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INTRODUCCION

En la actualidad existen numerosos esquemas para la identificacién de bacterias
como son métodos fenotipicos, moleculares, manuales, automatizados, métodos
protedmicos etc. En los ultimos afos surge una nueva herramienta para la
identificacién bacteriana los medios de cultivo cromogénicos los cuales permiten
una identificaciéon rapida, eliminacion de un subcultivo y la elaboracién de

numerosas pruebas bioquimicas economizando asi tiempo y dinero.

Existen libros electrénicos que ayudan a la identificacion de Enterobacterias los
cuales incluyen pruebas bioquimicas y medios de cultivo selectivo y diferencial

pero ninguno de ellos incluye los medios cromogénicos.

El presente trabajo se ha orientado a la identificacion bacteriana mediante el uso
de medios cromogénicos de algunos de los microorganismos miembros de la
familia  Enterobacteriaceae, especificamente Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Salmonella enteritidis y Proteus vulgaris. Este libro electrénico
servira como apoyo didactico para el aprendizaje de la asignatura de Microbiologia

General |.

Para la elaboracion del presente trabajo se realizo la identificacion y asilamiento
de los microorganismos en estudio utilizando medios de cultivo selectivos y
diferenciales asi como medios cromogénicos ademas de pruebas bioquimicas
para su identificacion. El libro electronico presenta un formato atractivo ya que

cuenta con imagenes y fotos referentes al tema en cuestion.
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MARCO TEORICO

APRENDIZAJE

El aprendizaje es un proceso constructivo en donde todas las habilidades vy
conocimientos que ha adquirido una persona son utilizadas para construir ideas y

nuevos significados al interactuar con el medio ambiente que lo rodea .

ESTRATEGIAS DE APRENDIZAJE

Las estrategias de aprendizaje se definen como los procesos de toma de
decisiones (conscientes e intencionales) en los que el alumno elige y recupera de
manera coordinada, los conocimientos que necesita para complementar una
determinada demanda u objetivo, dependiendo de las caracteristicas de la

situaciéon educativa en que se produce la accion.

Consecuentemente un estudiante emplea una estrategia cuando este es capaz de
ajustar su comportamiento a las exigencias de una actividad o tarea,
encomendada por el profesor y a las circunstancias en que se produce esa

demanda 2.

EL APRENDIZAJE CON EL USO DE LAS NUEVAS TECNOLOGIAS

Hoy dia existen nuevas tecnologias educativas disponibles, como lo son los
elementos multimedia, la televisién, los CD-ROM, programas interactivos, el
acceso a la red. Este ultimo es lo que ha convertido a la computadora y

dispositivos electronicos en un instrumento pedagdgico relevante; sin embargo la
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pedagogia insiste, que para hacer uso de cualquier tecnologia educativa se tenga
un método y enfoque claro que garanticen un aprovechamiento 6ptimo por parte

del estudiante.

Las estrategias de aprendizaje pueden ser ampliadas, enriquecidas o sustituidas

por los siguientes medios virtuales:

e Materiales didacticos, como interactivos, tutoriales, sitios web o libros
electronicos.

e Contexto natural, enriquecido a través de los sistemas de realidad virtual,
simuladores o videos entre otros. Este recurso tiene la ventaja de poder
realizar observaciones o pruebas ilimitadas a diferencia de la modalidad
presencial en la cual las posibilidades son mas reducidas.

e Comunicacion e interaccion mediada por computadora, a través del correo
electrénico, videoconferencias, enlaces asincronicos, grupos de discusion,

entre otros 3.

LIBRO ELECTRONICO

Un libro electrénico, también conocido como e-book, eReader o libro digital, es
una version electronica o digital de un libro tradicional que puede visualizarse en
cualquier dispositivo digital: ordenadores, teléfonos moviles, lectores de libros

electrénicos, Ipad, tablets “.
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CARACTERISTICAS DE UN LIBRO ELECTRONICO

Los libros electronicos tienen herramientas para facilitar la lectura. Estas permiten
buscar palabras, resaltar partes, hacer comentarios, encontrar significados en el
diccionario y otras funciones. En los libros digitales muchas veces se articulan al
texto elementos de multimedia, como el audio y el video. A través de internet un

texto puede tener vinculos a otros libros disponibles en la red 4.

FORMATOS DE UN LIBRO ELECTRONICO

ePub: Es un formato libre basado en el estdndar XML desarrollado por el IDPF
(International Digital Publishing Forum). Los libros con este formato pueden ser
leidos por diferentes lectores, a diferencia de los libros bloqueados con DRM.
PDF: Adobe Portable Document. Es el formato mas utilizado ya que es muy facil
generar y ver documentos en la computadora o dispositivo electronico. Entre sus
ventajas se puede citar su portabilidad y su estandarizacion 1SO. Entre sus
desventajas se puede citar que no es re paginable como epub y que la mayoria de
documentos PDF estan en algun formato definido para ser imprimidos o
visualizados en pantallas de computadora lo cual impide que se puedan adaptar
correctamente a la pantalla del lector de libros electrénicos.

DJVU: DjVu es un formato libre que destaca en el almacenamiento de imagenes
escaneadas. Incluye compresores avanzado optimizado para imagenes de color y
documentos de texto.

azw: Es el formato creado para dar soporte al lector de libros electronicos

comercializado por Amazon (Kindle) . Esta basado en Mobipocket. Tiene su
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propio formato DRM. Amazon es la tienda de libros electrénicos mas grande del
mundo, es una pena que su catalogo en espanol sea muy pequeno, casi no hay
libros en espafol porque las editoriales no quieren comercializarlos.

fb2: FictionBook es un formato XML para el almacenamiento de libros donde
cada elemento del libro es descrito por etiquetas. El objetivo principal para el
almacenamiento de libros en el formato FictionBook es su precision de
mantenimiento de la estructura del libro.

Doc y docx: Formato de Microsoft Word, que es procesador de textos mas
utilizado en el mundo y por lo tanto, el formato en el que se genera la mayoria de
la documentacion.

html: Formato de las paginas web. Existen multitud de otros formatos que son

menos conocidos y menos utilizados 4.

VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE UN LIBRO ELECTRONICO

Ventajas

® | os libros electronicos no ocupan mucho espacio fisico.

® No existe impresion lo que permite disponer de libros sobre temas de
actualidad con mayor rapidez, y también son facilmente actualizables, para

corregir errores y afiadir informacion.

® | os e-books no tienen ediciones agotadas. Con las ediciones electrénicas

el libro siempre estara disponible globalmente.

® Son amigables con el medio ambiente, evitan la tala de arboles.
e Se pueden llevar multiples libros en un mismo dispositivo 4.
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Desventajas

® |os Lectores de libros electronicos necesitan de una computadora o
dispositivo y también de una conexién a Internet para comprar los libros

electrénicos.

® No todos los libros se han digitalizado, ediciones antiguas o libros que ya se

han descatalogado no podras leerlos en tu computadora o dispositivo.

® Se pierde parte del ritual tradicional de la presentacién personal de un libro.

MICROBIOLOGIA

La microbiologia es una rama de la biologia que estudia seres vivientes de tamafio
microscopico que existen como células aisladas o asociadas y también incluye el
estudio de virus (microscépicos no celulares). En general, los microorganismos a
diferencia de los macro organismos, son capaces de llevar a cabo procesos de
crecimiento, generaciéon de energia y reproduccion, independientemente de otras
células sean del mismo tipo o diferentes. Las células estudiadas en microbiologia
pueden pertenecer a dos grandes grupos, eucariotas y procariotas. Las eucariotas
constituyen la unidad estructural de protozoarios, hongos y algas cuyo tamafo las
incluye en esta especialidad. Son organismos unicelulares o multicelulares que
poseen en su interior estructuras limitadas por membranas llamadas organelas
(nucleo, mitocondrias y cloroplastos presentes sélo en células capaces de realizar
fotosintesis). Las células procariotas son las bacterias, cuya estructura interna es
sencilla, etimoldgicamente el término procariota significa ausencia de membrana

nuclear °.
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BACTERIAS

Las bacterias son microorganismos procariotas (microorganismos unicelulares
sencillos, sin membrana, mitocondrias, aparato de Golgi, reticulo endoplasmico)
que se reproducen por division asexual. Las bacterias estan recubiertas por una
pared celular la cual es el compartimiento celular que media todas las relaciones
de la célula con el entorno, protege los contenidos de la célula y da rigidez a la
estructura celular. La pared celular que rodea a las bacterias es compleja y
existen dos formas basicas: pared celular Gram positiva con una gruesa capa de
péptidoglucano y una pared Gram negativa con una delgada capa de
péptidoglucano, asi como una membrana externa. Algunas bacterias carecen de
pared celular y suplen su ausencia sobreviviendo en el interior de células del
organismo anfitribn o en un ambiente hipertdnico. Las bacterias son los mas
simples y abundantes de los organismos y pueden vivir en tierra, agua, materia
organica o en plantas y animales. Tienen una gran importancia en la naturaleza,
ya que estan presentes en los ciclos naturales del nitrégeno, del carbono, del

fésforo, etc. y pueden transformar sustancias organicas en inorganicas y viceversa

5

FAMILIA ENTEROBACTERIACEAE

Los miembros de la familia Enterobacteriaceae son bacilos Gram negativos,
anaerobios facultativos, que fermentan la glucosa en anaerobiosis; citocromo

oxidasa negativos; reducen los nitratos a nitritos. Son llamadas enterobacterias

Pagina | 7



porque con frecuencia se encuentran en el aparato digestivo de animales y

humanos pero algunas especies también viven en la tierra y en el agua ©.

CLASIFICACION TAXONOMICA

Una de las clasificaciones taxondmicas de las Enterobacterias fue propuesta por
Erwing, quien las agrupo mediante tribus, esta clasificaciéon tiene ciertas ventajas
para la ensefianza y el aprendizaje de los alumnos que son nuevos en el campo

de la microbiologia. Cuadro 1.
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Cuadro 1. Clasificacién de Enterobacterias por tribus ’

TRIBU GENERO ESPECIE
I. Escherichieae Escherichia E.coli, E.blattae, E.alberti,
E.fergusonii, E.hermanii,
Shigella E.vulneris.
S.flexnerii, S.boydii, S.sonnei,
S.dysenteriae.
Il. Edwarsielleae Edwarsiella E.tarda, E.hoshinae, E.ictaluri.
lll. Salmonelleae Salmonella S.typhi, S.enteritidis.
IV. Citrobactereae Citrobacter C.amalonaticus, C.braaki,
C.farmer, C.freundii, C.gilleni,
C.koseri, C.murliniae,
C.rodentium, C.sedlakii,
C.werkmanii, C.youngae.
V. Klebsielleae Klebsiella K.granulomatis, K.oxycota,
K.pneumoniae.
Radoultella R.ornithinolytica, R.planticola,
R.terrigenea.
Enterobacter E.aerogenes, E.amnigenus
E.dissolvens, E.gergoviae,
E.cloacace, E.cowanii, E.kobel
H.alvei.
Hafnia S.entomophila, S.ficaria,
S.grimesii, S.marcescens,
Serratia S.rubidaea, S.proteamaculans.
VI. Proteeae Proteus P.hauseri, P.mirabilis,
P.myxofaciens, P.penneri,
Morganella P.vulgaris.
M.morganii
Providencia P.alcalifaciens, P.heimbachae,
P.stuartii, P.rettgeri.
VII. Yersinieae Yersinia Y.aldovae, Y.bercovieri,
Y.enterocolitica, Y.intermedia,
Y .kristensenii, Y.pestis,
Y.pseudotuberculosis,
Y.rohdei, Y.ruckeri.
VII. Erwiniaeae Erwinia E.amylovora, E.caratovira,
E.americana.
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ESTRUCTURA

Los miembros de la familia Enterobacteriaceae son microorganismos con forma
alargada (bastoncillo) , por lo general de 1-3 ym de largo y 0,5 ym de diametro.
Como en otras bacterias Gram negativas, su envoltura celular se caracteriza por
una estructura multilaminar. Presentan una membrana interna (o citoplasmatica)
que consiste en una doble capa de fosfolipidos la cual regula el paso de
nutrientes, metabolitos y macromoléculas la capa siguiente, o capa externa,
consiste en un péptidoglucano delgado junto con un espacio periplasmico que
contiene una elevada concentracion de proteinas. La membrana externa compleja
consiste en otra doble capa de fosfolipidos que incluyen lipopolisacaridos (LPS)
(en la parte mas externa, son un importante factor de virulencia de estas
bacterias), lipoproteinas (que estan fijadas al péptidoglucano), proteinas porinas
multiméricas (que facilitan el paso de diversas sustancias, incluidos los antibioticos
betalactamicos) y otras proteinas. Entre estas proteinas se encuentran las de los
flagelos, estructuras que se utilizan para la locomocidén y que provienen de una
estructura basal localizada en la membrana interna, las fimbrias (o pili comunes),
con importante funcion como adhesinas y los pili sexuales, estructuras presentes
en las bacterias que contienen plasmidos conjugativos y que las bacterias utilizan
para mediar la transferencia conjugativa de ADN del plasmido. El LPS tiene tres
dominios principales: el esqueleto de lipido A, el oligosacarido fosforilado central
(core) y las cadenas laterales de oligosacarido de repeticiéon. El lipido A, también
conocido como endotoxina, es la parte biolégicamente activa de la molécula que el

huésped reconoce. El oligosacarido de repeticion unido al LPS se conoce como
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antigeno O. Este antigeno es la base para la clasificacion de los serogrupos. Junto
con otros factores, la presencia del antigeno O media la resistencia bacteriana al
efecto bactericida del suero normal, siendo capaces por tanto de sobrevivir mas
tiempo en sangre y causando infecciones hematdgenas, diseminadas y mas
graves °.

