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RESUMEN 

La importancia qua representa el laboratorio de an6Jlala ollnioo 
•• apoyar al aédlco en la ldentlfloao16n de Joa aqantes 
etlo16qlcoa de las enfermeda.dea tnfecclosae en un periodo de 
tiempo corto y a un costo razonable. 

Las enfermedades diarreicas Junto con Jaa lntecclone• 
respiratorias aqudas constituyen las principales causas de 
morbilidad y mortalidad en los paises subdesarrollados, como 
México, y entre sus agentes etiológicos de tipo be.cterJal ae 
encuentran con mucha frecuencia a miembros de la tamllia 
Enterobacteriaceae. 

Aproximadamente el 901' de todos los cul tlvoa el in leos post ti vos 
aon ha.el los qram negativos, y aproximadamente el 95• de éstos 
pertenecen a la familia enterobacterlaceae. 

Hoy en dia existen sistemas multipruebas comerciales r6pldos, 
semiautomáticos y automáticos que permiten identificar con 
rapidez y exactitud a miembros de la familia Enterobacterlaceae, 
pero éstos no son accesibles a las poblaciones suburbanas y 
rurales por sus bajos recursos económicos. 

Por todos estos factores se determinó la conflablllded 
dleqnóatlca; con respecto al método tradiconal en tubo, de una 
técnica de inoculación multlple en placa para la ldentiflcaci6n 
de Enterobacterlaa que reduzca el costo de las pruebas 
hloqulmicas. Este método es una variante del sistema repl lcador 
que ea f6cll de usar y de implementar en cualquier laboratorio, 
no requiere la adquisición de material, reactivos o equipo 
adicionales. 

Obteniéndose para los medios caldo rojo de fenal con Sacarosa y 
agar éitrato de 5immona una sensibilidad, especificidad y 
conflabllldad dlanóatlca del 100• en caja con respecto al .etodO 
convencional en tubo. Por ello •e concluyó que el modificar el 



volu••n y •oporte de ••to• -dio• no afeot6 la oonflabl lldad 
dla9n6atlca d• lo• ••dlo, t.enl•ndo•• ••l una t6onloa alternatlya 
para la ldentlftcact6n de eapeole de Ent.erobaot.erlaa a un co•to 
.. nor por A• reduccl6n en la cantidad de -dio, reactivo• y 
aat•rlal que el requerido en el 8'toclo oonvenolonal. Pero •ate 
.. todo preaenta la• atgulentes deaventaJa•• requiere de un .. yor 
tiempo para la preparacl6n de las caja.e con 98Cllo da prueba y 
adem6.s es •UY altas la probabilidad de conta•1nact6n debido a 
que el tiempo y 6rea de expo8lol6n al •edlo a•blent.e •• mayor 
al aomanto de sembrar en cajas que en tubo, pero ••taa pueden •• 
ellalnadaa teniendo precauol6n al mo•ento de aeabrar laa 
•ueat.raa para evitar que •• contaalne el -dio y teniendo 
at .. pre medios listos para •U uao. 

Para la prueba de Vogea Proakauer y caldo urea ae tiene una 
espeolflcldad del lOO!l y una aenalbllldad del Oll, debido a que 
ninguna de las cepas eatudladas dl6 un resultado poaltlvo por lo 
que ae oonoluye que oa lOO• confiable en caja aleepre y cuando 
la prueba aoa negativa. Mientras que para la prueba rojo de 
•etilo y caldo rojo de fenol con Manltol a• tlene una 
•enslbllldad del lOO!l y una especificidad del Oll por que no hubó 
nin9un resultado negativo en las cepas· estudiada• por ello es 
confiable al 100" •lempre y cuando prueba aeo. positiva. 
Deduciéndose que es necesario probar una variedad m.\s amplia de 
cepas que den tanto resultados positivos como negativos para 
éstas pruebas para poder determinar au confiabilidad dlagn6stloa 
en caja. 

Para los medios KIA, MIO y SIM; se concluyó que la prueba 
bloqul~lca en tubo es mas confiable que en caja, y por •er ésto• 
mlnlalstemaa multlprueba& lmplloltamente ya hay una reducción de 
costos al ser usados en la ldentlflcaclón de mlcroorqanls•os. 

Se concluye finalmente que el método de prueba.a bl9qulmlcas en 
placa reduce la cantidad de material, medio y reactivos 
utilizados en la identlflcaolón de enterobactertas para los 
medios citrato de Slmmons y caldo rojo de fenal con Sacarosa, 
para los medios caldo rojo de fenol con Manl tol, caldo urea y 
rojo de metllo-Voqes Proskauer es necosarlo ••tudlar una 
variedad de cepa• en las que &e tenga tanto resultado• posltlvos 
como neqatlvos para delermlna.r su oonflabi 1 idad diagnóstica y 
para los medios KIA, MIO y SIN es nece&ario hacer una serle de 
modlftcaclones a las variables controladas en •ate eatudlo para 
encontrar las condlolones c\ptlmas para que el método en p loca 
aea ~an confiable como el tradicional. 
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INTRODIJCCION 

No cabe duda de que entre la• claaea taportantea de enf•r-dad 
laa 1nfeoolonea han conatltuldo la carga •6.• peaada para la 
huaanldad. No aola .. nte eran la causa principal de •uerte, aino 
que eataa auertea eran a aenudo eapeotahaante doloroaaa por au 
frecuencia entre loa jovenea. AdemAa, por au naturaleza 
epldéaloa, las lnfecolonea han desmantelado y aterrorizado a las 
comunidades y han determinado el destino de los ejéroitoa y de 
laa naciones; ast, la viruela permlti6 a unas pocas docenas de 
eapattoles subyugar la floree lente clvlllzactón mexicana. 
Evidentemente el control sobre 1-aa infecciones y sobre la 
polución microbiana del modio ambiente ha sido el Qran logro de 
la ctenola médica. Actualmente es fáotl tomar estos adelantos 
por naturales, pero en épcoas pasadas se tuvo a Paateur y a 
Roberto Koch <1843-1910) por héroes naolonales.11J 

Loa primeros microbios patbgenos reconocidos fueron 1.oa honqos, 
ouyo tamaft'o era auperlor a las bacterias. En 1836, Agosttno 
Basal demostro experimentalmente que un hongo era la causa da 
una enfermedad de los gusaneo de seda y Schonleln descubrt6, 3 
anos ús tardo, la asociación de un hongo con una entermedad 
cutAnea humana (tlha favosa). En 1865, Pasteur penetro en el 
campo de la mlcroblologia pat6genlca con el descubrimiento de un 
protozoo que amenazaba con arruinar la industria europea de 
ousano de aeda. El papel etiológico de lisa bacteria• fué 
establecido lnaqu1vocamente por Roberto Kooh en 1876 para el 
Antrax.tl,21 

La clave de la ldentlflcaclón de las bacterias como Qérmenes 
patógenos fué el al•lamiento de cultivos puros. Koch perfeccionó 
.. tlculosamente laa técnica• da ldentlflcaol6n que aa uaan 
aotualmente, Incluyendo el uso de medio& s6lldoa, en loa que laa 
oelulas individuales dan orlqen a colonias separadas, y el uso 
de tinclon••· El qenlo de Koch ae refleja con aAs claridad aón 
•n las pacientes aodlfloaclonea de sus propio• métodos, que le 
condujeron en 1862, a Identificar el bacilo de la tuberoulosl•. 
11,21 . 



