseen un efecto

inhibidor muy intenso, resulta ventajoso a veces suprimir la adicion de Verde brillante a fin de obtener un

rendimiento satisfactorio de Salmonella.z3

Interpretacion:

Microorganismos

Crecimiento

Salmonella typhi

Bueno- excelente

Salmonella thyphymurium

Bueno-excelente

Escherichia coli

Escaso

AGAR SS (Salmonella Shigella):




Composicion (g / 5.0
litro):Extracto de carne

Peptona de carne 5.0
Lactosa 10.0
Bilis de buey desecada 8.5
Citrato de sodio 10.0
Tiosulfato de sodio 8.5
Citrato de hierro (11l) 1.0
Verde brillante 0.003
Rojo neutro 0.025
Agar — agar 12.0

pH final 7.0+0.1

Medio para aislamiento de Salmonella y Shigella a partir de haces, alimentos y otro materiales de objeto de
investigacion. El Verde brillante, la bilis de buey y la elevada concentracion de tiosulfato y de citrato inhiben
considerablemente la flora de acompafiamiento. Con el tiosulfato iones hierro se pone de manifiesto la
formacion de sulfuro por el ennegrecimiento de las correspondientes colonias. Las colonias de coliformes
quedan sefialadas por la demostracion de la degradacion de lactosa a &cido, a cargo del indicador de pH

Rojo neutro.2

Interpretacion:
Microorganismos Colonias
Shigella, Salmonella Incoloras, transparentes
Proteus, Salmonella Transparentes con centro negro
Escherichia coli Rosadas hasta rojas
Enterobacter aerogenes | Rosadas hasta color cremoso- blanquecinas
AGAR DNAsa:

Composicion (g / litro):



Peptona de caseina 15.0
Peptona de soya 5.0
Acido desoxirribonucleico 2.0
Cloruro de sodio 5.0
Agar - agar 15.0

pH final 7.3£0.2

El agar DNAsa es un medio sélido diferencial usado para determinar la produccion de desoxirribonucleasa
por S. aureus, Serratia marcescens y otros microorganismos. La adicion de HCI después de la incubacion

del medio da una coloracién amarilla si la despolimarizacion del DNA sucedi.
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