En la figura 1 se esquematiza la estructura del género Enterobacteriaceae.

Citoplasma

bacteriano
Ribosomas ~ ADN

Capsula

Membrana  Pared celular
plasmatica

Figura 1. Estructura del genero Enterobacteriaceae ©.

PROPIEDADES METABOLICAS

Las propiedades metabdlicas de la familia Enterobacteriaceae son muy utiles en
la caracterizacion de sus géneros. Los miembros de esta familia, a menudo
denominados enterobacterias o bacterias entéricas, degradan azucares mediante
la via Embed-Meyerhof y escinden el acido piravico para producir acido férmico.
La familia Enterobacteriaceae se divide en dos grupos en funcién de sus
productos de fermentacién la mayoria (p.ej., los géneros Escherichia, Proteus,
Salmonella y Shigella) llevan a cabo una fermentacidén acido mixta y producen
principalmente lactato, acetato, succinato, formato y etanol. A diferencia de

Klebsiella Enterobacter, Serratia y Erwinia son fermentadores de butanodiol en

Pagina | 11



este tipo de fermentaciones los productos principales son butanodiol, etanol y
diéxido de carbono. Los dos tipos de fermentacién se distinguen por las pruebas

rojo de metilo y Voges- Proskauer 8.

Género Escherichia

Este género lo constituyen bacilos cortos Gram negativos °, y se diferencian de
otros miembros de enterobacterias por su rapida fermentacién de lactosa. Sin
embargo existen algunas cepas que no fermentan la lactosa o lo hacen muy

lentamente. Se presentan tanto formas mdviles como inmdviles 0.

Escherichia coli

E.coli es un anaerobio facultativo y forma parte de la flora intestinal normal de los
animales y humanos, fermenta la lactosa y produce rapidamente acido y gas a
partir de este azucar. E.coli crece muy bien en medios de gran simplicidad (EMB,
Mac Conkey, Agar Nutritivo); forma un brillo verdoso sobre el agar de eosina y
azul de metileno; tiene actividad descarboxilasa de lisina; utiliza el acetato como

Unica fuente de carbono e hidroliza el triptéfano para formar indol .

La estructura antigénica de E.coli es compleja. Existen cuatro antigenos: el
antigeno H (flagelar), el antigeno K (capsular), el antigeno O (somatico) y el
antigeno F (fimbrias/pili); de los que existen 75, 102, 167 y 12 variantes,

respectivamente 2.

Es la especie bacteriana con mayor prevalencia en los aislamientos clinicos y es

responsable de diversas enfermedades infecciosas causante de sepsis y shock
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Inducido por endotoxinas, también provoca infeccién en vias urinarias, neumonia

en pacientes inmunosuprimidos y meningitis en recién nacidos 3.

Género Klebsiella

Descubierta por el microbidlogo Edwin Klebs a finales del siglo XIX el género
Klebsiella es un miembro de la familia Enterobacteriaceae '#, los miembros del
genero Klebsiella son bastoncilos Gram negativos cortos, inmoviles,

encapsulados 1°.

Son bacterias inmoviles y en forma de varilla, son bacterias encapsuladas la
capsula que cubre una célula de Klebsiella le ayuda a ser resistente a muchos
antibioticos. Estas bacterias tienen dos tipos de antigenos en la superficie de la
célula estos antigenos incluyen el lipopolisacarido (antigeno O) y el polisacarido
capsular (antigeno K). Hay alrededor de 9 antigenos O y 77 antigenos K presentes

de una célula de Klebsiella 1°.

El género Klebsiella presenta dos especies patdégenas klebsiella pneumoniae y
klebsiella oxytoca. Los miembros de del genero Klebsiella son microorganismos
entéricos, células aisladas que fermentan la lactosa, descarboxilan la lisina pero

no la ornitina 1°.
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Klebsiella pneumoniae

K. pneumoniae es inmoévil, indol negativo, MR positivo, VP negativo, crece en
medio de citrato pero no en medio de KCN, no produce sulfuro de hidrégeno, pero
da positiva la prueba de la lisina descarboxilasa °. En agar Mac Conkey fermenta
la lactosa y forma colonias mucoides, mientras que en agar XLD se observan
colonias amarillas '6. Klebsiella pneumoniae es notable por qué forma colonias

mucoides de gran tamarfio, humedas debido a la presencia de material capsular '°.

Género Proteus

Este género esta difundido en el suelo, agua, aguas servidas, materiales de
animales en descomposicion, tracto intestinal del hombre, etc. EI género Proteus
esta incluido en la tribu Proteeae, junto con los géneros Providencia y Morganella,
y sus miembros se describen como bacilos Gram negativos, moviles con flagelos
peritricos, aerobios y anaerobios facultativos 7, es un género de bacterias que
incluye patdgenos responsables de muchas infecciones del tracto urinario '8.Este
género esta formado por las especies Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Proteus

penneri y Proteus myxofaciens '°,

Los organismos del género Proteus crecen en medios de cultivo simples, donde

sus colonias tienden a extenderse o diseminarse por la superficie (swarming) 8.

Proteus vulgaris

Proteus vulgaris es una bacteria Gram negativa en forma de varilla el tamafio de

las células individuales varia de 0.4-0.6 ym por 1.2 -2.5 ym. P.vulgaris posee
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flagelos peritricos los cuales ocasionan que “hormiguee” sobre la superficie solida
de un medio de cultivo, por lo que es activamente movil. Habita en el suelo, el

agua contaminada, carne cruda, tracto gastrointestinal de los animales, y el polvo

17

Género Salmonella

El género Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae. Son bacilos Gram
negativos moéviles que no fermentan la lactosa, aunque la mayoria producen
sulfuro de hidrogeno o gas por fermentacion de los hidratos de carbono.
Inicialmente, se agruparon en mas de 2000 especies (serotipos) en funcion de sus
antigenos somaticos (O) y flagelares (H) (esquema de Kauffman-White). El género

Salmonella se conforma de dos especies: Salmonella typhi y Salmonella enteritidis

20.

Salmonella enteritidis

Salmonella enteritidis, pertenece a la familia Enterobacteriaceae, Bacilo Gram
negativo, no esporulado en el medio de cultivo Salmonella-Shigella produce
colonias con centro negro debido a la formacion de acido sulfhidrico Este agente
es ampliamente reconocido como causa de brotes de Enfermedades Transmitidas
por Alimentos (ETA), especialmente a través de alimentos de origen aviar.
Salmonella enteritidis, es un patdégeno entérico que provoca un cuadro de

enterocolitis con diarrea, fiebre y dolor abdominal 2'.
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METODOS DE IDENTIFICACION BACTERIANA

Existen diversos métodos de tipificacion bacteriana con el objetivo de identificar el
agente etiolégico responsable del proceso infeccioso y conocer las implicaciones
patologicas, patogénicas, la evolucion clinica y asi poder aplicar una terapia

antimicrobiana eficaz 22.

METODOS FENOTIPICOS

La identificacion bacteriana se realiza por medio de métodos convencionales
basados en las caracteristicas fenotipicas, puesto que su realizacion y costos son
accesibles. Los esquemas tradicionales de identificacion fenotipica se basan en
las caracteristicas “observables” de las bacterias; como su morfologia, desarrollo y

propiedades bioquimicas y metabdlicas 2.

SISTEMAS COMERCIALES AUTOMATIZADOS

Se trata de celdillas aisladas con un sustrato liofilizado que se inocula
individualmente y que permiten realizar simultaneamente entre 10 y 50 pruebas
bioquimicas. Los resultados de las pruebas se expresan de forma numérica (los
resultados de las pruebas se agrupan de tres en tres, de manera que el resultado
de cada trio de pruebas queda reducido a un digito). Cada especie esta definida
por un codigo numeérico, resultado de la codificacion de las reacciones a las

pruebas que se hubieran utilizado 2.

Ante un microorganismo problema, se busca el codigo numérico y se comprueba

a que bacteria pertenece. Algunos de los sistemas comerciales disponibles en el
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mercado son: API (bioMerieux), Enterotube, Oxi/Fer, Tube (BD), Rap ID systems y

Micro ID (Remel), Biochemical ID systems (Microgen) etc 4.
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Imagen 1.- Sistema de identificacion automatizado API

Existen en el mercado galerias multipruebas como las descritas anteriormente
pero cuya inoculacion, incubacion, y lectura se efectian de modo automatizado.
También hay paneles en los que ademas de encontrarse los sustratos para el
desarrollo de pruebas bioquimicas, se encuentran diversos antimicrobianos a
distintas concentraciones, con lo que se realiza simultaneamente la identificacion y
antibiograma del microorganismo inoculacion y la lectura de estos paneles se
suele hacer de forma automatica, incorporandose los datos objeto de estudio.
Existen distintos paneles para distintos grupos de microorganismos. Los obtenidos
en un ordenador, el cual proporciona; con un alto indice de fiabilidad, la
identificacidon del microorganismo. Algunos de los sistemas de paneles
comerciales disponibles de uso mas extendido son: MicroScan, Vitek, ATB, Pasco,

Winder, Phoenix, etc .
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Imagen 2.- Microscan panel para identificacion de microorganismos

MEDIOS CROMOGENICOS

Los medios cromogénicos son medios de cultivo en los cuales se han incluido
directamente substratos cromogénicos que permiten detectar actividades
enzimaticas. Esto a su vez permite reagrupar el aislamiento y la identificacion
inmediata de los principales microorganismos relacionados en la patologia

humana 25.

Estos medios se fundamentan en el uso de un sustrato cromogénico especifico de
la enzima del microorganismo que se investiga. Esta enzima al actuar sobre estos
sustratos genera en ellos un cambio en su estructura, que queda evidenciada por

la formacion de colonias coloreadas 26.

Con base en lo anterior se han desarrollado diferentes tipos de medios

cromogenicos:
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a) Medios cromogénicos de orientacion: permiten la identificacion de mudltiples

microorganismos en un mismo medio.

b) Medios cromogénicos selectivos: permiten la identificacion de un determinado
grupo de microorganismos, inhibiendo el crecimiento de otros. En algunos casos la

identificacidén presuntiva puede llegar hasta género o especie.

c) Medios cromogénicos para la deteccién de mecanismos de resistencia: ademas
de permitir la identificacion presuntiva, también son utiles para el screening de
mecanismos de resistencia por ejemplo en el caso de los bacilos Gram negativos

(enterobacterias) permiten detectar betalactamasas de espectro extendido.

Actualmente estos medios se emplean en diferentes areas, desde la clinica y
epidemioldgica hasta la industria alimenticia, donde ofrecen como ventajas
eliminar la necesidad del subcultivo y la elaboracion de numerosas pruebas
bioquimicas economizando tiempo y dinero. Entre las desventajas que pueden
presentar se encuentran la actividad enzimatica de los microorganismos y la
interpretacién de los colores por parte del operador. Sin embargo con respecto a

esto ultimo se han desarrollado equipos que facilitan la lectura de las placas #’.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el mundo existen gran cantidad de bacterias que participan en distintos
proceso infecciosos, es por eso que en los laboratorios microbioldgicos se realizan
cultivos y diferentes métodos para identificar microorganismos utilizando pruebas
bioquimicas con el fin de facilitar la aplicacion de los conceptos basicos y asi llegar

a un diagnastico.
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Existen diversos manuales y libros que contienen informacion acerca de los
medios de cultivos vy pruebas bioquimicas para la identificaciéon de
microorganismos, pero ninguno de estos incluye el empleo de medios
cromogénicos como son ChromID ESBL ChromID CPS y ChromID Salmonella

elite.

Imagen 3.- Medio cromogénico ESBL para la identificacién de Enterobacterias

Por tal motivo se realizé un Libro Electrénico de Identificacion de Enterobacterias
el cual incluye imagenes propias tomadas en el laboratorio No. 1 de la planta Alta-
UMIEZ ademas de contener las caracteristicas microbioldgicas y bioquimicas de
estas, asi como pruebas para su identificacion entre las cuales esta el uso de
medios cromogeénicos, el cual es un recurso didactico para los alumnos del area
de microbiologia que complementara el acervo bibliografico a su disposicion,
otorga informacién actual y util sobre el uso de medios cromogénicos dando un

primer acercamiento a estos para sus aplicaciones posteriores en:
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e Bacteriologia clinica
e Microbiologia industrial control de calidad para la industria

e Pruebas de agua

OBJETIVO GENERAL

Elaborar un libro electrénico sobre la identificacion de algunos miembros de la
familia Enterobacteriaceae mediante el uso de medios cromogénicos con

fotografias tomadas durante el aislamiento en estos medios.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Busqueda y recopilacion de informacion relevante y util acerca de los
microorganismos de interes.

e Conjuntar la informacion de manera adecuada y logica para la elaboracion
del libro electronico.

e Realizar el aislamiento de las Enterobacterias como Klebsiella pneumoniae,
Escherichia coli, Salmonella enteritidis y Proteus vulgaris en medios de
cultivo selectivo, diferencial y cromogénicos, y realizar la toma de
fotografias.

e Aislamiento e identificacion de las cepas bacterianas utilizadas mediante
pruebas bioquimicas.

e Digitalizar el libro electrénico.