Deapuéa de Identificar el bacilo tuberculoso, Koch formallz6 loa 
crtterlo• lntroducldo• por Henle en 1640, pero reconocidos como 
postulados de Kooh para distinguir un agente pAtogeno de un 
alorobto aoold•ntala 1) el orqanlamo se enouentrA al•mpre en laa 
l•alonea de la enfermedad. 2)puede eer aislado en cultivos puros 
en medio• artlflolals 3) la inoculación de eatos cultivos 
origina un proceso parecido en los animales de experimentación, 
y 4) el agente patogéno puede reouperarae a partir de las 
lealonee producida& en estos anlaales. Estos criterios han sido 
•uy valloaoa para la ldantlfloaclón da agentes patógeno•, aunque 
no todos ellos ae cumplen alemprei Ciertos organlamoa (entre los 
que aa incluye la totalidad de los virus) no crecen en •edlo 
artlflolal, y otros •on patogénoa tan sólo para el hombre. (1.2) 

Con la poderosa metodolog1a desarrollada por Koch 111e 1nlcl6 la 
•poca dorada de la bacterlologia módica. Varios miembros de la 
eaouela Alemana aislaron, entre 1679 y 1689 CademAs del bacilo 
de la tuberculosis) el vibri6n colérico, bacilo t.ifico, bacilo 
difterlco, neumococo, estafilococo', estreptococo, meningococo, 
qonococo y bacl lo tetilnlco. A el lo siguieron naturalmente una 
serle de eatudios sobre Jos mecAnismos patogénlcos de éstos 
mioroorganiamos, las respuestas del huésped y los métodos de 
prevención y tratamiento.C1-3) 

El trabaJo mAs importante de los microblológos en 111 medicina es 
aislar • Identificar los agentes causales de las en,er•edades 
Infecciosas a un costo razonable y en un periodo de tiempo corto 
l3,41. Esta importante Area de Ja HlcrobiologJa recibe eJ nombre 
de Hicrobtologia el inica; en Jos ól timos arras aste campo se ha 
ampJlado de manera importante debido a Ja creciente necesidad de 
ldentlflcar al patógeno para el trataauento adecuado de Ja 
enfernodad. l3J 

Como el qoce de la salud ea uno de los derechos fundamentales de 
todo ser humano, sin distinoi6n de raza, reliqión, credo 
polittco o condición económica o &octal, lo afirman !as cartas 
de laa Naolonea Unido.a y la deolaract6n de prlnolplos de la 
Organtzaol6n Mundial de la Salud. La humanidad y la historia aon 
test1Qo8 del proQreso do los pueblos cuando sus tasas de 
•orbllldad y mortalidad descienden por laa politloas de los 
al•tecaas de salud. Es preocupaci6n prioritaria del gobierno no 
sólo la adqul•lol6n de tecnologia para brindar un aervlolo 
médico, •ino qua •ste aea completamente aocaslbl• a t.oda la 
poblacl6n.151 



Apro>el•ada-nt• el 90• de todos los cultivo• bacterlológlcoa 
positivos aon bacilos ;ram negativos y aproxlmadamonte •1 95• de 
ea toa aialamlento11 pertenecen a la faml l la 
EnteroblJcterlacea.eC 1,6-8). La mayor parte de éstas bacterias ae 
encuentran en el Intestino del hombre y de otros animales, en 
loa que •• comportan como comensaleo de potencial patógeno 
cuando llegan a infectar algún lugar del cuerpo que no sea el 
lnteatlno CE•cherlchla •sp, KlepsleJJa ssp, Serratfa ssp y 
Proteus ••P> Cl,9-13>. L.os bacilos gramnegatlvos de importancia 
m4dica producen Infecciones que causan generalmente diarrea o 
disenteria o ambas, tales como Salmonella ssp, Shlgella ssp. 
114>, E•cherlchla coll, Vlbrlo •sp, Yerslnla ssp y Campylobacter ••P Cl,4,15-18). Klabslella. pneumonia.e es el agente etlol6glco 
de Ja neumonta, especies de Proteus, Klebsiella, Enterobacter y 
E. col/ aon encontradas en heridas· traumáticas contaminadas con 
tierra, materia vegetal o de incisiones abdominales luego de la 
clrugla gastrolntsstlnal 17,10,131. 

La enfermedad diarreica aguda constituye una de las principales 
causas de morbilidad y mortalidad Infantil en los paises en 
desarrollo y según estudios de laboratorio para la 
ldentlflcación del agente causal se encuentran prlnolpalmente 
virus CRotavlrus, virus Norwalk, Adonoviruo), bacterias CE. 
coJJ, Campylobacter yeYuni, Shlgella ssp, Salmonella ssp, 
Yerslnia enterocol J tlca, Vlbrlo cholerae l y Par6.sl tos CG. 
LambJJa, E. histolytica). Los agentes bacterianos gramnegatlvos 
que causan generalmente diarrea o disenteria o ambas percenecen 
en su gran mayor la a la fami l la Enterobacteriaceae. La 
Orgenlzaclón Mundial de la Salud sertala que en 1988 ocurrieron 
1,300 millones de casos de diarrea en nlrlos menores de cinco 
atros y que aproximadamente mueren anualmente en el •undo, por 
esta causa, 4 millones de nt~os. C15l 

En México la enfermedad diarreica contribuye, junto con la 
Infección respiratoria aguda, con cerca del eo• de las consultas 
médicas, particularmente a Jaotn.ntes y preoocolarea. Pero 
ade_.a, la enfermedad diarreica es la oau1u1 m.6.s frecuente de 
defunción •n los menores de cinco anos de edad. Las tasaa de 
mortalidad m6s elevadas por esta patologia son Oaxaca, Chiapas, 
Guanajuato, Hidalgo, Guerrero y tabasco ( 19-21). El deaarrol lo 
.. a aivnlflcatlvo en •ste campo, en loa óltimoa ano• incluyes a) 
el conocimiento de que la deshidratación de la diarrea aquda de 
cualquier etlologla puede aer tratada en forma segura y efectiva 
por el aétodo de hldratacl6n oral y bl La postbllldad de 
identificar a loa agente• cauaalea de la dlarrea.(15,19,20) 

' 



La Identlflcacl6n pr•llalnar de oualquler a~croorganl••o •• 
po•tbl• con pruebas preauntlvaa, aaractertatlca• de la• colonlaa 
y raacctonea bloqutmlcaa en -dloa de alalaatento primario 'I 
aorfologia alorosoclpioa. La lden~lf'loaol6n de eapeol• requiere 
la deter•lnacl6n de otraa caractertattoaa fenotlplcaa que 
reflejan el código genético • Identidad ónlca del 
•lcroorganlsmol3,?,8•. En el traba3o dlagn6atlco, la• prueba• 
bloqutmtcas aon pruebas simple• que eatan dlaeftadas para 
lndentlftcar en una foraa clara y oonclaa la pr•••ncia o 
auaencla de una caraotarlatica bloqui•lca, ooao unts. anzt.a. La 
base de todaa estas pruebas puada aer la preaencla o auaenola en 
el atcroorganismo da una enzima, un grupo da anziaaa o una vla 
-tab6lloa completa. Eataa pruebas ae han deaarrollado en loa 
ulttaoa 75 affos y han aufrido numeroaaa modlficaclones, 
austttuoionea y aupresionea. lluohaa de allaa en la actualidad 
aa realizan en equipos de medloa ainlaturtzadoa preparados en 
'foraa comercial, quo constan· de una serle de pequefto& 
recipientes que contienen varios medios y react.lvoa ~tllea para 
el diagóstlco. La mayoria de esto& equipos est6n dfseflaao para 
aer Inoculados de forma senct l la con el mloroorqanlamo 
previamente aislado. Después de un periodo de inoubacl6n 
adecuado, los resultados de la.a pruebas ae leen al obaervar un 
cambio de color o alguna reacción Interpretad.a con faollidad 
(3,6-8,22-34). A pesar de que las pruebes dtagnóatioaa •• 
emplean con mAs frecuencia en la ldentlficaolón de bacterias 
médloamente importantes, pueden tamblen usarse para bacterias de 
faportancia no médica (3). 