Pagina | 21



METODO

1.

Se buscéd informacion acerca de la familia Enterobacteriaceae y en
especifico sobre los microorganismos: Klebsiella pneumoniae, Escherichia
coli, Salmonella enteritidis, Proteus vulgaris, en libros, revistas,
publicaciones.

Se selecciond la informacion util e importante de los microorganismos en
estudio.

Se transcribid la informacion seleccionada en Word.

Se prepararon los medios de cultivo necesarios para el aislamiento de las
cepas: Agar EMB, Agar Verde Brillante, Agar Mac Conkey, se realizo la
siembra en estria cruzada.

Se incubaron las placas a 37 °C por 24 horas, se tomaron las fotografias
correspondientes y posteriormente se tomdé una placa para realizar la
tincion de Gram.

Se realiz6 la siembra por estria cruzada en los medios cromogénicos
seleccionados para las Enterobacterias Klebsiella pneumoniae, Escherichia
coli, Proteus vulgaris y Salmonella enteritidis.

Se incubaron las placas a 37 °C por 24 horas y posteriormente se tomaron
las fotografias correspondientes.

Se prepararon las pruebas bioquimicas para la identificacion: Citrato de
Simmons, KIA, TSI, LIA, SIM Rojo de Metilo y Voges Proskauer.

Se incubaron las pruebas bioquimicas de 18 a 24 horas y se realizo la

lectura de estas.
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10.Se tomaron las fotografias correspondientes a las pruebas bioquimicas
realizadas.

11.Se incorporaron imagenes y fotografias obtenidas de los aislamientos y
pruebas bioquimicas realizadas.

12. Se realizo la revision final del libro electronico en formato Word.

13. Se convirtié el archivo Word a formato PDF.

14.Se digitalizo el libro.
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DIAGRAMA DE FLUJO
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RESULTADOS

Se realiz6 el libro electronico sobre la identificacion de algunos microorganismos
de la familia Enterobacteriaceae mediante el uso de medios cromogénicos el cual

se encuentra en formato PDF y consta de los siguientes apartados

Bacterias

e Generalidades familia Enterobacteriaceae
e Meétodos de identificacion Bacteriana
¢ Aislamiento e identificaciéon de Enterobacterias (Género Escherichia,

Género Salmonella, Género Klebsiella, Género Proteus)
® Anexo de medios de cultivo y pruebas bioquimicas

® Referencias
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ANALISIS DE RESULTADOS

El aislamiento de las Enterobacterias se realizO mediante la siembra por estria
cruzada en medios de cultivo convencionales y cromogénicos obteniendo colonias
aisladas de cada microrganismo. Para Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, y
Proteus vulgaris se realizd una siembra en los medios de cultivo EMB, Verde
Brillante y Mac Conkey. Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, y Proteus
vulgaris mostraron colonias con caracteristicas similares en cuanto a color,
aunque estos medios son selectivos no permiten una adecuada identificacion por
lo que esta debe ser confirmada con pruebas bioquimicas, en cambio los medios
cromogénicos ESBL y CPS permiten una identificacién de microorganismos por
una deteccidn de enzimas producidas, estas enzimas reaccionan con un sustrato
especifico que origina un cambio de color en el medio, por ejemplo K. pneumoniae
se observaron cémo colonias verdes (fotografias 18 y 19 del libro electrénico) a
diferencia de E.coli que en los mismos medios se observaron colonias color
marron en medio ESBL y café en CPS como se muestra en las fotografias 45 y 46
del libro electrénico. Aunque la literatura marca que tanto el medio ESBL y CPS se
pueden utilizar para identificar Enterobacterias los resultados sugieren que el
empleo del medio ESBL permite una mejor identificacion de estas enterobacterias
ya que la identificacion de los microorganismos es mas clara por el contraste de

colores.

Salmonella enteritidis es un patégeno entérico que provoca un cuadro de
enterocolitis a causa de alimentos infectados con esta por lo cual su identificaciéon

debe ser rapida y exacta. En los medios EMB y MacConkey S.enteritidis muestra
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colonias transparentes y de forma similar mientras que en el medio Salmonella-
Shigella se observaron colonias con centro negro debido a la formacién de sulfuro
de hierro. El medio cromogénico Salmonella elite es un medio que se utiliza para
la rapida identificacion de S.enteritidis en el cual se producen colonias color
morado caracteristicas de esta obteniendo una identificacion rapida como se pudo
comprobar experimentalmente después de 18 horas de incubacién (figura 32 del
libro electrénico). Para corroborar que los medios cromogénicos identifican a los
microorganismos antes mencionados se realizaron pruebas bioquimicas para
contrastar los resultados obtenidos en los medios de cultivo. En cuanto a la
elaboracion del manual se llevé a cabo con la informacion necesaria y especifica
para asi brindar un recurso electrénico confiable y util. Las imagenes incorporadas
al manual son atractivas y de facil entendimiento, estas fueron tomadas de blogs,
libros y paginas de internet. Las fotografias de los cultivos y las tinciones fueron
tomadas durante el aislamiento e identificacion de las cepas, el trabajo fue

realizado en el laboratorio no. 1 de la planta alta de la UMIEZ.

Dando como resultado el “Libro electronico sobre la identificacion de
microorganismos de la familia Enterobacteriaceae mediante el uso de medios

cromogénicos”
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CONCLUSION

Se logro elaborar satisfactoriamente el libro electronico sobre la identificacion de
algunos microorganismos de la familia Enterobacteriaceae mediante el uso de
medios cromogénicos, el cual contiene informacién util y especifica sobre el uso
de los medios cromogénicos ChromID ESBL, ChromID CPS, ChromID Salmonella

elite para la identificacion de K.pneumoniae, S.enteritidis, E.coli y P.vulgaris.

Este trabajo pretende enriquecer el material didactico con el cual cuenta la carrera
de Quimica Farmacéutica Bioldgica de la Facultad de Estudios Superiores
Zaragoza, asi como proporcionar al alumno informacién sobre el uso de los

medios cromogénicos para la identificacion de Enterobacterias.
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RECOMENDACIONES

e Poner a prueba el manual con los alumnos que cursan alguna de las
asignaturas del area de Microbiologia.

e Incorporar el manual a algun portal donde los alumnos puedan tener acceso
a este material electronico y asi poder consultar la informacién cuando asi

lo requieran.
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http://www.biomerieux.es/servlet/srt/bio/spain/dynPage?open=SPN_CLN_ PRD&do

c=SPN CLN PRD G PRD CLN 123&pubparams.sform=13&lang=es

Pagina | 34


http://www.biomerieux.es/servlet/srt/bio/spain/dynPage?open=SPN_CLN_PRD&doc=SPN_CLN_PRD_G_PRD_CLN_123&pubparams.sform=13&lang=es
http://www.biomerieux.es/servlet/srt/bio/spain/dynPage?open=SPN_CLN_PRD&doc=SPN_CLN_PRD_G_PRD_CLN_123&pubparams.sform=13&lang=es

Indicaciones Busqueda de informacion

Barra de Busqueda
Realice busquedas para localizar elementos especificos en documentos PDF.

Realice una busqueda mediante la ventana de busqueda o la barra de

herramientas Buscar.

1- Introducir el texto que se desee buscar en el cuadro de texto de la barra de
herramientas Buscar.
2- (Opcional) Haga clic en la flecha situada junto al cuadro de texto y elija una
o varias de las siguientes opciones:
a. Palabras completas
b. Coincidencias de mayusculas y minusculas

Activar Marcadores
Para activar los marcadores localice el icono mostrado a continuacién y dar click.




UNIVERSIDAD NACIONAL
AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS
SUPERIORES ZARAGOZA

Libro electroni€o sobreila
identificacion de
microorganismos de la familia
Enterobacteriaceae mediante el
uso de medios cromogenicos

Mitra. Yolanda"/{FIores Cabrera
Dr. José LuisiAlfredo Mora Guevara
. Burgos Garcia Irvin,

| Este trabajo recibio el apoyoadel proyecto PAPIME,
TN , PE202716

\ N




Contenido

[ F= o3 (=] = SR 1
Estructura celular de 1as Dacterias ...........ccoiiiiiiiii i 1
(24=T o] goTe [ TeTut o] o I o = oz 1= - 1 F- TS 1
Crecimiento y metabolismo de 1as bacterias ..o 2
Importancia de 1as DACLEriaSs .........cooiiiiiiiiee et 4
Familia ENtEroDACLErIACE@E ........cvoviirieieeeeee et s s eaes 7
Clasificacion taXONOMUCA .......cc.eviiiiiiiireeiee ettt sttt sttt et e s b s ense e e 7
FiSiologia Y @StrUCIUIA........ouiiiiiiiiee e sttt ne e 9
Propiedades MetabOliCas .........ccoovieiieieiee et 10
Principales caracteristicas microbioldgicas de la familia Enterobacteriaceae....................... 10
Métodos de identificacion bacteriana ...........cocooeeieriiiniriiee e 12
V12 (oTo [ T30 =T o] 1] o] (oo 1= J U OO RPN 12
Sistemas comerciales automatizados ..........coecvriiiici i 13
V=Yoo T 3ed (o] 1o = o1 (oo 3 15
Medio cromogénico chromID Salmonella Elte............ccoveoieiiiiieiiecice e 16
Medio cromogénico chromID ESBL........c.cccoiiiiiiiiiceeceeeee et 17
Medio CromogéniCO CPS.........oi ettt 18
Aislamiento e identificacién de Enterobacterias ...........cccccveeeiiiiiiiiii e, 20
GENEIO ESCNEIICRIA. .....cviitieiieieteee ettt sttt 22
o g LT T 1= o o | PSS 22
Aislamiento e identificacion de Escherichia COli...........ccoooioiiiiieiiiii e 23
GENEIO KIEDSIEIIA. ... .ottt sttt e s te e s e e e ntessesneeneeneas 29
Klebsiella PNEUMONIGE.........c..ioviieiiee ettt re e s e e e et e et e e be e etaeentaeeraeeeneenees 29
Aislamiento e identificacion de Klebsiella pneumoniae.............cccceeeveeieeiinieiceseeseeseeseeniens 30
GENEIO SAIMONEIIA.......cociiiieeeeee ettt e st et e e beenteenteenteenseenseeneenneas 36
S F= 1[0 0] 01T = =T 1 (= o PP 37
Aislamiento e identificacion de Salmonella enteritidis............coceveriniinieierceee s 37
GENEIO PIOTEUS .....oiiiitiiieieeitet ettt sttt st e bttt be s bt et e b s bt e bt e st e st e sbe e st et e beebeeneeneas 43
L (01 (U LAV U ][ = U1 PSS 43
Aislamiento e identificacion de Proteus VUIgArs ............ccceveririiienenienieiene e 44
Anexo de medios de cultivo y pruebas bioquImICas ........c..cceviiieciiiiiiiiee e 49
Medio de cultivo Verde Brillante .............ccoouoriiiiiiiiiieee et 50


file:///D:/Libro%20electronico%20Medios%20cromogenicos.docx%23_Toc474236955
file:///D:/Libro%20electronico%20Medios%20cromogenicos.docx%23_Toc474236968

Medio de cultivo EMB (eosina azul de metileno) .........cccocvevieviieiieci e 51

Medio de CUItIVO MACCONKEY .........coiiiiriiiiiientesiee ettt st 52
Agar Salmonella-Shigella...........cooue et 53
Prueba de Citrato ............coeiiiiiiii e 54
[ N (YT g b= T a1 (=15 o ) PSSR 55
KIA (kliger hierro agar) y TSI (triple azdcar de hierro).........ccoceeeeierininieiieneeeeee s 56
Medio SIM (sulfuro indol MOtilidad)............coeriririiiir e 58
R0jo de Metilo-VOges ProSKaAUET ...........ooiiiiiieee ettt 59
REFEIENCIAS ...ttt 62



UNIVERSIDAD NACIONAL uto MA DE ‘
MEXICO

\

‘UDIOS PERIORES




Bacterias

Las bacterias son organismos unicelulares procariontes, esto quiere decir que
estan formados por una sola célula carente de nucleo. Su acido
desoxirribonucleico (ADN) se encuentra libre en el citoplasma y no tienen
organelos como mitocondria, cloroplasto o aparato de Golgi. A pesar de su sencilla
organizacion celular cuentan con una pared celular (capa de polisacaridos) que
envuelve la célula proporcionandole rigidez y proteccion.

Son tan pequenas que es imposible verlas a simple vista miden de 0.1 uym a 10
um *.

Imagen 1. Bacteria observada al microscopio electrénico?

Estructura celular de las bacterias

La estructura de una bacteria no incluye mitocondrias, lisosomas, reticulo
endoplasmico y otros organelos, de hecho la mayoria de las bacterias mide casi lo
mismo que las mitocondrias. Su citoplasma sélo contiene ribosomas y un soélo
cromosoma de DNA de doble cadena, las bacterias carecen de nucleo pero
poseen todos los elementos quimicos necesarios para la sintesis proteica 2.

Reproduccién bacteriana

Se reproducen asexualmente por medio de una forma de divisidon celular
denominada fisién binaria, que produce copias genéticamente idénticas a la célula
original. En condiciones ideales algunas bacterias se duplican en cuestion de
minutos por lo que podrian en principio dar origen a una poblacion de millones de
bacterias en poco tiempo .