La identificación de microorganismos gram negativos, 
especialmente miembros de la familia Enterobaoterlaoea, que 
constituyen en su mayor parte la carga de trabajo en el 
laboratorio cltnico microbiológico, ae puede realizar hoy en dfa 
por muchos métodos rApldos, estos incluyen pruebas bloqutmloaa 
convencionales, sistemas comerciales, técnfoaa aemiautomAtioas y 
automatizadas, métodos sero16glcos y métodos mlcrosc6plcos 16-
6,23-32,351. 
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1. FUllDAMENTACION DEL TEMA 

1. Bnterobac••r1ac••• 

La faml 11• 6nterobacterlac .. e ••t• coapueata por un grupo de 
bacteria• heterog6neaa en for- de baatonea Oraa negativo•• no 
eap6rogenoa, o recen aobre .. dtoa al•plea en condlolonea 
aerobias; anaerobloa facultativos, fer .. ntan glucoaa, reducen 
nitrato• a nttritoas oxldaaa negatlvoas oatalaaa poaltlvoa, 
poseen una eatructura antl9énlCa compleja y producen dlvoraaa 
toxinas y·otroa factores de virulencia. C7,8,10,12,17,36,S8) 

1.1 I•portancia médica 

Ampliamente dlatrlbuldoa en la naturaleza, se encuentran en 
suelos y agua, en plantas y, como lo indica el nombre do la 
familia, en el tubo. digestivo de humanos y anlmolas. Algunao, 
por ejemplo, Escherlchia coJ1, son parte de la flora nortoal y 
producen de •anera inciden.tal infecciones. en tanto que ot.ros, 
como SaJmoneJJa ssp. y ShlgeJJa ssp. causan aindromea diarreico• 
y destntérlcos acompnf'lados por fiebre y aeptlcemia en loa caaos 
tipioos de fiebre tifoidea <7,6,18). En Ja tabla 1.1 se •nllata 
la flora recldente y patogénlca del tubo dlgéstivo (1,2.4,7-
13,17,18,37138>. Los bacilos Gram negativos que pertenecen a la 
familia Enterobacterlaceae son los aislamientos bacterianos 
halladoa con mayor frecuencia en muestras clinicas en el 
laboratorio. Cl,6-8> 
1.2 Taxonomia de laa Bnterobacteriaceae 

Antes de comentar los métodos para la recuperac16n • 
ldentlfloac16n de alslamlent.os clinlcos de la Familia 
Enterobacteriacoae, debe hablarse de la nomsnclatura y 
claaiflcacl6n actuales de éste grupo de bacterlaa. La taxonomla 
de ésta familia, al9una vez relativamente •Imple en Ja 
actualidad ea m.Aa compleja y fluida porque la apllcaol6n· de 
nuevas tecnoloQlas a llevado a reexaminar viejos enfoques. Estoa 
avance• permiten una olaal flcacl6n U.a exactas de loa 



alcrorganl••o•, p9ro a corto plazo causan contusión a medida que 
••reordenan nombres y categortzacionea familiarea.14,7,B.10, 

tabla 1.1 Flora del tracto gastrointestinal 

Recldcmtel StaphyJococcu• ••P· no patogénioos 
Ba.ct•rold•• ••P· 
levftdura• 
Streptocoocus •sp. 
Clostrldla asp. 
Enterobacteriaceae 

Pat6geno•i Sal•oneJla •sp. 
ShlgeJJa ssp. 
Yerstnia ••P· 
Escher1chla coJf 
Plesiomonas shigelloJdos 
Vlbrio ssp. 
CampyJobaoter ssp. 
Aeromonas ssp. 
Clostridium dlf'flcllo 

Fuente: Koneman, E. 199Z 

1.2.l Sistemas de Nomenclatura. 

Actualmente ae usan tres enteques para denominar a loa diversos 
g•neroa y especies de la familia Enterobaoterlaoea1 ll la 
nomenclatura propuesta por Ewing, por medio de •Ubagrupamlentoa 
fenotipocos en 8 tribus; 2l la clasificación propuesta por 
Brenner y col., publicada en la edición de 1964, del Bergey•s 
llanual of Syate•atic Bactf'lriology, an la cual •• definen 1.4 
qéneroa mayores y 6 adloionalea. basados sobre todo en estudios 
de relaciones& de DNA, y 3) el sistema publ tcado por Farmer y 
col. en el que las Enterobacterlaceae, estan aubaqrupadas en 22 
g6neroa, 69 eapeciea y 29 grupos entérico• ba•adoa en eatudloa 
de relaotonea de DNA y carecterlatlcaa fenottpioaa obtenidas del 
eatudio de olentoa de aislamientos ollnlcoa enviado• para 
ldentlftcaol6n.17,381 
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!ll •• exaalnan I•• •i•llldud•• y dlferenala• de cada 1•nero en 
loe . tr•• •l•t•maa, con poca• excepclonea, la olaalflcact6n de 
eapectea bacteriana• •• al•tlar.17» 

1.a.a Cla•ificación d• la f••llla Bn&erobactertacea• de 
acuerdo al Bsr•y'1 NanuaJ of S'yll" .. •1".Lc .a.c,.•r.toJOlfY 

Secolon 5. Bacilos qrnm negativo• anaerobios '•oultatlvos 

a.nero I. Escherlchl• 
Gtlnaro II. Shig•lla 
Género III. Sal•on•lla 
Género IV. Cltrobact•r 
G6nero V. Klebsiella 
G6nero VI. Enterobacter 
Género VII. Erwinla 
Género VIII. Serratta 
G6nero IX. Hafnla 
Género X. Edward•leJJa 
Género XI. Prot•us 
Género XII. Providencia 
Género XIII. #organella 
Género XIV. Yersinta 

Otros género• da la familia Enterobacterlacaae1 
Género Obesumbacterlum 
G6nero Xenorhabdus 
G6nero Kluyvera 
G4mero RahntJlla 
Género C•dacea 
Genero Tatumella 

Fuentet(7,18,37,38) 

1.3 Identificación presuntiva 

Las caraoteristicas presuntivas para la ldvnt.lfloaot6n •n 
•uestras que no sean do material fecal es por •edlo de una 
tlnclón de gram quo revele células bacilares o oooobaollarea. 
Sin embargo la diferenclaolón de especie no puede hacerae a6lo 
en base a la tlnclón de Gram y caraoterlstloas del cultivo al 
aer aislados en medios diferenciales como Agar de MaoConkey, 
Agar-Eoslna-Azul de Metileno IEMBI, Aqar Salmonella-Shlgella 
C5S>, aunque la aorfologla oolonlal •• utilizada. como aevundo 
lndlolo para au ldentlflcacl6n. ll,7,B,12,13,171 
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La det•r•lnacl6n de eapecle ae basa principalmente en •1 
.. tabollamo bacteriano regido prlnolpal•ento por enzimas que han 
•Ido codificadas por el material 11•n6tlco de la bacteria y 
reflejan la identidad ~ntca de Ja bacterla.13,71 

Una 'fraccl6n reletlvamente pequetta da la lnforan.of.ón genética 
total de laa bacterias eatA Implicada en la producción de 
enzl .. • que -t.abollza dlveraoa auatratos. Estas enzl•a• han 
aldo uaadaa tradicionalmente co•o marcadores para diferenciar 
igrupoa de eapeoiea.C3,8) 