Pared celular
~ Mesosoma
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Separacion de las
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Crecimiento y metabolismo de las bacterias

La multiplicacion celular es una consecuencia directa del crecimiento que en el
caso de las bacterias da lugar a la formacion de colonias. Los procesos sintéticos
involucrados en el crecimiento bacteriano incluyen mas de 2000 reacciones
bioquimicas 3.

Las principales funciones del metabolismo son:

e Formar las subunidades que luego seran utilizadas en la sintesis de
macromoléculas.

e Proporcionar la energia necesaria para todos aquellos procesos que la
requieran como transporte activo, movilidad, biosintesis, etc.

El metabolismo de las bacterias es muy complejo, mediante unas dos mil
reacciones metabolicas la bacteria puede sintetizarse a si misma y puede generar
energia para procesos como transporte activo, motilidad y otros procesos. Los
distintos tipos de metabolismo microbiano pueden clasificarse segun tres criterios
distintos.

1) Con base en como el organismo obtiene el carbono para la construccién de la
masa celular:

e Autotrofo: a partir de CO2



e Heterotrofo: de compuestos organicos

2) Con base en como el organismo obtiene los equivalentes reductores para la
conservacion de energia:

e Litotrofo: de compuestos inorganicos
e Organotrofo: de compuestos organicos.

3) Con base en la forma en la que el organismo obtiene la energia para vivir y
crecer.

e Quimiotrofo: compuestos quimicos externos.
e Fototrofo: de la luz

Existen distintos tipos de organismos segun como aprovechan el carbono y el tipo
de energia que utilizan:

e Quimiolitoautrofos: obtienen la energia de la oxidacién de compuestos
inorganicos, y el carbono de la fijacion de CO2. Algunos ejemplos son las
bacterias nitrificantes, oxidantes de azufre, hierro e hidrégeno.

e Fotolitoautrofos: obtienen la energia de la luz y el carbono de la fijacion de
CO2.Usan compuestos inorganicos como equivalentes reductores. Un
ejemplo de este tipo don las Cyanobacterias.

e Quimiolitoheterotrofos: obtienen la energia de la oxidacion de compuestos
inorganicos, no pueden fijar el CO2. Un ejemplo serian las bacterias
oxidantes de hidrégeno.

e Quimioorganoheterotrofos: obtienen la energia del Carbono y de
equivalentes reductores para reacciones biosintéticas de compuestos
organicos. Un ejemplo son las bacterias Escherichia coli y Bacillos spp.

e Fotoorganotrofos: obtienen la energia de la luz, y el carbono y los
equivalentes reductores de compuestos organicos.

El metabolismo se divide en dos clases de reacciones:

e Catabolismo: consiste en la degradaciéon enzimatica de macromoléculas
como lipidos, hidratos de carbono y proteinas que el organismo obtiene del
entorno en el cual vive o de sus propias sustancias de reserva. Esta
degradacion es acompanada de la liberacion de una gran cantidad de
energia.

¢ Anabolismo: consiste en la sintesis enzimatica de macromoléculas a partir
de compuestos sencillos, con consumo de energia. Es decir que a partir de
moléculas sencillas y de bajo contenido energético se sintetizan
macromoléculas complejas 4.
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Imagen 3. Formas de nutriciéon microbiana3
Importancia de las bacterias

Las bacterias desempefian funciones que son importantes para otras formas de
vida. Muchas son endosimbiontes, esto quiere decir que viven dentro de otros
organismos o0 en estrecha asociacién
con ellos. Por ejemplo, existen
bacterias que habitan en el tracto
digestivo de los animales, incluyendo el
ser humano y les ayudan a procesar
los nutrimentos que por si solos serian
incapaces de digerir .

Las bacterias son responsables de
millones de muertes de personas a
nivel mundial. Entre algunas

. . > Imagen 4. Tincion en esputo de Mycobacterium
enfermedades infecciosas bacterianas, tuberculosis causante de la tuberculosis®

causantes de grandes epidemias que
han mermado la poblacién, se encuentran: la difteria, colera, tuberculosis, sifilis,
tétanos, tos ferina, y fiebre tifoidea. Sin embargo, también existen infecciones



bacterianas que aunque estan asociadas en menor frecuencia como causa de
muerte, son un problema de salud publica en paises en vias de desarrollo como el
nuestro, entre las que se puede mencionar algunas de las enfermedades
"menospreciadas”, emergentes 2.

Otro aspecto importante de las
bacterias es que forman parte de la
microbiota del cuerpo humano en
especial del tracto gastrointestinal.

Se estima que en el intestino de un
ser humano adulto, existe un billén
de microorganismos por mililitro de
contenido fecal y alberga entre 500
y 1000 diferentes  especies
bacterianas. La mayoria de esos
microorganismos pertenecen a la
familia Enterobacteriaceae que esta
formada por bacterias Gram
negativas, la microbiota intestinal
difiere de una persona a otra y esa diversidad se ha visto en la composicion del
lumen (heces) y de la mucosa (epitelial).

La microbiota también esta involucrada en la degradacién de algunas toxinas y
carcindgenos que se ingieren en la dieta, sintesis de micronutrientes, fermentacion
de substancias del alimento, ayuda en la absorcion de electrolitos y minerales;
asimismo afecta el desarrollo y diferenciacion de los enterocitos, a través de la
produccion de acidos grasos de cadena corta. Finalmente, la microbiota previene
la colonizacion del intestino por bacterias patégenas como: Escherichia coli,
Salmonella, Clostridium y Shigella 3.
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Familia Enterobacteriaceae

La familia Enterobacteriacea esta conformada por bacilos Gram negativos
anaerobios facultativos rectos, inmoviles o con flagelos peritricos, con
necesidades nutricionales sencillas °.

El orden Enterobacterial contiene solamente una familia, Enterobacteriaceae, con
44 géneros °.

Son llamadas Enterobacterias porque con
frecuencia se encuentran en el aparato digestivo
de animales y humanos pero algunas especies
también viven en la tierra y en el agua °.

Los miembros de la familia Enterobacteriaceae
son tan comunes frecuentes e importantes que
probablemente sean las bacterias mas

estudiadas en la mayoria de los laboratorios °.

Clasificacion taxondmica

Una de las clasificaciones taxondmicas de las Enterobacterias fue propuesta por
Erwing, quien las agrupo mediante tribus, esta clasificacion tiene ciertas ventajas
para la ensefanza y el aprendizaje de los alumnos que son nuevos en el campo
de la microbiologia. Cuadro 1.



Cuadro 1. Clasificacion de Enterobacterias por tribus .

Escherichia

Shigella

Edwarsiella
Salmonella

Citrobacter

Klebsiella

Radoultella

Enterobacter

Hafnia
Serratia
Proteus
Morganella

Providencia

Yersinia

Erwinia

E.coli, E.blattae, E.alberti,
E.fergusonii, E.hermanii,
E.vulneris.

S.flexnerii, S.boydii, S.sonnei,
S.dysenteriae.

E.tarda, E.hoshinae, E.ictaluri.

S.typhi, S.enteritidis.

C.amalonaticus, C.braaki,
C.farmer, C.freundii, C.gilleni,
C.koseri, C.murliniae,
C.rodentium, C.sedlakii,
C.werkmanii, C.youngae.

K.granulomatis, K.oxycota,

K.pneumoniae.
R.ornithinolytica, R.planticola,
R.terrigenea.

E.aerogenes, E.amnigenus
E.dissolvens, E.gergoviae,
E.cloacace, E.cowanii, E.kobel
H.alvei.

S.entomophila, S ficaria,
S.grimesii, S.marcescens,
S.rubidaea, S.proteamaculans.

P.hauseri, P.mirabilis,
P.myxofaciens, P.penneri,
P.vulgaris.
M.morganii

P.alcalifaciens, P.heimbachae,
P.stuartii, P.rettgeri.

Y.aldovae, Y.bercovieri,
Y.enterocolitica, Y.intermedia,
Y .kristensenii, Y.pestis,

Y.pseudotuberculosis,
Y.rohdei, Y.ruckeri.
E.amylovora, E.caratovira,
E.americana.



Fisiologia y estructura

Los miembros de la familia Enterobacteriaceae son microorganismos con forma de
baston, por lo general de 1-3 um de largo y 0,5 pm de diametro, su envoltura
celular se caracteriza por una estructura multilaminar. La membrana interna (o
citoplasmatica) consiste en una doble capa de fosfolipidos que regula el paso de
nutrientes, metabolitos y macromoléculas; la capa siguiente, o capa externa,
consiste en un peptidoglucano delgado junto con un espacio periplasmico que
contiene una elevada concentracion de proteinas la membrana externa compleja
consiste en otra doble capa de fosfolipidos que incluyen lipopolisacaridos (LPS)
(en la parte mas externa, son un importante factor de virulencia de estas
bacterias), lipoproteinas (que estan fijadas al peptidoglucano), proteinas porinas
multiméricas (que facilitan el paso de diversas sustancias, incluidos los antibiéticos
betalactamicos) y otras proteinas de la membrana externa. Entre estas proteinas
hay algunas organelos complejas que irradian hacia el exterior: los flagelos,
estructuras que se utilizan para la locomocion y que provienen de una estructura
basal localizada en la membrana interna, las fimbrias (o pili comunes), con
importante funcion como adhesinas y los pili sexuales, estructuras presentes en
las bacterias que contienen plasmidos conjugativos y que las bacterias utilizan
para mediar la transferencia conjugativa de ADN del plasmido. El LPS tiene tres
dominios principales: el esqueleto de lipido A, el oligosacarido fosforilado central
(core) y las cadenas laterales de oligosacarido de repeticiéon. El lipido A, también
conocido como endotoxina, es la parte biolégicamente activa de la molécula que el
huésped reconoce. El oligosacarido de repeticion unido al LPS se conoce como
antigeno O. Este antigeno es la base para la clasificacion de los serogrupos. Junto
con otros factores, la presencia del antigeno O media la resistencia bacteriana al
efecto bactericida del suero normal, siendo capaces por tanto de sobrevivir mas
tiempo en sangre y causando infecciones hematdgenas, diseminadas y mas
graves °.

En la imagen 7 se esquematiza la estructura de la familia Enterobacteriaceae °.
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Propiedades metabdlicas

Las propiedades metabodlicas de Enterobacteriaceae son muy utiles en la
caracterizacion de los géneros que contiene. Los miembros de esta familia, a
menudo denominados enterobacterias o bacterias entéricas, degradan azucares
mediante la via Embed-Meyerhof y escinden el acido piruvico para producir acido
férmico. La familia Enterobacteriaceae puede dividirse en dos grupos, en funcion
de sus productos de fermentacion. La mayoria (p.ej., los géneros Escherichia,
Proteus, Salmonella y Shigella) llevan a cabo una fermentacién acido mixta y
producen principalmente lactato, acetato, succinato, formato y etanol. A diferencia
de Klebsiella, Enterobacter, Serratia y Erwinia son fermentadores de butanodiol.
En este tipo de fermentaciones los productos principales son butanodiol, etanol y
diéxido de carbono. Los dos tipos de fermentacion se distinguen por las pruebas
rojo de metilo y Voges- Proskauer °.

Principales caracteristicas microbioldgicas de la familia
Enterobacteriaceae

e Son aerobios no formadores de esporas que pueden crecer en anaerobiosis
(anaerobios facultativos).

e Reducen los nitratos a nitritos (con algunas excepciones).

¢ No licuan el alginato.

e Fermentan la glucosa a acido con produccion de gas o sin ella.

e Son oxidasa-negativos, a excepcion de Plesiomonas.

e Producen catalasa.

¢ No ven favorecido su crecimiento por la presencia de NaCl.

e La mayoria son méviles (con flagelos peritricos).

e No formadores de esporas 5.
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Métodos de identificacidon bacteriana

Existen diversos métodos de tipificacién bacteriana con el objetivo de identificar el
agente etiolégico responsable del proceso infeccioso y conocer las implicaciones
patoldgicas, patogénicas, la evolucidén clinica y asi poder aplicar una terapia
antimicrobiana eficaz .
Métodos fenotipicos

La identificacion bacteriana se realiza por medio de métodos convencionales
basados en las caracteristicas fenotipicas, puesto que su realizacién y costos son
accesibles. Los esquemas tradicionales de identificacién fenotipica se basan en
las caracteristicas “observables” de las bacterias; como su morfologia, desarrollo y
propiedades bioquimicas y metabdlicas °.

PRUEBAS BIOQUIMICAS: Las pruebas bioquimicas permiten determinar las
caracteristicas metabdlicas de las bacterias objeto de identificacion.

Pruebas que se utilizan en la identificacién preliminar y con lectura inmediata
como la catalasa y la oxidasa.

Pruebas rapidas, con lectura en 6 horas; como la hidrélisis del hipurato, la 3-
galactosidasa (ONPG), aminopeptidasas, ureasa e indol. Pruebas lentas con
lectura de 18 a 48 horas; oxido-fermentacion, reduccion de nitratos, Rojo de
Metilo, Vogues Proskauer, Agar hierro de Kigler, fermentacién de azucares,
hidrélisis de la esculina, coagulasa, fenilalanina-desaminasa, DNasa,
descarboxilasas, lipasas, utilizacion de citratos, entre las mas frecuentes.

Pruebas basadas en caracteristicas de resistencia a ciertas sustancias tal y como
optoquina, bacitracina, solubilidad en bilis.

Las pruebas bioquimicas también evaluan: la capacidad de reducir ciertos iones
(ferroso a férrico), la presencia o ausencia de flagelos (prueba de movilidad), la
produccion o no de hemolisinas, el requerimiento o no de algunos factores
especiales (proteinas séricas), la produccidon o no de algunas toxinas con
capacidad virulenta (toxina diftérica, toxina botulinica, etc.) 1°.



Imagen 8. Pruebas bioquimicas utilizadas para la identificacion de Enterobacterias®
Sistemas comerciales automatizados

Se trata de celdillas aisladas con un sustrato liofilizado que se inocula
individualmente y que permiten realizar simultaneamente entre 10 y 50 pruebas
bioquimicas. Los resultados de las pruebas se expresan de forma numeérica (los
resultados de las pruebas se agrupan de tres en tres, de manera que el resultado
de cada trio de pruebas queda reducido a un digito). Cada especie esta definida
por un codigo numérico, resultado de la codificacion de las reacciones a las
pruebas que se hubieran utilizado. Para codificar el digito de un trio de pruebas se
establece el siguiente sistema: .

e siuna prueba es negativa se asigna un valor de 0 a la prueba
e sila primera prueba es positiva se asigna un valor a 1

e sila segunda prueba es positiva se asigna un valor de 2

e silatercera prueba es positiva se asigna un valor de 4

El codigo numérico se obtiene sumando los valores de las tres pruebas. Los
limites inferior y superior del codigo son 0 y 7 respectivamente.

Ante un microorganismo problema, se busca el c6digo numérico y se comprueba
a que bacteria pertenece. Algunos de los sistemas comerciales disponibles en el
mercado son: API (bioMerieux), Enterotube, Oxi/Fer, Tube (BD), Rap ID systems y
Micro ID (Remel), Biochemical ID systems (Microgen) etc .
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Existen en el mercado galerias multipruebas como las descritas anteriormente
pero cuya inoculacion, incubacién, y lectura se efectian de modo automatizado.
También hay paneles en los que ademas de encontrarse los sustratos para el
desarrollo de pruebas bioquimicas, se encuentran diversos antimicrobianos a
distintas concentraciones, con lo que se realiza simultaneamente la identificacion y
antibiograma del microorganismo inoculacion y la lectura de estos paneles se
suele hacer de forma automatica, incorporandose los datos objeto de estudio.
Existen distintos paneles para distintos grupos de microorganismos. Los obtenidos
en un ordenador, el cual proporciona con un alto indice de fiabilidad, la
identificacion del microorganismo. Algunos de los sistemas de paneles
comerciales disponibles de uso mas extendido son: MicroScan, Vitek, ATB, Pasco,

Winder, Phoenix, etc 2.




Medios cromogeénicos

Los medios cromogénicos son medios de cultivo en los cuales se han incluido
directamente substratos cromogénicos que permiten detectar actividades
enzimaticas. Esto a su vez permite reagrupar el aislamiento y la identificacion
inmediata de los principales microorganismos relacionados en la patologia
humana 3.

Estos medios se fundamentan en el uso de un sustrato cromogénico especifico de
la enzima del microorganismo que se investiga. Esta enzima al actuar sobre estos
sustratos genera en ellos un cambio en su estructura, que queda evidenciada por
la formacion de colonias coloreadas 4.

Con base en lo anterior se han desarrollado diferentes tipos de medios
Cromogenicos:

a) Medios cromogénicos de orientacion: permiten
la identificacion de multiples microorganismos en
un mismo medio.

b) Medios cromogénicos selectivos: permiten la
identificacion de un determinado grupo de
microorganismos, inhibiendo el crecimiento de
otros.

En algunos casos la identificacion presuntiva
puede llegar hasta género o especie; c) Medios
cromogeénicos para la deteccidn de mecanismos
de resistencia: por ejemplo en el caso de los bacilos Gram negativos
(enterobacterias) permiten detectar betalactamasas de espectro extendido.

Actualmente los medios cromogénicos se emplean en diferentes areas, desde la
clinica y epidemioldgica hasta la industria alimenticia, donde ofrecen como
ventajas eliminar la necesidad del subcultivo y la elaboracion de numerosas
pruebas bioquimicas economizando tiempo y dinero. Entre las desventajas que
pueden presentar se encuentran la actividad enzimatica de los microorganismos y
la interpretacion de los colores por parte del operador. Sin embargo con respecto a
esto ultimo se han desarrollado equipos que facilitan la lectura de las placas 4.



Medio cromogénico chromID Salmonella Elite

El medio chromID Salmonella Elite es un medio cromogénico para el aislamiento
selectivo e identificacion de Salmonella a partir de muestras de origen humano.

Fundamento

El medio chromID Salmonella Elite esta constituido por una base nutritiva que
asocia diferentes peptonas y substratos cromogénicos (patente depositada) que
permite el crecimiento del conjunto de las Salmonella el revelado de las
actividades enzimaticas correspondientes. La diferenciacion del género
Salmonella, comprendidas las Salmonella lactosa (+), descansa en la aparicion
espontanea de un color malva palido a malva de las colonias productoras de C8-
esterasa, caracteristica expresada por la mayoria de las Salmonella. El resto de
cepas bacterianas desarrollan colonias de colores diferentes. La mezcla selectiva
permite inhibir las bacterias Gram (+), algunas bacterias Gram (-), las levaduras y
los mohos °.

Siembra
1. Dejar que las placas alcancen temperatura ambiente.

2. Inocular el medio chromID Salmonella Elite directamente a partir de las
muestras mediante estria cruzada incubar en estufa, con la tapa hacia abajo, a 35
+ 2 °C en aerobiosis. Los cultivos se examinan después de 18 a 24 horas de
incubacion °.

LECTURA E INTERPRETACION

Después de incubar, observar el crecimiento bacteriano, observar la presencia de
colonias caracteristicas de Salmonella de color malva palido a malva. La
identificacién del o de los microorganismos aislados debe continuarse con pruebas
complementarias adecuadas °.



Imagen 12. Medio chromID Salmonella Elite con siembra de Salmonella thypi'?

Medio cromogénico chromID ESBL

Para screening directo de Enterobacterias productoras de R-Lactamasa de
espectro extendido (ESBL)

El agar chromID ESBL (pendiente de patente) contiene:

* Una mezcla de antibidticos, incluido cefpodoxima, que permite el crecimiento
selectivo de Enterobacterias productoras de ESBL.

» Dos sustratos cromogénicos y un sustrato natural que permiten la identificacién
directa de las Enterobacterias productoras de ESBL mas frecuentes:

- Escherichia coli: Desarrollo espontaneo de color (rosa a rojiso) de cepas
productoras de R-glucuronidasa (R-GUR).

- Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Citrobacter (KESC): Desarrollo espontaneo de
color verde, marrén verdoso o azul de cepas que expresan R-glucosidasa (B-
GLU).

- Proteae (Proteus, Providencia, Morganella): Desarrollo espontaneo de color
marrén oscuro o marrén claro de cepas que expresan una desaminasa.

Viabilidad

Identificacion directa e inmediata de las Enterobacterias después de 18-24 horas
de incubacion

Obtencidn de resultado en menor tiempo debido a la reduccion de confirmaciones
innecesarias 6.



chromlD 4

Incubacion: 24 horas
E. coli CIP 103982

Incubacion: 24 horas
K pneumoniae
ATCC 700603

Medio cromogénico CPS

Medio listo para el aislamiento, recuento e identificacion directa en un solo paso de
E. coli, Proteus y Enterococos en muestras urinarias, aislamiento y recuento de
todos los patdgenos del tracto urinario, buen aislamiento y facil identificacién de
las colonias con colores realmente diferenciadores. El recuento microbiano se
optimiza con un fondo incoloro.

Caracteristicas e identificacién de microorganismos en el medio CPS

E.coli: B-glucuronidasa (3- GUR). No requiere prueba del indol.

Proteus: coloracion espontanea de Ilas colonias productoras de
desaminasa. No requiere la prueba adicional de TDA.

Enterococos: R-glucusidasa (- GLU).

La capacidad nutritiva, principalmente para Estafilococos y levaduras.

La sensibilidad de la deteccion y la especificidad de la coloracion para los
principales organismos habitualmente encontrados en orina.

Identificacion del grupo de bacterias KESC (Klebsiella, Enterobacter,
Serratia y Citrobacter): mejor intensidad de la coloracién, debido al aumento
de la actividad R-glucusidasa.

Orientacidn en la identificacién de Streptococcus agalactiae .



chromID CPS
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Imagen 14. Medio chromID CPS identificacion Candida albicans, E.coli, Proteus y Enterococos'*
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Género Escherichia

Es un bacilo corto Gram negativo '® y se diferencia de otros miembros de
enterobacterias por su rapida fermentacion de lactosa, con acido y gas, y la
clasica reaccion IMViC Indol (+), Rojo de metilo (+), Voges Proskauer (=) y Citrato
de Simmons (-). Sin embargo existen algunas cepas que no fermentan la lactosa o
lo hacen muy lentamente. Se presentan tanto formas moéviles como inmdviles '°.

Escherichia coli

E.coli es un anaerobio facultativo y forma parte de la flora intestinal normal de los
animales y humanos, fermenta la lactosa y produce rapidamente acido y gas a
partir de este azucar. E.coli crece muy bien en medios de gran simplicidad (EMB,
MacConkey, Agar Nutritivo); forma un brillo verdoso sobre el agar de eosina y azul
de metileno; tiene actividad descarboxilasa de lisina; utiliza el acetato como unica
fuente de carbono e hidroliza el triptéfano para formar indol 2. Forma acido y gas
de la lactosa a 44 °C y a temperaturas inferiores, es indol positivo a 44 °C y 37 °C,
RM (rojo de metilo) positivo, Voges Proskauer negativo, no crece en medios de
citrato y KCN y es malonato y gluconato negativos 2.

La estructura antigénica de E.coli es compleja.

Existen cuatro antigenos: el antigeno H DNA
Cytoplasm

(flagelar), el antigeno K (capsular), el antigeno
O (somatico) y el antigeno F (fimbrias/pili); de
los que existen 75,102, 167 y 12 variantes,
respectivamente 2.

En funciéon del sindrome que provocan, se
reconocen actualmente cinco grupos de
E. coli productores de diarrea ®.

e E.coli. enteropatogena

e E.coli. enterotoxigenica

e E.coli. enteroinvasiva

e E.coli. enterohemorragica
e E.coli. enteroagregativa

Es la especie bacteriana con mayor prevalencia en los aislamientos clinicos y es
responsable de diversas enfermedades infecciosas. Causante de sepsis y shock
Inducido por endotoxinas, también provoca infeccidén en vias urinarias, neumonia
en pacientes inmunosuprimidos y meningitis en recién nacidos.?



Aislamiento e identificacion de Escherichia coli

Cuadro 2. Morfologia colonial de E.coli en agar Verde Brillante

Caracteristica Agar Verde Brillante

Color Amarillo
Tamaiio 2-3mm
Forma Circular
Borde Redondo
Elevacion Plana
Superficie Lisa
Luz reflejada Brillante
Luz transmitida Opaca
Consistencia Pastosa

Otras

Fermentacion de lactosa

Cuadro 3. Morfologia colonial de E.coli en agar EMB

Caracteristica Agar EMB

Color

Verde metalico

Tamaiio 1 mm
Forma Puntiforme
Borde Redondo

Elevacion Convexa
Superficie Lisa
Luz reflejada Brillante
Luz transmitida Opaca
Consistencia Cremosa

Otras

Formacidn de pigmento

verde metalico




Cuadro 4. Morfologia colonia de E.coli en agar MacConkey

Caracteristica Agar Mac Conkey

Color Rosa intenso
Tamaio 2-3mm
Forma Circular
Borde Redondo
Elevacion Convexa
Superficie Lisa
Luz reflejada Mate
Luz transmitida Opaca
Consistencia Cremosa

E.coli

Otras

Fermentacion de lactosa

Fotografia 3. E.coli en agar MacConkey
colonias rosadas debido a la
fermentacion de lactosa

Cuadro 5. Morfologia colonial de E.coli en agar chromID CPS

Caracteristica Agar chromID CPS

Color Rojo-cafe
Tamaiio 1-2 mm
Forma Circular
Borde Redondo
Elevacion Convexa
Superficie Lisa
Luz reflejada Mate
Luz transmitida Opaca
Consistencia Pastosa

Otras

Formacién de color debido a la
accion de R-glucuronidasa

[~ E.colien agar chromID CPS ]

Fotografia 4. E.coli en agar chromID CPS
coloracion de las colonias debido a la
accion de B-glucuronidasa




Cuadro 6. Morfologia colonial de E.coli en agar chromID ESBL

Caracteristica Agar chromID ESBL

Color Rojo-rosado
Tamaio 1 mm
Forma Granular
Borde Ondulado
Elevacién Plana
Superficie Lisa
Luz reflejada Opaca
Luz transmitida Opaca
Consistencia Pastosa
Otras Desarrollo de color de las
colonias Rojo-rosado
debido a la accién de R-
glucuronldasa Fotografia 5. E.coli en agar chromID ESBL
colonias de color rojo-rosado que evidencian la
produccion de B-glucuronidasa

Observacion microscopica

b P S

T \Es N

Fotografia 6. E.coli tincion de Gram Bacilos Gram negativos delgados alargados



Pruebas bioquimicas

Cuadro 7. Resultados pruebas bioquimicas para la identificaciéon de E.coli

| Prueba Bioquimica Resultado
KIA Acido/Acido; Gas
TSI Acido/Acido; Gas
LIA Descarboxilacion de lisina: (+)
Pico purpura/Fondo purpura
SIM Sulfuro: (-)
Indol: (+)
Motilidad: (+)
| Indol: (+)
M Rojo de Metilo: (+)
Vv Voges Proskauer: (-)
| Citrato: (-)
C