SI un mloroorQanla•o posee una enzima dada y es capaz de 
utilizar un austrato, podr6. formar un producto final capaz de 
aodlflcar el pH del medio, lo que podrA visual Iza.rae por el 
cambio de color de un Indicador de pH. En algunos casos la 
capacidad de un organismo para desarrol Jar en un medio puede 
deteotarae por aumento de la turbidez o presencia de colonias en 
la auperflcle. Este enfoque ha aido modificado en muchas forma• 
durante los ültlmos al'fos pero aún. eil ütil para la identlf'icaci6n 
de pa~6geno• poco comunes, de patógenos diflciles de clasificar 
y oomo estandar con el cual ae comp.aran las otraa pruebas 
-tab6ltcas, 181 

Los primeros Indicios para que un aislamiento desconocido 
recuperado do una muestra pueda pertenecer a la fami l la 
Enterobacterlaceae son los slguientes1 

aJ c•Iulas bacilares o cocobactlares Gram negativas 
bl Metabolizan la glucosa de forma fermentativa 
et No hay actividad cltocromooxldasa 
d) Los nitratos son reducidos a nitritos 

Con muy pocas excepciones todos loa miembros de la fami 1 la 
Enterobactertaoeae presentan éstas oaractertaticas.C7,8,10,17> 

1.4 Caracter1sticas diferenciales de Identiticacion 

Para la 1dentlfioao16n de la especie se requiere la 
det•r•lnac16n de otras caraoterlsttcaa metabólicas. Las 11\6.s 
ampliamente usadas en el laboratorios cltnicos por el cual 
pueden ldentlftcarse lo.a enterobacterto.s excepto uno.a especies 
rara• o attptoas1 

Utlltzaol6n de hidratos de carbono 
Actividad de orto-nltrofentlgalaotostdasa CONPGI 
Producolon de Jndol 
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Ro Jo de lletl lo 
Prueba de Vogea-Pro•kauer lproduccl6n de acetll-.. tllcarblnoll 
Utlllzacl6n de citrato• 
Produoolon de ureaaa 
Deacarboxllaclón d• llalna, ornltlna y arglnlna 
Producol6n de fenllalanlna de•a•lnaaa 
Producción de aulfuro de hidrógeno 
llotlll4a4 
17,8,13,17) 

1.4.1 Utilización da hidratos da carbono 

Su fundamento ae basa en la capacidad de un orvantamo de 
feraantar o degradar un hidrato da carbono ••pecifloo 
Incorporado a un medio b.iatco, produciendo 6.cldo, o •atdo con 
qae. Ea poalble uaar una variedad de diferentes aedtoa llqutdoa 
o de agar para medir la capacidad de un •lcroorganlsrao de 
utilizar hidratos de carbono en forma rerRentatlva. Se agrega al 
aedlo un indicador de pH, generalmente rojo de fenal, éate 
virar• de color al acidificarse el medio que contenga el hidrato 
d• carbono a evaluar .a una concentración del 1S.t36,39> 

Ea com~n que los mlcroblólogoa se refieran a todo• los. hidra.toa 
de carbono como azócarea. Esto es conveniente desde el punto de 
vista operativo, si bien se comprende que loa alcohol•• 
pollhldricos como duloitol o manltol o sales catl6nicas de 
acetato o tartrato, no son hldratoa de carbono, y por ende, en 
un sentido quimlco no son verdaderamente azúcares. C7> Por todo 
esto los clasificaremos como: 1) monosacb.ridos, aldehldoa 
polihldroxlllcos o cetonas; 2> pollsAcarldos u ollqosac6rldos, 
productos de conden1>act6n do dos o m6.s monosac~rldos (pollmeros 
de loo monosAcarldos) o 3) alcoholes pollhldrlcos.t7,6,36) 
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tabla 1,2 hidrato• de carbono 

1tanoaao6.rldo• poli•e.o6ridoa alcohol ea pol ihldrioo1 

rlboaa aacaroaa e.donltol 
rlhuloaa maltosa duloltol 
xllo•a lactoaa mani tol 
arabino•a aorbltol 
glucosa 
fructuosa 
galactosa 
unoaa 
Fuante1Macfaddln, J. 1990 

Por deflnlcl6n Ja fermentación, es un proceso metabólloo de 
oxidorraducclon que ocurre en un medio ambiente anaerobio, y en 
lugar de oxigeno, un austra.to orgi&nlco sirve como el aceptar 
final de electrones.(1,7,10,18,36) 

Alqunas bacterias pueden fermentar anaer6blcamente a Ja glucosa, 
otras la oxidan y algunas pueden metabollzarla por ambo• 
116todos, •lentras que otras, aun, son Incapaces de utilizar Ja 
olucoaa. No todoa los monosacAridos son degradados por todas las 
especies bacterianas; sus formas de fermentación difieren, 
ayudando a Ja tdentlficación del qrupo, género o especie. 
Aslmlamo, las bacterias muestran diferencias en los ciclos 
utilizados para. la. fermentación del mismo sustrato dando como 
resulta.do diferentes productos finales.<1,10,18,36J 
El m6a importante ciclo fermentativo de la degradación de la 
glucosa es el ciclo de E~bden-Meyerhof, aón cuando también 
puede producirse por la vla hexosa monofosfato o el clolo de 
Entner Duod.eroff o en combinación con el los CFlq. 1.1 J. No 
obat.ante, loa tres ciclos requieren de la fosforl lactón de la 
gluco•• como paso inicial antes de que pueda producirse la 
degradación. El 6cldo ptrt:lvlco ea el lntarmedtarfo ola.ve en la 
degro.daol6n de glucosa y Ja desashotlaclún del 6.oldo ptr-:avtco 
pasa por auohoa aecanlamoa diferentes que forman una variedad de 
productos terminales caraotertstlcoa de las ferm.entaclonea 
haoterlanaa.Cl,4,10,16.36) 
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GIUCIOla GI- GIUCOIG 

1 i 1 
Gl-+fosfoto GIUCD10-6-fo1foto 

1 ' Ftucto1o-6-foafoto Glucono-'f-oclono l>-foofato 

1 1 
FructC>SO 1,6-difosloto 

l 
6-fodogluconoto 

1 
6-fo•fogluconaro 

1 
1 ,) fosfogllceroto 2-ceto-3-deoxl·6·fosfogluconoto RibUIC>S0·5.fosfoto 

l 
r;;:;- hldo p;rC.vlco ---;;¡i 
¡2H 2H¡ 

1 
A.Ido plrúvico 

' Atioo 16ctico "Át.ldos mixtos" Ciclo de ltreb• 

l 2H 
H,O 

1 
Gliterold.,hldo J-fo1fo10 

1 
í2H hielo plrúvico ";;] 
¡ _ 2H ¡ 

Ciclo de Krebs .. Acidol mhtlot .. 

H,O 

Pig. 1.1 Vlns nll'tabólic:is do l:i tlogr:idacipn bacleriana rt~ yluco:,. 1. 

Fuente& KONEMAN, E, 1992 



Laa bacteria.a que fermentan un hidrato de carbono aon por lo 
1•n•ral anaerobio• facultattvoa. Loa productos finales de la 
f•r•entao16n de loa hidrato• de carbono aon1 doa Qaaes, 
hidrógeno y anhidrtdo carb6nlco¡ algunoa 6c:ldos, algunos 
alcohol•• y una cetona. Loa producto• flnalea varlan con cada 
••pecte bacteriana, y depende d•l slatema enzhn6tlco •><latente 
en la ••pecte. Exlaten varios tipos principales de fermentac:i6n 
en la figura 1.2 ae sehala cada una de ellas.Ci,18,36) 

Fig. 1.a Principelas tipos de fermentación 

(ll1CH1C(•OH 

Ac1do pror•ónlco 
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o 
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CHaCHO 
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CH1CHOH 
Etenol 

6 

1/ 1 Hc11ua1 

1 
Ct-{!> 

íAo~ -2(H) 
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CHa~HCOOH 

OH 

Acldo 16ctlco 

Fuente& Dsvia, B. 1990 
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La fer .. ntao16n •otdo atxta •• caract•rtattca de lo• •letabro• de 
las· Enteroba.cterlaa y ••toa organlaaoa degradan la glucoaa con 
la for-cl6n de una variedad de productoa final••• pued•n aer 
divididos en doa oat•gorlas1 ll las que producen dlveraoa Actdoa 
alxtoa, y 21 las que producen butllengllaol como principal 
producto f'lnal lflgura 1.31. El tipo o la• ooablnaalon•• y 
cantidades del producto f lnal producido dependen del g•n•ro o la 
eapecie que se este e&tudlando.(1,7,18,36) 

fig. 1.J Vi•• de 6c1dos •ixtoe y butllenglicol d• la 
f•r•entacion de glucoaa. 

Acetil·mtti! carbinol 
(otttolno) 

GLUCOSA 

J 
ÁCIDO PIRÚVICO ¡ 

fermenlocl6n 6cldo mhcto 

~KOH+AIRf Un pH < •.4 convierte ol 
Indicador do rojo do metilo ·lutilon glkol Dla<etll 

~ Nohol + ueotino l 
Color rojo 

Complejo rojo (pruebo do rojo do metilo pooitlvo) 
(pruebo de ~H-Proskouer positivo) 

Fuente: Koneman, E. 1992 

La termentaci6n bacteriana de la lactosa ea m&a compleja que la 
de glucosa. La lactosa es un dlsacarldo compuaato por glucosa y 
galactosa conectada por medio de un vinculo de oxigeno conocido 
como enlace B-9alactósldo. Con hldróllala, esta enlace ae rompa. 
liberando glucosa y galactosa. Para que una bacteria utllloe 
lactosa, deben eatar presentes dos enzimas1 l) B-Galact6aido 
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per11eaaa. que permite el tranaport• de B-Galact6atdo, eoao 
lactoaa, • través de la pared celular bacteriana y 2) 8-
galaatoaldaea, una enzima necesaria para hidrolizar el enlace B-
9alact6aldo una vez que el dlaacarldo ha entrado en la c•lula. 
La reacción 6c1da final •• reaultado de la deqradaol6n de 
glucosa como ae mueatra en la fig. t.4. (7 1 8,3&,39) 

Fig. 1.4 Fer•ent•cidn bacteriana de la lacto•a. 

GLUC.OSA 

f---+-- Unión P·golott~wfo 
GALACTOSA 

4'---.. ¡i-goloc.tO,ido permeaso 

GLUCOSA ~ lli1aloc101ido•o 

f--......,~ GLUCOSA + GALACTOSA 

GAIACTOSA 

.. · ....................................... ·· 
Pored de lo úlulci bo<terlona 

GLUCOSA 

~ 
IAcoo PIROVlcol 

i 
ÁCIDOS MIXTOS 

Fuente1 Koneman, E. 1992 
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Dado que la feraentacl6n de lacto•• f lnal .. nt• ocurre por .. dlo 
de la de9radacl6n de gluco•a a trav6• de la vla de Eabden­
lleyarhof, •• deduce que cualquier alcroorganlaao• Incapaz de 
ótlllzar glucoaa no puede for .. r 6oldo a partir de 1Aoloaa. Eato 
explica por qué •• oalte la glucoaa d• las f6raulaa de medloa de 
alalamlento prlaarlo como el agar MaoConkey o agar EMB1 al no •• 
omitiera, se perderta la ~acuitad para detectar la oapaolda~ de 
fermentación de lactosa de la• bacteria& en estudio. En el .. dlo 
de prueba, el punto final de la fermentacl6n de la lactoaa •• la 
detección de la producción de 6cldo. un mlcroorqanla•o no 
fermentador d• lactoaa ea aquel que carece de B-galaotoalclaaa o 
no puede atacar a la glucosa. Se cree que lo• denomlnadoa 
feraentadores de lactoaa tardloa aon •lcroorqanlaaoa que tienen 
actividad de 11-galaetoalda•a, pero •ueatran una lenta actlvldad 
de B-galactósldo permeaaa. (7) 

En Ja prt.ctlca, •lcroorganlamos que son lncapacea de teraentar 
glucosa por lo general ae detectan por lae reacciones que 
producen al crecer en agar hierro de Kllgler tKIA> o agar hierro 
tiple az~oar lagar T51). Una reacción de pico de flauta 
alcalino/profundidad alcalina (no cambio> en cualquiera de estos 
medios Indica ausencia de producción 6clda y una incapacidad del 
microorganismo para fermentar la glucosa y otros hidratos de 
carbono presentes en el aedlo. Esta reacción sola ea •uflclente 
para excluir un microorganismo de la familia 
Enterobactereaceae.C7,8,17,36) 

La formula del KIA se muestra en la tabla 1.3, debe hacerae 
notar que la fórmula del agar TSI es Idéntica excepto por el 
agregado de 10 gre. de aacaroaa.(7,8,36,39) 

Son Importantes algunas observaclónes para al estudio de lo.a 
fórmulas KIA y TSI. La Incorporación de cuatro derivados 
proteicos (extracto de carne, extracto da levadura, proteaea y 
protaasa peptonat hace quo los medios •ean muy ricos 
nutrlclonalmente. La uaencla de lnhlbldores permita el 
oreclmlento de todas las especies bacterianas, excepto aquellao 
mAs exigentes y anaerobio• obl lgados. Por este motivo as toa 
medios pueden usarso sólo cuando oe ostudla una eopeole 
bacteriana eelecolonada de una colonia ónlca recuperada an 
•edloa primarios o aelectlvos.(7) 

La concentración de laotoaa y aacaroaa es 10 veoea •uperlor a la 
glucoaa. El sulfato ferroao como detector de 6cldo aulfldrlco ea 
menos senaible que las otras sales férricas o ferroaaa1 por ende 
pueda haber discrepancia en laa lecturas de H 5 entre KIA, TSI y 
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otro• .. dio• de prueba. El lndlc•dor roJo d• fenal •• ... rtllo 
con un pH -nor de 6.11. O.do que el pH del ...Slo no Inoculado 
••tÁ eatabllllzado en 7.4, cantidad•• relatlv ... nt• pmquefta• d• 
producto• •oldoa dan oOllO reaultado un vlalble oaablo d• 
color. 17,8,361 

tabla l.3 Aaar hierro de Kllaler 

Extracto de carne 
Extracto de levadura 
Peptona 
Proteosa peptona 
Lactosa 
Glucosa 
Sulfato ferro•o 
cloruro de aodio 
tloaulfato de aodlo 
agar 
rojo de fenol 
agua deatllada haata completar un 
oH final '1.4 
FuenteaKoneman, E. 1992 

a 1 
s 1 

15 1 
5 1 

10 1 
1 1 
0.2 1 
5 1 
0.3 9 

12 11 
0.024 q 

litro 

La figura 1.5 Ilustra los prlnclplos qutmlooa aubyaoentea 
obsevadas en KIA y TSI. El agar se deja que solidifique en pico 
de flauta, esta configuración da como resultado doa o•aaras de 
reacción en el mls~o tubo. La porción pico de flauta expuesta en 
toda su superficie al oxigeno atmosfárlco, e• aerobta1 la 
porción inferior, denominada profundidad, esta prote9lda del 
airo y es relativamente o.naerobia.. Cuando •• prepara el medio, 
•• Importante que el plco de ~lauta y la pro~undldad tenga igual 
longitud. alrededor de 3cm cada uno, da modo que •• conserve 
••te efecto da dos c6aaras.C1) 