Cuadro 8. Fotografias de pruebas bioquimicas para la identificacion de E.coli parte 1

Fotografia 7. LIA E.coli,
descarboxilacién de lisina (+)

Bateria de pruebas bioquimicas E.coli

Control Guato de Semons | Chato e Simesoes Ecol

Fotografia 8. citrato de
Simmons no hay (-) E.coli
no utiliza los citratos como
fuente de carbono

e e
Control TSI TSI E.coli
el el

Fotografia 9. TSI
Fermentacion de
carbohidratos E.coli

Control RM RM E.coli
—_——

Fotografia 10. Rojo de
metilo E.coli,
coloracion roja debido a
la presencia de
productos acidos

Cuadro 9. Fotografias de pruebas bioquimicas para la identificacién de E.coli parte 2

Bateria de pruebas bioquimicas E.coli

KIAE.coli

Control KA

Fotografia 11.- KIA E.coli,
fermentacion de glucosa 'y
lactosa

Fotografia 12.- SIM E.coli,
Sulfuro (-), Movilidad (+)

J vy
[sMcowol  LSMEcol

Fotografia 13.- SIM E.coli,
Indol (-)

VP E.coli

Control VP

Fotografia 14.- Voges
Proskauer (-) E.coli, no
hay oxidacion del
acetilmetil carbinol
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Género klebsiella

Descubierta por el microbidlogo Edwin Klebs a finales del siglo XIX. El género
Klebsiella es un miembro de la familia Enterobacteriaceae. Forma parte de la flora
del tracto gastrointestinal, pero actua como patégeno oportunista provocando
neumonia; al lograr entrar en los pulmones. Las infecciones causadas por este
microorganismo afectan a pacientes con enfermedades subyacentes como

la diabetes o alcohdlicos y fumadores crénicos 2.

Los miembros del genero Klebsiella son bastoncillos gramnegativos cortos,
inmoviles en forma de varilla, encapsuladas. La capsula que cubre una célula de
Klebsiella le ayuda a ser resistente a muchos antibiéticos. Estas bacterias tienen
dos tipos de antigenos en la superficie de la célula. Estos antigenos incluyen el
lipopolisacarido (antigeno O) y el polisacarido capsular (antigeno K). Hay
alrededor de 9 antigenos O y 77 antigenos K presentes en una célula Klebsiella 1°.

El género Klebsiella presenta dos especies patdégenas klebsiella pneumoniae y
klebsiella oxytoca. Los miembros de del genero Klebsiella son microorganismos
entéricos, células aisladas que fermentan la lactosa, descarboxilan la lisina pero
no la ornitina. Klebsiella pneumoniae es notable por qué forma colonias mucoides
de gran tamarfo, humedas debido a la presencia de material capsular '°. La
presencia de este material capsular se puede determinar mediante una tincién de
capsula se trata de una tincion negativa usando tinta china, las particulas de
carbdén no penetran la célula bacteriana si no que tinen su entorno y la bacteria
aparece como un cuerpo retractil sin tefir 8.

Klebsiella pneumoniae

K. pneumoniae puede aislarse a partir de sangre, orina, liquido pleural y heridas.
La obtencion de una muestra de esputo, en el caso de infecciones del sistema
respiratorio, sirve para la identificacién de bacilos Gram negativos mediante la
tincion de Gram y la observacion del material

capsular se puede determinar mediante una | ‘\\
tincion de capsula la cual consiste de una [ i - ‘ .
tincién negativa usando tinta china en donde >

, , — = |
las particulas de carbon no penetran la P — s

célula bacteriana si no que tifien su entorno
y la bacteria aparece como un cuerpo
retractil sin tenir.8

Imagen 16. Colonias caracteristicas de Klebsiella
pneumoniae en agar Mac Conkey'®



K.pneumoniae es inmovil, indol negativo, MR positivo, VP negativo, crece en
medio de citrato pero no en medio de KCN, no produce sulfuro de hidrogeno, pero
da positiva la prueba de la lisina descarboxilasa °. En agar Mac Conkey fermenta
la lactosa y forma colonias mucoides, mientras que en agar XLD se observan
colonias amarillas 2.

Aislamiento e identificacion de Klebsiella pneumoniae

Cuadro 10. Morfologia colonial de K.pnenumoniae en agar Verde Brillante

Caracteristica Agar Verde Brillante

Color Amarillas
Tamaiio 3mm
Forma Circular
Borde Redondo
Elevacién Convexa
Superficie Lisa
Luz reflejada Mate
Luz transmitida Opaca
Consistencia Mucosa
Otras Fermentacidn de lactosa T et .|

Cuadro 11. Morfologia colonial de K.pneumoniae en agar EMB

__ Caracteristica  _AgarEMB =

Color Purpura
Tamaiio 2-3 mm
Forma Circular
Borde Redondo
Elevacion Elevada
Superficie Lisa
Luz reflejada Brillante
Luz transmitida Opaca
Consistencia Mucosa
Otras Fermentacién de lactosa
K.pneumoniae




Cuadro 12. Morfologia colonial de K.pneumoniae en agar MacConkey

Caracteristica Agar Mac Conkey
Color Rosa intenso
Tamaiio 3-5mm
Forma Circular
Borde Redondo
Elevacion Convexa
Superficie Lisa
Luz reflejada Brillante
Luz transmitida Opaca

Consistencia

Mucosa y adherente

Otras

Fermentacién de lactosa

K pneumoniae ]

Cuadro 13. Morfologia colonial de K.pneumoniae en agar cromID ESBL

Caracteristica

Agar chromID ESBL

Color Verde
Tamaiio 1-3mm
Forma Circular
Borde Redondo
Elevacion Convexa

Superficie Lisa
Luz reflejada Brillante
Luz transmitida

Consistencia Mucosa

Otras

Producciéon de R-
glucosidasa

 J
e
x
\ B & e

K pneumoniae en agar chromiD
ESBL




Cuadro 14. Morfologia colonial de K.pneumoniae en agar chromID CPS

Caracteristica Agar chromID CPS

Color Verde
Tamaiio 1mm
Forma Circular
Borde Redondo
Elevacion Ligeramente elevada
Superficie Brillosa lisa
Luz reflejada Brillante
Luz transmitida Traslucida

Consistencia

Ligeramente mucosa

Otras

Intensidad de color de las
colonias debido a la mayor
actividad de R-glucosidasa

K.pneumoniae en agar chromID CPS

Fotografia 19. K.pneumoniae en agar chromiD
CPS intensidad de color verde de las colonias

debido a una mayor actividad de B-glucosidasa

Identificacién microscépica
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Fotografia 20. K.pneumoniae tincion de Gram Bacilos Gram negativos en pares



Pruebas bioquimicas

Cuadro 15. Pruebas bioquimicas para la identificacion de K.pneumoniae

Prueba Bioquimica Resultado

KIA Acido/Acido
TSI Acido/Acido
LIA Descarboxilacion de Lisina: (-); pico
violeta/fondo violeta
SIM Sulfuro: (-)
Indol: (-)
Motilidad: (-)
| Indol: (+)
M Rojo de Metilo: (-)
Vv Voges Proskauer: (+)
| Citrato: (+)
C

Cuadro 16. Fotografias de las pruebas para la identificacién de K.pneumoniae parte 1

Bateria de pruebas bioquimicas K.pneumoniae

Control LA | LIAK.pfi€Umoniae

ControlKIA KIA K.pneumomice |

Fotografia 21. TSI Fotografia 22. KIA Fotografia 23. LIA Fotografia 24. Citrato de
K.pneumoniae K.pneumoniae K.pneumoniae simmons (+)
fermentacién de lactosa fermentacion de lactosa descarboxilacion de K.pneumoniae
lisina (+)




Cuadro 17. Fotografias de las pruebas para la identificacién de K.pneumoniae parte 2

Bateria de pruebas bioquimicas K.pneumoniae

Fotografia 25. Rojo de Fotografia 26. Voges Foto 27.- Sulfuro de Foto 28.- Indol (-)
Metilo (+) K.pneumoniae Proskauer (-) hidrogeno (-), movilidad (-) K.pneumoniae
K.pneumoniae K.pneumoniae

34







Género Salmonella

El género Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae. Son bacilos
gramnegativos méviles que no fermentan la lactosa, aunque la mayoria producen
sulfuro de hidrogeno o gas por fermentacion de los hidratos de carbono.
Inicialmente, se agruparon en mas de 2000 especies (serotipos) en funcion de sus
antigenos somaticos (O) y flagelares
(H) (esquema de Kauffman-White). Estructura Antigénica de
Actualmente se considera que esta Salmonella spp.
clasificacion esta por debajo del nivel
de especie: en realidad solo hay dos
o tres especies (Salmonella enterica
o) Salmonella choleraesuis,
Salmonella bongori y Salmonella
typhi) y los serotipos se consideran
subespecies. Todos los agentes
patégenos entéricos, excepto S.
typhi, pertenecen a la especie S.
enterica. Por  convencion, las
subespecies se abrevian, de modo que el serotipo S. enterica paratyphy A se
transforma en S. paratyphi A.

El género Salmonella esta ampliamente distribuido en el medio ambiente, pero
algunas especies o serotipos presentan especificidad de hospedador. En concreto,
S. typhi y, por lo general, S. paratyphi estan restringidas al ser humano, aunque S.
paratyphi puede infectar ocasionalmente al ganado. Muchos serotipos, incluidos S.
typhimurium y S. enteritidis, infectan a las personas y a multiples especies de
animales, como aves de corral, vacas, cerdos, ovejas, otras aves e incluso
reptiles.

Los agentes patdgenos tipicamente acceden a los sistemas de distribucion de
agua mediante su contaminacion fecal por descargas de aguas residuales, o por el
ganado y los animales silvestres. Se ha detectado contaminacién en una gran
variedad de alimentos, incluida la leche 2°.

Salmonella tiene la capacidad de colonizar la pared intestinal, donde da lugar a
desprendimientos de la mucosa y en ocasiones produce pequefas Ulceras que
pueden sangrar 26,

Salmonella puede clasificarse en si son méviles o no, ademas de ser lactosa
negativa .



Salmonella enteritidis

Salmonella enteritidis, pertenece a la familia Enterobacteriaceae, Bacilo Gram
negativo, no esporulado. Este agente es ampliamente reconocido como causa de
brotes de Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETA), especialmente a
través de alimentos de origen aviar. Desde los afios noventa la Salmonella
enteritidis ha sido frecuentemente reportada como causa de brotes en paises
desarrollados como en vias de desarrollo. Salmonella enteritidis, es un patégeno
entérico que provoca un cuadro de enterocolitis con diarrea, fiebre y dolor
abdominal, Esta enfermedad tiene un corto periodo de incubacion que no supera
los 3 dias y que generalmente se expresa en menos de 24 horas. Su duracion es
autolimitada, alcanzando en promedio 8 dias 28.

S.enteritidis incluye mas de 2,500 serotipos basados en las diferentes
combinaciones de sus antigenos O, K, H. La mayoria de ellos causan
gastroenteritis al hombre 2°.

Aislamiento e identificacion de Salmonella enteritidis

Cuadro 18. Morfologia colonial de S.enteritidis en agar Verde Brillante

Caracteristica Agar Verde Brillante
Color Incoloras
Tamaiio 1-2 mm
Forma Puntiforme
Borde Redondo
Elevacion Convexa
Superficie Lisa
Luz reflejada Brillante
Luz transmitida Traslucida
Consistencia Membranosa __ Seenteritidis




Cuadro 19. Morfologia colonial de S.enteritidis en agar EMB

Caracteristica Agar EMB
Color Incoloras
Tamaio 1 mm
Forma Puntiforme
Borde Redondo
Elevacion Plana
Superficie Lisa
Luz reflejada Brillante
Luz transmitida Opaca
Consistencia Pastosa

S.enteritidis

Fotografia 25. S.enteritidis en agar EMB
colonias incoloras debido a la ausencia de
fermentacion de lactosa

Cuadro 20. Morfologia colonial de S.enteritidis en agar MacConkey

Caracteristica Agar Mac Conkey

Color

Incoloras

Tamaiio 2-3 mm
Forma Circular

Borde Redondo

Elevacién Convexa

Superficie Lisa

Luz reflejada Brillante
Luz transmitida Opaca
Consistencia Pastosa

S.enteritidis

Fotografia 30. S.enteritidis en agar Mac
Conkey colonias incoloras debido a la
ausencia de fermentacion de lactosa
presente en el medio




Cuadro 21. Morfologia colonial de S.enteritidis en agar Salmonella/Shigella

Caracteristica Agar S-S

Color Transparentes centro negro
Tamaiio 1 mm
Forma Irregular
Borde Ondulado
Elevacion Convexa
Superficie Lisa
Luz reflejada Opaca
Luz transmitida Opaca
Consistencia Membranosa
Otras Fermentacion de lactosa y FoFografl’a 31. S.enteritidis en agar' Salmo'nella
formacién de 4cido sulfhidrico fhlgella, f:fentro negro en Ia's colonias debido a
a formacién de sulfuro de hierro