Los tubos con KIA se Inoculan con una asa recta. La colonia blén 
alalada recuperada en una placa de aQar ae tooa con el eKtremo 
de la asa reota, que luego •• pica hacia la profundidad del 
tubo, hasta llegar a 3 a 5 .. de fondo. La aaa •• retira de la 
profundidad del tubo con un aoVl•lento hacia adelante y hacia 
atr6.• atravéa de la auperflcle da pico de flauta. Loa tubos 
Inoculados ae incuban a 35 C durante 18 a 24 hora•.C7,8,17,361 
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Pigura 1.5 Ager hierro de kligler 
NO FERMENTAOOR 

A 

Pico d4 flauro olcofi,,olpofundidou glc;o!ino 

NO FEIMfNTADOR DE LACTOSA 

a 

e 

Pm de flauto 6cldc>'ptofundldod 6cida 
l-.16n lnklol 

Pico de flauta alcolinolp<Ofundldod 6cado 
lleaocl6n Nlardada 

Pico de flouta 6cldafprofundklad 6clcla 

• lJll tras llpot geneta1111 de rtaCClonet producldu por bacterlu que crecen en 1111ar.flleml 119 Kllgler. 
En A aa lullr111 blcftoé no fermenllidorM que '°" lnclDaéea de produdr 6ddol a 1:1art1r de la lennentaCIOn 
de glucosa o llClosa; no exlsl• nlngtln cemblo en el medfo (19Pf9Mntado como b!Moo). B Uuatr1 Ulll ltddlficll· 
clOn Inicial de la profundidad y el pkiO de 1111111 del medio (llnMI vertlcalel) por bal:leitu que lennentan aluco8I. 
paro el ploo de nauta retoma 1 t.r1 pH llcdno • medida que aa forman aminas alcallnal • P8111r de la cr-roo: 
ldlldón oxldatlva de pép1ldol (deflVado• de prOlelnu .,, 11 medio) ~ de 11 llJl)ll'llcle. e lualrl la ~ .. 
llCldillClclOn permanente do 11 ¡xolundldlld '/ el pico de ftaull por blcteflu que fermentan llclOIL 

FUentet KONEMAN. E. 1.992 



91 el t.ubo de KIA ae lnocUl4 con un alcroorQanlamo t'ermentador 
de glucosa que no puede utilizar lactoaa, aólo puede obtener•• 
una cantidad relativamente pequeha de 6.cido a partir de la 
concentracl6n del 0.1• de qlucosa en el aedio, ya que las 
enzimas que utilizan la glucosa astan presentes como 
coatltuyentaa de las bacterias y •atas pueden obtener la aayor 
energla por utl l lzac16n del azllcar a6.s a Imple. Al principio 
durante las primeras tJ a 12 horas de Incubación, incluso asta 
cantidad de Acldo puede ser suf lclente para que tanto la 
profundidad como el pico de flauta tomen una coloracl6n 
aaa.rllla; ya que la utilización de la glucosa •• realiza en 
for .. aerobia aobre la estrla, y en Ja parte terminal de la 
coh•na en anaeróblosla. Sin eabargo, en las horas aiguientes • 
la degradación de a•lno6c1dos en la porción pico de flauta del 
tubo, bajo la acción del oxigeno y bacterias comienza a llborar 
aminas que rapidamente contrarestan las pequeflas cantidades de 
6cldo. En 18 a 24 horas, todo el· plco de flauta revierte a un pH 
alcalino y retoma un color rojo. Sin embargo en la profundidad 
del tubo la degradación de am1no6cldos no es suficiente para 
contrarestar al 6.cldo formado y el medio permanece amarillo. Ast 
una reacción de pico de flauta alcalino/profundidad Aclda en KJA 
lo TSI) es un indicador inicial importante de que el 
alcroorganlsmo no es un fermentador de lactosa. Pero para los 

, fermentadores de lactosa, después de haber agotado la cantidad 
limitada de qlucosa comenzarA a degradarla, como au 
concentración es diez veces mayor que la g lucoaa, el 
aicroorqaniam.o encontrarA sustrato auflclente para continuar la 
formaclbn de productos finales 6.cldos dando una reacción 
alcalina/alcallna.(7,8,36,39) 

Muchos microbiólogos prefieren el agar T51 mAs que el KIA porque 
el aqregado de sacarosa a la fórmula ayuda a evaluar especies de 
SaJ..anella J' Shigella, puesto que ninguna de éstas utiliza la 
lactosa o sacarosa. Por ende cualquier reacción Aclda/Aclda e\\ 
TSl Indica. que se ha. fermentado lactosa, sacarosa o 
ambaa.(7,6,36> 

Para detectar sulfuro de hidrógeno, el medio contiene tiosulfato 
de sodio como t'uente de 6tomos de azufre y la sal de aulfato 
ferroso como indicador de la generación de Acldo aulfldrlco. Es 
necesario un medio ambiente 6.cido para que un mlcroorganiamo 
produzca H S, y por ende debe proporcionarse una fuente de tones 
H+. Do.do que la profundidad de los tubos con KIA y o.gar TSI se 
torna 6cido con la fermentación de glucosa (aumentan loa Iones 
H+>, el enegreolmlento a menudo ae ve primero o esta limitado a 
a eaa zona, en especial con bacterias no fermentadoras de 



lactoaa. Aal •• deduce que una profundidad negra ae debe leer 
oomo Aolda aun cuando el color amarillo usual eat6. oscurecido 
por el precipitado negro. El KIA y el agar TSI aon menoa 
••nalblea para la deteoolón de H S que otros aedlos que 
contienen hierro, como el medio SIM.(7) 

SI un microorganismo puede excluirse de la familia de las 
Enterobacterlaoeae sln recurrir a una ampl la baterla de pruebas 
bloqlmlcaa, aera posible ahorrar una conolderable cantidad de 
tiempo, trabajo y costo. Se aconseja recurrir a KIA o TSI cuando 
ae aospecha que un ale !amiento pertenece a la faml l la 
Enterobacterlaceae.C7,8,J 

1.«.2 Beta-galactoeidaea y la prueba ONPG 

El principio de esta prueba es demostrar la presencia o ausencia 
de la enzima beta-galactoeidasa utilizando el compuesto orgAnlco 
ortonltrofenil-beta-D-galactoplranósido, que es un compuesto 
estructuralmente similar a la lactosa, excepto en que la glucoaa 
ha sido remplazada por un grupa ortoni lrofeni Jo. Esta prueba 
permite detectar la enzima galact.osidasa mucho m6.s rAptdamente 
que la prueba de fermentación de lactosa ordinaria. Esto es ~tll 
para identificar fermentadores de la lactosa tardioa. La prueba 
ONPG .no es un sus ti luto de la determinación de la fermentación 
de la lactosa porque sólo se mide la enzima beta­
Qalactosldasa. C2,3, 7,8,11, 17,36,40) 

1.«.3 Actividad do citocromooxidasss. 

La prueba de la oKldasa estA basada en la producción bacteriana 
de una enzima oxtdasa. Esta reacción de la oxidasa se debe a la 
presencia de un oistema citocromooxldaaa que activa la oxidación 
del oitrocromo e reducido por el oxtgono molecular, el que a su 
vez actl°.la como aceptar de electrones en la etapa final de 
electrones Cfig. 1.6> (1,2,17,36). Muchos microorganismos 
facultativos carecen do citocromo c. Su presencia o ausencia 
puede ser detectada por la prueba de la oxldasa, ótl 1 en el 
diagnostico, en que las cttlulas qua contienen la enzima 
catallzan rapldamente la oxidación del N,N,dlmetll-p­
fenllendlamlna en un producto ooloreado.(1,7,36) 

Todas laa bacterias aer6bloas obtienen su energ1a por la 
respiración, proceso responsable de la oxidaolón de diversos 
austratos. El oxigeno molecular oxida un sustrato con la 
tntervenct6n del sistema de trasporte de electrones. El oxigeno 
ea el aceptar del hidrógeno final, producido a partir del 
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per6xldo de hldr6geno, •eglln la especie bacteriana y •u •latema 
enzl ... tlco.11,10,18,361 

Fig. 1.6 Trasporte de electrpnes y fosforilación oxidativa 

Sub1tr110 ·2IHI 
Producto oxldadr 

Ublqulnon1 

2 Cltocromo b 

2 Cllocromo e 

2 Cltocromo • 

Fuente: Davis, B. 1990 

El •l•tema clt.oaromo a6lo ae encuentra por lo tJ•naral en loa 
orvanie•os aerobloa, o atcroaer6ftloa, y anaerobios 
facultativos, de modo que la prueba de la oKidaaa ea importante 
para identificar alcroorgantamoa qua carecen de la enzima o aon 
anaerobloa obligados. Por ello todos loa aloroorgan1amos que 
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aueatran actividad de cltoaroanoxldasa ea excluyen de la familia 
Enterobaoterlacea, por lo que ae conoldera como prueba 
preauntlva para la ldenttfloaclón de •ata famllla.(2,3,7,17,361 

A aenudo •• utilizan goteros comeroiales para roallzar la prueba 
debido a au oonvantencla. Las reoolones de color eon claramente 
vlalbles en 10 •eQundoe. Deben usarse asas o alambrea da 
tnoculaolón de platino, en lugar de aquellos de acero inoKldable 
o nlquel-cromo, para transportar bacteria& al roactlvo de 
oxldaaa porque rastros de oxido de hierro en la superficie 
flameada del acero lno>Cldable pueden producir reocclone falso­
positlvaa, m6a habitualmente se utiliza tetrametll-p­
fenllenedlamina, en lugar dol derivado dimetllo, porque el 
reactivo es mAs estable, aAa sensible y menos tóxico.(7) 

Los colorantes p-fenllendiamlnas son aminas aromatioaa 
prlm.ariaa, diamlno derivados del benceno. La oitocromoo><idasa, 
en presencia del oxigeno atmosférico O>< ida el reactivo 
fenilendiamina o><idasa para formar. un compuesto coloreado, el 
lndofenol.1361 

1.4.4 Reduccion de nitratos. 

Todas la Enterobaoterlaceae, con e>Ccepci6n de ciertos blotlpos 
de E'iJterobacter aggJomerans y especies de Ertttlna, reducen 
nitratos lNO ) a nitritos tNO ) y algunas veces a gas nitr6geno 
IN ) tiene lugar generalmente en condiciones anaerObloas, en las 
cuales un organismo obtiene su oxigeno del nitrato 
(2,3,7,8,17,36,391. El o><igeno sirve como un a.captor de 
hidrógeno, por ejemplo el aceptar "final de protones y 
electrones. La mayoria de las bacterias aerObicas son anaerobios 
facultativos y solo pueden reducir el nitrato en ausencia de 
oxigeno. Esta resplraci6n anaer6bica ltbbla 1.4) ea un proceso 
de o>Cidao16n por el cual las sustancias lnorganicaa 
especialmente nitrato y sulfato o raramente hidrato de carbono 
proporcionan oxigeno para que sirva como aceptor de electrones 
para suministrar energta. En la reducci6n del nitrato los 
altocromos bacterianos transportan electrones a moieculas 
aceptaras especificas, Gunsalue y Stalner aseguran que hay 
prueba• de qua el nitrato actóa como el oxldanto final en los 
alateaas cltocromo.(36) 

Sin eabargo las posibi l ldades del producto t"lnal de raduco10n 
del nitrato aon muchae1 nitrito CNO ), amoniaco tNH ), nltroqéno 
molecular (N ) , ó><ido nitrico (NO), óxido nitroso IN 0) o 
hldroKllaaina IR.HH.OHI. El producto final da la reduool6n que 



a• for .. depende de la especie bacteriana. El a6s oom.On •• 
ni tr6geno 110leoular e un va• J por .. dio de la reduocl6n del 
nitrito. Eatos productoa aegón laa oondlclonea del ••dlo. ya no 
son a6s oxidado• o aal•lladoa en el aetabollaao celular •lno que 
a• excretan en el aedlo circundante. La reduocl6n de nitrato en 
gaa nttr6geno u 6xldo nltroao •• denoalna deanltrl,lcaot6n.C36J 

t.abla 1. 4 c:..n.>aracl6n do nsplnc16a uróblco, ro1plncl60 
matrdbtca y f•nntntadóo 

, __ -- .,,,.. .... ¡t.. 
_ ..... ,_,,, • flml• """"""• A'l'r,_'-...... ~"' ...... .,,,,,_,,, -.. -- ----..trr ,_,,.,... -nsplncl6o aeróbica °"'IODO nlnl sultn- 360381 

a•róblca molo<Ular lo 1 ollolatl-
(0) YO 

Niplncl6n muróblu unu.lment• nlv.J •arlllbl• 
mwir6bJca IUltandu IUltrtlloy (nomi• dt 

lnor¡J.nltu osid~tlvo 38poromA1 
(NO ,SO o dol) 
CO)p•rono 
oxf11tno moJ"'" 
cular(O} 

Ftnntntaclóo uróbkao nlnl l 
an .. r6blca su•trato 

•en respiración procarl6ta anaer6blca, 38 moleculas de ATP 
aon producidas, respiración eucarlóta aeróbica, 3ti moleoulas 
de ATP son producidas. 
Fuente:Tortora, G. 1992. 

! 

Cualquier medio basal que permita el crecimiento del 
mfcroorganlsmo y contengo. una concentración al o.is de nitrato 
de potas.lo CJ<NO ) es adecuado para eata prueba. El caldo de 
nitrato y el agar nitrato en un pico de flauta son los medios 
mas uaados en laboratorios cllnicos. Dedo que la enzima nitrato 
reductasa es activa al •~ximo en condiciones anaaróblas, se ha 
aconsejado el uso de agar semls611do. L.oa medloa aemla6lldoa 
también aumentan el crecimiento de muchas especies bacterianas y 
proporcionan el •edlo ambiente anaerobio necesario. Como rutina 
debe agregarse polvo de cinc a todas las reacciones negativas , 
para aaegurar que no existen nitratos en el aedlo (figura 1.7 
Fase 2 l. 171 
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Pig.1.7 guiaica da la acción d• loa reactivo• par• leer la 
pru•b• da reduccldn de nitrato•. 

fase 1 '" 

Aciclo 1ulfanQico 
(incoloro) 

fuel •• 

.. naídlamina 
(incoloro) 

t-1ulfownuno-un­
a·n•f1ilamlna 

(rojo) 

QN-NQ) agcru~ rcduant . 
+ CH,COOH pnh'O a~ Zn•t ICeH1NHÑHJ--080aH 

SO.H NH1 

t-1ulf•nceno-aro- Addo 1d1ico 
.. nafülamina Arilhldtatina 

(compunco colo~acfo) (CompuHIO diarolro coloreado) 

f\lente1MacFnddin, J, 1990 

La mayor parte de loa alcroorganlamos capaces de reducir 
nitrato• lo hacen en 24 horas. algunos pueden reducir cantidades 
dat.ectablee en 2 horas. La reducción del nitrato a nitrito esta 
Indicada por la aparlcl6n de color cuando el nitrito reacciona 
oon loa reactlvoa -naftllamlna y el acldo aulfanlllco, La 
reacct6n de aolor reaul tan te t figura 1. 7 fase 1 > •• debe a la 
for•acl6n de un compuesto di azoleo C2, s • .,,e, 17,36). Es toa. 
reactlvoa aon relativamente inestables de modo que au actividad 
debe determinar•• con intervalos frecuente• por .. dlo de prueba.a 
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con alcroorqant••o• control poattlvo• y negativos. El oo•pue•to 
dlazonlo que •e forma • partir de la reaccl6n del nitrato 
reducido y reaotlvoa t-bl6n •• relatlvaaent• lneatable y el 
color tiende a deaapareoera por ende, deben efeotuarae lectura• 
t .. pranas despu•• de agregar el 6cldo sulfanlllco.17,361 