Cuadro 22. Morfologia colonial de S.enteritidis en agar Salmonella elite

Caracteristica Agar Salmonella elite

Color Malva
Tamaiio 2-3 mm
Forma Circular
Borde Redondo
Elevacion Convexa
Superficie Lisa
Luz reflejada Brillante
Luz transmitida Opaca
Consistencia Cremosa
Otras Produccién de color malva en | S.enteritidis en agar chromID Salmonelia Elite
las colonias debido a la
oz Fotografia 32. S.enteritidis en agar chromID
produccidn de C8-estereasa . . .
Salmonella elite colonias color morado intenso
debido a la produccion de C8-estereasa




Identificacién microscépica

-
\

Pruebas bioquimicas

Cuadro 23. Pruebas bioquimicas para la identificacién de S.enteritidis

Prueba Bioquimica

Resultado

KIA Acido/Bésico:
TSI Acido /Bésico: Gas
LIA Béasico/Basico: Gas
SIM Sulfuro: (+)
Indol: (-)
Motilidad: (+)
1 Indol: (-)
M Rojo de Metilo: (+)
Y Voges Proskauer: (-)
| Citrato: (+)
C




Cuadro 24. Fotografias de las pruebas para la identificacion de S.enteritidis parte 1

Bateria de pruebas bioquimicas S.enteritidis

— e
SIM S.enteritidis

L Control

Fotografia 38. Indol (-)
S.enteritidis

Control VP VP S.enteritidis

Fotografia 39. Voges
Proskauer (-)
S.enteritidis

RM Control S.enteritidis

Fotografia 40. Rojo de
metilo (-) S.enteritidis

S Sentertids

|sMConte

Fotografia 41.- SIM
H,S(+), Movilidad (+),
S.enteritidis

Cuadro 25. Fotografias de las pruebas para la identificacion de S.enteritidis parte 2

KIA S.enteritidis

Control KIA

Fotografia 34. KIA
S.enteritidis solo fermenta
glucosa

Bateria de pruebas bioquimicas S.enteritidis

" TSI S.enteritidis

Control TSI

Fotografia 35. TSI
S.enteritidis fermentacion
de glucosa

FEon, ,
Y 5y
[

Control LIA- UA S.enteritidis

Fotografia 36. LIA
S.enteritidis
descarboxilacion de lisina

(+)

Fotografia 37. Citrato de
Simmons (+)
S.enteritidis

Seends

>Twu <







Género Proteus

El género Proteus esta incluido en la tribu Proteeae, junto con los géneros
Providencia y Morganella, y sus miembros se describen como bacilos
gramnegativos, moviles con flagelos peritricos, aerobios y anaerobios facultativos
29 es un género de bacterias que incluye patogenos responsables de muchas
infecciones del tracto urinario 2*. Este género esta formado por las especies
Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Proteus penneri y
Proteus myxofaciens 6.

Los organismos del género Proteus crecen en
medios del cultivo simples, donde sus colonias
tienden a extenderse o diseminarse por la superficie
(swarming) .

Proteus mirabilis y Proteus vulgaris comparten la
capacidad de pulular sobre la superficie de los
medios de cultivo en vez de conservarse confinados

a colonias definidas, esto los hace facil de identificar imagen 18. crecimiento caracteristico
en el laboratorio 32 de Proteus mirabilis y Proteus vulgaris®

Proteus vulgaris

Proteus vulgaris es una bacteria Gram-negativa en forma de varilla. El tamafio de
las células individuales varia de 0.4-0.6 pym por 1.2 -2.5 uym. P.vulgaris posee
flagelos peritricos, por lo que es activamente movil. Habita en el suelo, el agua
contaminada, carne cruda, tracto gastrointestinal de los animales, y el polvo .



Aislamiento e identificacion de Proteus vulgaris

Cuadro 26. Morfologia colonial de P.vulgaris en agar Verde Brillante

Caracteristica

Agar Verde Brillante

Color Blancas
Tamaiio 1 mm
Forma Circular
Borde Arrisado
Elevacion Convexa
Superficie Lisa
Luz reflejada Brillante
Luz transmitida Traslucida
Consistencia Cremosa

Otras

Efecto swarming

Cuadro 27. Morfologia colonial de P.vulgaris en agar EMB

P.vuigaris

Caracteristica Agar EMB
Color Incoloras
Tamaiio 1 mm
Forma Circular
Borde Redondo
Elevacion Convexa
Superficie Rugosa
Luz reflejada Brillante
Luz transmitida Opaca
Consistencia Pastosa

Otras

No hay fermentacién de
lactosa




Cuadro 28. Morfologia colonial de P.vulgaris en agar MacConkey

Caracteristica Agar Mac Conkey

Color Incoloras transparentes
Tamaio 1-2 mm
Forma Circular
Borde Redondo
Elevacion Plana
Superficie Lisa
Luz reflejada Brillante
Luz transmitida Traslucida
Consistencia Cremosa

Otras

Efecto swarming

Cuadro 29. Morfologia colonial de P.vulgaris en agar chromID CPS

Caracteristica Agar chromID CPS

Color Café
Tamaiio 1-3mm
Forma Redonda
Borde Entero
Elevacion Convexa
Superficie Brillante lisa
Luz reflejada Brillante
Luz transmitida Opaca

Consistencia

Ligeramente cremosa

Otras

Producciéon de desaminasa

P.vulgaris en agar chromiD CPS l




Cuadro 30. Morfologia colonial de P.vulgaris en agar chromID ESBL

Caracteristica

Agar chromID ESBL

Color Marrén
Tamaio 1-2 mm
Forma Redonda
Borde Entero
Elevacion Ligeramente elevada
Superficie Lisa brillante
Luz reflejada Brillante
Luz transmitida Opaca
Consistencia Cremosa

Otras

Coloracion marrén debido a la
produccién de desaminasa

L P.vulgaris en agar chromiD ESBL |

Identificacién microscépica




Pruebas bioquimicas

Cuadro 31. Pruebas bioquimicas para la identificacion de P.vulgaris

KIA Basico/acido: H,S
TSI Acido /Acido: H,S
LIA Basico/Acido: Lisina (-)
SIM Sulfuro: (+)
Indol: (+)
Motilidad: (+)
| Indol: (+)
M Rojo de Metilo: (+)
Y Voges Proskauer: (-)
| Citrato: (-)
o

Cuadro 32. Fotografias de las Pruebas bioquimicas para P.vulgaris parte 1

Bateria de pruebas bioquimicas P.vulgaris

| Citratos Control

Citratos P. vulga/:g

Fotografia 48.cCitrato (-)
P.vulgaris

LIA Control

Fotografia 49.
Descarboxilacion de lisina
(<) P.vulgaris

[ ua P.vulgaris

RM Pyl
vulgar

Fotografia 50. Rojo de
metilo (+) P.vulgaris

SiM Gontrol SIM Pgaris.

Fotografis 51. SIM
Sulfuro (+), Movilidad

(+), P.vulgaris




Cuadro 33. Fotografias de las pruebas bioquimicas para P.vulgaris parte 2

Bateria de pruebas bioquimicas P.vulgaris

> KIA Control
__TSiControl__| | TSt P.vuigaris $iM Control SIM P.vulgaris VP Control VP P.vulgaris
Fotografia 52. TSI Fotografia 53. Indol (+) Fotografia 54. Voges Fotografia 55. KIA
Fermentacion de glucosa P.vulgaris Proskauer (-) P.vulgaris | P.vulgaris fermentacion
P.vulgaris fermentacion de de glucosa

glucosa, lactosa y sacarosa
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Medio de cultivo Verde Brillante

Medio de enriquecimiento altamente selectivo para el aislamiento de Salmonella
spp., excepto S. typhi y S. paratyphi, a partir de muestras clinicas, alimentos, y
otros materiales de importancia sanitaria.

Es de un valor excepcional cuando se investiga un gran numero de muestras de
heces o alimentos, por su alta capacidad de diferenciacion de las colonias
sospechosas .

Fundamento

En el medio de cultivo, la pluripeptona y el extracto de levadura, constituyen la
fuente de nitrégeno, vitaminas y minerales. La lactosa y la sacarosa son los
hidratos de carbono fermentables, el rojo fenol es el indicador de pH, que vira al
amarillo cuando hay produccion de acido a partir de la fermentacion de azucares,
el cloruro de sodio mantiene el balance osmético, y el verde brillante actua como
agente selectivo.

Siembra

Sembrar en superficie por estriado a partir de una dilucién del material a investigar
o de un cultivo previo en un medio de enriquecimiento 2°.

Incubacion

Incubar 24 horas a 35-37 °C 33,

Imagen 19. Agar Verde Brillante sin inocular?®



Medio de cultivo EMB (eosina azul de metileno)

Este medio (también denominado E.A.M.) es utilizado para el aislamiento selectivo
de bacilos Gram negativos de rapido desarrollo y escasas exigencias
nutricionales. Permite el desarrollo de todas las especies de la familia
Enterobacteriaceae 3.

Fundamento

Este medio combina las férmulas de Holt-Harris y Teague con la de Levine, para
obtener un mejor rendimiento en el aislamiento selectivo de Enterobacterias y
otras especies de bacilos Gram negativos. La diferenciacion entre organismos
capaces de utilizar la lactosa y/o sacarosa, y aquellos que son incapaces de
hacerlo, esta dada por los indicadores eosina y azul de metileno; éstos ejercen un
efecto inhibitorio sobre muchas bacterias Gram positivas. Muchas cepas de
Escherichia coli y Citrobacter spp. presentan un caracteristico brillo metalico. Las
cepas que utilizan la lactosa poseen centro oscuro con periferia azulada o rosada,
mientras que las que no lo hacen son incoloras 34.

Siembra

En superficie, por estriado a partir de un inéculo poco denso, para obtener
colonias aisladas 3*.

Incubacioén

De 24 a 48 horas a 35-37 °C, en aerobiosis 34.




Medio de cultivo MacConkey

Este medio se utiliza para el aislamiento de bacilos Gram negativos de facil
desarrollo, aerobios y anaerobios facultativos. Permite diferenciar bacterias que
utilizan o no, lactosa en muestras clinicas, de agua y alimentos. Todas las
especies de la familia Enterobacteriaceae desarrollan en el mismo .

Fundamento

En el medio de cultivo, las peptonas, aportan los nutrientes necesarios para el
desarrollo bacteriano, la lactosa es el hidrato de carbono fermentable, y la mezcla
de sales biliares y el cristal violeta son los agentes selectivos que inhiben el
desarrollo de gran parte de la flora Gram positiva. Por fermentacién de la lactosa,
disminuye el pH alrededor de la colonia. Esto produce un viraje del color del
indicador de pH (rojo neutro), la absorcion en las colonias, y la precipitacién de las
sales biliares. Los microorganismos no fermentadores de lactosa producen
colonias incoloras .

Siembra
Sembrar en superficie 3°.

Incubacién
Durante 18-48 horas, a 35-37 °C, en atmosfera aerdbica 5.

Imagen 21. Agar MacConkey sin inocular?!



Agar Salmonella-Shigella

Medio de cultivo utilizado para el aislamiento de Salmonella spp. y de algunas
especies de Shigella spp a partir de heces, alimentos y otros materiales en los
cuales se sospeche su presencia 2.

Fundamento

Es un medio de cultivo selectivo y diferencial. La selectividad, esta dada por la
sales biliares y el verde brillante, que inhiben el desarrollo de bacterias Gram
positivas, de la mayoria de los coliformes y el desarrollo invasor del Proteus spp.
Es diferencial debido a la fermentacion de la lactosa, y a la formacion de acido
sulfhidrico a partir del tiosulfato de sodio. Los pocos microorganismos
fermentadores de lactosa capaces de desarrollar, acidifican el medio haciendo
virar al rojo el indicador de pH, obteniéndose colonias rosadas o rojas sobre un
fondo rojizo. Salmonella, Shigella y otros microorganismos no fermentadores de
lactosa, crecen bien en el medio de cultivo, y producen colonias transparentes. La
produccion de acido sulfhidrico se evidencia como colonias con centro negro
debido a la formacién de sulfuro de hierro 6.

Siembra
Sembrar por estriado la superficie del medio de cultivo .
Incubacion

Durante24-48 horas a 35-37 °C, en aerobiosis 3.

Imagen 22. Agar Salmonella-Shigella, colonias con centro negro debido a la formacién de acido sulfhidrico??



Prueba de citrato

Determina si un microorganismo es capaz de utilizar el citrato como unica fuente
de carbono para el metabolismo y el crecimiento con alcalinidad resultante 7.

Esta prueba nos permite diferenciar un grupo de bacterias que son capaces de
crecer con citrato como unica fuente de carbono y sales amonicas inorganicas
como unica fuente de nitrégeno, provocando la alcalinizacion del medio.

El medio a utilizar es agar Citrato de Simmons, que contiene citrato de sodio,
fosfato de amonio y azul de bromotimol como indicador de pH.

En el medio de cultivo, el fosfato monoamaonico es la unica fuente de nitrégeno y el
citrato de sodio es la unica fuente de carbono. Ambos componentes son
necesarios para el desarrollo bacteriano. Las sales de fosfato forman un sistema
buffer, el magnesio es cofactor enzimatico. El cloruro de sodio mantiene el balance
osmoético, y el azul de bromotimol es el indicador de pH, que vira al color azul en
medio alcalino. EI medio de cultivo es diferencial en base a que los
microorganismos capaces de utilizar citrato como unica fuente de carbono, usan
sales de amonio como unica fuente de nitrégeno, con la consiguiente produccion
de alcalinidad.

El metabolismo del citrato se realiza, en aquellas bacterias poseedoras de citrato
permeasa, a través del ciclo del acido tricarboxilico. EI desdoblamiento del citrato
da progresivamente, oxalacetato y piruvato. Este ultimo, en presencia de un medio
alcalino, da origen a acidos organicos que, al ser utilizados como fuente de
carbono, producen carbonatos y bicarbonatos alcalinos. El medio entonces vira al
azul y esto es indicativo de la produccion de citrato permeasa 38.

Interpretacién de resultados




LIA (lisina hierro agar)

Detecta si los miembros de la familia Enterobacteriaceae descarboxilan o
desaminan la lisina ¥’.

En el medio de cultivo, la peptona y el extracto de levadura aportan los nutrientes
para el desarrollo bacteriano. La glucosa es el hidrato de carbono fermentable, y la
lisina es el sustrato utilizado para detectar la presencia de las enzimas
descarboxilasa y deaminasa. El citrato de hierro y amonio, y el tiosulfato de sodio,
son los indicadores de la produccion de acido sulfhidrico. ElI purpura de
bromocresol, es el indicador de pH, el cual es de color amarillo a pH igual o menor
a 5.2, y de color violeta a pH igual o mayor a 6.8.

Los microorganismos que no producen lisina decarboxilasa, pero que son
fermentadores de la glucosa, producen un viraje de la totalidad del medio de
cultivo al amarillo, pero a las 24 horas de incubacién se observa el pico de color
violeta debido al consumo de las peptonas, y el fondo amairrillo.

La produccion de sulfuro de hidrogeno, se visualiza por el ennegrecimiento del
medio debido a la formacién de sulfuro de hierro .

Interpretaciéon de resultados
Descarboxilacion de lisina.
a) Positivo: pico de flauta purpura/extremo inferior purpura, con H2S o sin él.

b) Negativo: pico de flauta purpura/extremo inferior amarillo, solo fermentacién de
glucosa.

Desaminacion de lisina.

Pico de flauta rojo/extremo inferior amarillo. La reaccién en el extremo inferior se
debe a la fermentacion de la glucosa .



Lisina Hierro Agar (LIA)

LIA —SH2 - LIA + SH2 - LIA + SH2 -

Imagen 24. Resultados LIA a) Descarboxilacion de lisina (-), descarboxilacion de lisina (+) c) Descarboxilacion de lisina
(+) con produccion de H,S?*

KIA (kliger hierro agar) y TSI (triple azucar de hierro)

El agar con hierro de Kigler (KIA) y el agar con azucar triple y hierro (TSI) son
medios de cultivo diferenciales en tubo que cumplen un doble propdsito: a) la
determinacién de fermentaciones de hidratos de carbono y b) la determinacién de
la produccidon de H2S. Un microorganismo puede usar varios sustratos
incorporados en el medio; el patréon de sustratos metabolizados se usa para
diferenciar entre los diversos grupos, géneros o especies, principalmente entre los
miembros de la familia Enterobacteriaceae.

El KIA contiene dos hidratos de carbono 1% de lactosa y 0.1% de glucosa. El TSI
puede sustituir el KIA; la diferencia primaria es el agregado de un tercer hidrato de
carbono, la sacarosa, a una concentracion del 1%. La bioquimica es basicamente
igual a la del KIA por eso solo se discute en detalle el KIA. En el KIA, algunos
microorganismos pueden fermentar ambos hidratos de carbono, otros fermentan
solo la glucosa; incluso otros no pueden fermentar ni la lactosa ni la glucosa. La

fermentacion de los hidratos de carbono puede ocurrir con o sin produccion de gas
37

Patrones de fermentacion en el medio
Fermentacion soélo de la glucosa (alcalino/acido)

Se presenta s6lo en los microorganismos que no fermentan la lactosa pero si la
glucosa, se observa un pico de flauta alcalino y un fondo acido.

El pico de flauta es alcalino (rojo), lo cual indica la degradacion aerobia de la
glucosa la baja concentracién de esta provoca que el microorganismo empiece a
usar peptonas del medio, provocando la liberacion de amoniaco que alcaliniza el
medio. El fondo vira a color amarillo debido a la degradacion anaerobia de la
glucosa con la subsecuente produccion de acidos que mantienen el pH 3.



Es importante cuidar los tiempos de incubacion para evitar lecturas erroneas;
acido/acido (poco tiempo de incubacién) o alcalino/alcalino (exceso de tiempo).

Fermentacion de carbohidratos lactosa y glucosa (acido/acido)

Algunos microorganismos pueden fermentar la lactosa y la glucosa para obtener
sus nutrientes y producen una reaccién en el KIA con un pico de flauta

(acido/acido) pico amarillo fondo amarillo, después de 18-24 horas de incubacion
37

Ausencia de fermentacion de lactosa y glucosa (alcalino/alcalino; alcalino/sin
cambios)

Algunos bacilos Gram negativos no entéricos, no pueden fermentar los
carbohidratos del medio por lo que utilizan las peptonas del medio. Estos
microorganismos no entéricos pueden usar la peptona de manera aerobia o
anaerobia y son capaces de producir dos reacciones. Alcalino/alcalino; degrada la
peptona tanto aerdbica como anaerdbicamente, mientras que una reaccion de pico
alcalino y sin cambios en el fondo es provocado por un microorganismo que puede
degradar la peptona sélo aerébicamente 3.

Imagen 25. Resultados de las pruebas KIA y TSI?5

Cuadro 33. Resultados de las pruebas KIA Y TSI %7

Fermentacion + + + +
Glucosa
Fermentacion - + - -
Lactosa
Produccion H2S + - - +
Produccion gas - + + -



Medio SIM (sulfuro indol motilidad)

Es un medio semisdlido destinado a verificar la movilidad, produccion de indol y de
sulfuro de hidrégeno en un mismo tubo. Es util para diferenciar miembros de la
familia Enterobacteriaceae.

Fundamento

El triptéfano es un aminoacido constituyente de muchas peptonas, y
particularmente de la tripteina, que puede ser oxidado por algunas bacterias para
formar indol. En el proceso interviene un conjunto de enzimas llamadas
triptofanasa. El indol producido se combina con el aldehido del reactivo de Kovac’s
o de Erlich, para originar un compuesto de color rojo. Las cepas moviles pueden
apreciarse en este medio, por la turbidez que producen alrededor de la puncion de
siembra, mientras que aquellas cepas productoras de sulfhidrico se distinguen por
la formacion de un precipitado negro de sulfuro de hierro a partir del tiosulfato
siempre que el medio se mantenga a un pH mayor a 7.2 0.

Interpretacion de resultados

Cepas moviles: producen turbidez del medio, que se extiende mas alla de la linea
de siembra.

Cepas inmoviles: el crecimiento se observa solamente en la linea de siembra.

Cepas H2S positivas: ennegrecimiento a lo largo de la linea de siembra o en todo
el medio.

Cepas H2S negativas: el medio permanece sin cambio de color.

Cepas indol positivas: desarrollo de color rojo luego de agregar el reactivo de
Kovac’s o de Erlich.

Cepas indol negativas: sin cambio de color 4°.



. J
a) b) ) d) o | f

Imagen 26. Resultados SIM a)movilidad positivo, b) movilidad negativo, c)indol positivo, d)indol negativo, e)H,S
positivo, f)H,S negativo®

Rojo de metilo-Voges Proskauer

Medio utilizado para la realizacion del ensayo de Rojo de Metilo y Voges
Proskauer. Es particularmente util para la clasificacion de Enterobacterias.

En el medio de cultivo, la pluripeptona aporta los nutrientes necesarios para el
desarrollo bacteriano y la glucosa es el hidrato de carbono fermentable. La
glucosa puede ser metabolizada por los microorganismos, a través de distintas
vias metabdlicas. Segun la via utilizada, se originaran productos finales acidos
(acido lactico, acido acético, acido férmico), o productos finales neutros (acetil
metil carbinol). Esta diferencia en el metabolismo bacteriano, podria ser
reconocida por la adicién de un indicador como rojo de metilo, para revelar la
presencia de productos acidos, y por la adicion de alfa naftol e hidroxido de
potasio para evidenciar la presencia de productos finales neutros. Voges y
Proskauer, describieron una coloracion rojiza que aparecia después de adicionar
hidroxido de potasio a los cultivos de ciertos microorganismos en medio con
glucosa. Esta coloracién se debe a la oxidacion del acetilmetil carbinol a diacetilo
el cual reacciona con la peptona del medio para dar un color rojo 4'.

Siembra

Por inoculacion directa, a partir del cultivo en estudio.
Incubacion

En aerobiosis, a 35-37°C por 3 dias.

Revelado de pruebas



a- Prueba del rojo de metilo:

ARadir unas gotas de una solucion de rojo de metilo al 0.04%, observar el color del
medio.

b- Prueba del Voges Proskauer:

Anadir 0,6 ml de alfa naftol al 5% en alcohol etilico absoluto y 0.2 ml de hidréxido
de potasio al 40% a 2.5 ml de cultivo. Agitar vigorosamente el tubo, y dejar a
temperatura ambiente durante 10-15 minutos. Observar el color de la superficie
del medio 4'.

Interpretacion de resultados
1-Prueba del rojo de metilo:
Positivo: color rojo.

Negativo: color amarillo.
2-Prueba de Voges Proskauer:

Positivo: desarrollo de un color rojo en pocos minutos después de una completa
agitacion del tubo.

Negativo: ausencia de color rojo 4'.
LS
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L

Imagen 27. Resultados prueba Voges Proskauer a) negativo, b) positivo?’



Imagen 28. Resultados rojo de metilo a) prueba positiva b) prueba negativa?®
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Imagen 23.- Resultados citrato de Simmons Disponible en:
http://perso.wanadoo.es/microdominguez/a.htm

Imagen 24.- LIA Resultados_Disponible en:
http://es.slideshare.net/StephanelLovon/pruebasbioquimicasdeidentificacion243338
506-16283374

Imagen 25.- Resultados KIA y TSI Disponible en:
http://es.slideshare.net/Prymer/medios-biogumicos

Imagen 26.- Resultados medio SIM Disponible en: http://microbiologia-
monitoria.weebly.com/medios-diferenciales.html

Imagen 27.- Resultado Voges Proskauer Disponible en:
http://slideplayer.es/slide/1086518/

Imagen 28.- Resultados prueba rojo de metilo_Disponible en:
http://dianayjulian.galeon.com/bioquimicas.htm

Fotografias tomadas en el laboratorio no. 1 Planta Alta UMIEZ. FES Zaragoza
Foto 1.- E.coli en agar Verde Brillante
Foto 2.- E.coli en agar EMB

Foto 3.- E.coli en agar MacConkey
Foto 4.- E.coli en agar chromID CPS
Foto 5.- E.coli en agar chromID ESBL
Foto 6.- E.coli tincion de Gram

Foto 7.- LIA E.coli

Foto 8.- Citrato de Simmons E.coli
Foto 9.- TSI E.coli

Foto 10.- Rojo de metilo E.coli

Foto 11.- KIA E.coli

Foto 12.- SIM E.coli
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Foto 13.- SIM E.coli (INDOL)

Foto 14.- Voges Proskauer E.coli

Foto 15.- K.pneumoniae en agar Verde Brillante
Foto 16.- K.pneumoniae en agar EMB

Foto 17.- K.pneumoniae en agar MacConkey
Foto 18.- K.pneumoniae en agar chromID ESBL
Foto 19.- K.pneumoniae en agar CPS

Foto 20.- K.pneumoniae tincion de Gram

Foto 21.- TSI K.pneumoniae

Foto 22.- KIA K.pneumoniae

Foto 23.- LIA K.pneumoniae

Foto 24.- Citrato de Simmons K.pneumoniae
Foto 25.- Rojo de metilo K.pneumoniae

Foto 26.- Voges Proskauer K.pneumoniae

Foto 27.- SIM K.pneumoniae

Foto 28.- SIM K.pneumoniae (INDOL)

Foto 29.- S.enteritidis en agar Verde Brillante
Foto 30.- S.enteritidis en agar EMB

Foto 31.- S.enteritidis en agar MacConkey

Foto 32.- S.enteritidis en agar chromID Salmonella elite
Foto 33.- S.enteritidis tincion de Gram

Foto 34.- S.enteritidis KIA

Foto 35.- S.enteritidis TSI

Foto 36.- S.enteritidis LIA

Foto 37.- S.enteritidis citrato de Simmons

Foto 38.- S.enteritidis SIM (INDOL)

Foto 39.- S.enteritidis Voges Proskauer

Foto 40.- S.enteritidis Rojo de metilo



Foto 41.- S.enteritidis SIM

Foto 42.- P.vulgaris en agar Verde Brillante
Foto 43.- P.vulgaris en agar EMB

Foto 44.- P.vulgaris en agar MacConkey
Foto 45.- P.vulgaris en agar chromID CPS
Foto 46.- P.vulgaris en agar chromID ESBL
Foto 47.- P.vulgaris tinciéon de Gram

Foto 48.- P.vulgaris citrato de Simmons
Foto 49.- P.vulgaris LIA

Foto 50.- P.vulgaris rojo de metilo

Foto 51.- P.vulgaris SIM

Foto 52.- P.vulgaris TSI

Foto 53.- P.vulgaris SIM (INDOL)

Foto 54.- P.vulgaris Voges Proskauer

Foto 55.- KIA P.vulgaris
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