1.•.S Producción da Indol 

El lndol ea uno de los producto• de la degradacl6n •etabóllca 
del ••lnoAcldo Trlptófano. La enzl- trlptofana•• catallza la 
reacct6n de deaaalnaol6n, atacando la aolécula trlptofano 
aolaaente 110 au cadena lateral y deJando Intacto el anl l lo 
armalltlco en la forma de Indol 12,3,7,17,32). La deoradaol6n del 
trlptófano libera lndol 1 6cldo plróvtco, amoniaco y energla (~lg 
1.81. El lndol puede detecta rae con un ••dlo de prueba con 
trlftófano observando la aparición de color rojo Juego de 
agregar una aoluclón que contlpne p-dlmetl lamlnobenzaldehldo ( 
reactivo de Ehrllch o Kovacal. La figura 1.9 esquém.atlza la 
reacc16n.12,3,7,17,361 

Pig. 1.8 Degradación del triptófano 

·r1i1n••'~'"""' 
O;r

CH,-~·1t-C'IH 111 

SH, CcJ 
11 

l.·1ri¡J11"1f;11m ,,..,~~~"" i<'1n ludul 

() 

11 
+ l'll1-l°-C'IKJll + Nll, 

Ác irlu pinhic u AmcntloHU 

Pig. 1.9 Reacción del Zndol con el reactivo da kovac• 

Q 
~ 

.. Dimetllanúnc>­
bcnraldeMdo -

lndal 

Fuente: HecFeddin, J. 1990 
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1.4.5 Rojo da Metilo (RM) 

El plruvato formado a partir de la fermentación de glucosa es 
aetabollzado por dos vlae alternas lAcldoa mixtos y 
butll•ngllcol). En la figura 1.3 ae ilustran e&taa dos vlaa 
alternas. Laa bacterias que primariamente siguen la vla de 
fer1tentacl6n de acidos mixtos a menudo producen suficiente 6cldo 
como para mantener un pH por debajo de 4.4-, el punto 6.cido 
limite del Indicador rojo de aetl lo. Las diferentes formas de 
f•r•entacl6n •e deben a varlaclonaa en las enzimas vinculada• 
con el metabol lamo del 6.cldo plrtlvlco que se encuentran en el 
organlaao.t2,3,7,B,17,36,39) 

1.4.7 Prueba de Vogea-Proskauer (VP) 

Como ya ae habla mencionado anterlormonte el Ac. plruv1co puedo 
•ar metabollzado por dos vlas alternas (flg 1.3>. Cuando el 
ptruvtco ea transformado a acetil-metll-oarblnol laoetoina) esta 
es converlda en diacetil por acc16n del KOH y oxigeno 
atmosférico, el dia.cetll es convertido en un complejo rojo bajo 
la accl6n catalttlca. del alfa-naftol. Los bacterias que utilizan 
esta vta, producen e6lo peque~as cantidades de 6o1dos •lxtoa que 
pueden ser insuficientes para disminuir el pH del medio de rojo 
de me~llo lo bastante como para producir un cambio de color. Por 
este motivo, Muchas de las especies de Enterobaoteriaceae que 
son Voges-Proskauer-positlvas, con pocas excepctones, son rojo 
de metilo-negatlvao y viceversa.C2,3,7,8,17,36,39) 

1.4.8 Utilización de citrato 

El principio de esta prueba es determinar la capacidad de un 
mtcroorgantsmo de utilizar citrato de sodio como ónlca tuente de 
carbono para metabolismo y oreclmlento, provocando 
aloalinldad.(2,3,7,8,17,36,39> 

Normalmente, al metabolismo del citrato comprende una 
oondensa.cl6n de acetilo con la coenzima A y oxalacetato para. 
entrar t•n el cf.clo de Krebs. El metAbollsmo del citrato por le 
mayorta de las bacteria& es rápido a travós del ciclo del 6ctdo 
trtcarboxtllco o el ciclo de fermentación del citrato. En las 
bacterias, el dosdoblamlento del citra.to comprende un sistema 
•nzlmAtlco •in la intervención de la ooenzlma A. Esta enzima se 
denomina cltrataaa (citra.to oxalacetato-ltaaa) o 
oltratodesmolaaa l36). La enzima requiere un catión bivalente 
para au actividad, que es aum.iniat.rado por el m.agnusio o 
.. nganeao.136) · 

29 



Para esta prueba •• uaa Citrato de Si..ana en tubo• con a9ar 
tncllnado. Se alemhra un pequeno ln6culo d• una colonia de 
creoi•lento de alcroorg¡aniamo a eatudlar en la aupertlcle del 
ploo de flauta, al •l inóculo ea deaaalado grande, coapu••t.oa 
orc;¡A.nlcos prefor11&doa dentro de la par•d celular da bacteria• 
que estan muriendo pueden liberar auflclente carbono y nitrógeno 
para dar un reaultado falso-positivo. Cuando ae inocula una 
serle de tubos de medios .. de cultivo diferenciales con un 
•loroorganlamo desconocido ea importante aeahrar primero el 
aedlo con citrato para prevenir el arraatre de protelnaa o 
hidratos da carbono de los otros aedlos.C7,0,36) 

La aparición de color azul, ae utiliza como Indicador azul de 
bromotlmol, en el aedlo de prueba después de 24 horas de 
incubación a 35 e lndlca la presencia de producto• a leal inos y 
un resultado positivo de la prueba de ut.tllzaclón de citratos. 
SI se utiliza carbono a partir de cttato de sodio, también ee 
extrae nitrogeno del fosfato d9 amonto contenido en el medio 
1 lberandose amoniaco. En ocasloneis ae detecta un crecimiento 
vtalble a lo largo de Ja linea de siembra antes de la aparlai6n 
del color azul. Este crecimiento visible también Indica un 
resultado positivo. Malonato, acetato y mucato aon otros 
radicales anlónlcos comónmente usados para determinar la 
capacidad de las bacterias de utilizar estos compuestos simples 
como una fuente de carbono.(7) 

1.4.9 Produccion de ureHna 

Los organ 1 smos que poseen 
liberan amoniaco y producen 
medio que contiene rojo 
(2,3,7,8,17,36,39t 

la enzima uraasa hidrol lzan urea, 
un cambio de color rojo-rosado en un 

de -i:enol como indicador de pH. 

El sustrato urea es una die.mina del 6.cldo carb6nlco, a la que 
frecuentemente se menciona como carbamlda tRCO-NH ) , •on 
r*pldamente hldrollzadas. La hldr6lls1s de la urea es catallzada 
por una enzima espeoiflca, la ureasa, po.ra dar dos moleculaa de 
e.monlAcotNH >. En solución la urea se hidrollza, dando carbonato 
de amonio como producto final Cflg l.10).l36) 

La u1·easa es una importante enzima microbiana vinculada con la 
descomposición de los compuestos org6.nlcoa. Las enzimas 
ba.cterlanas ae clasifican en conatltuttvas o adaptativas. Una 
enzima adaptativa o inducida es aquel la que es producida por una 
bacteria aolamente cuando ae encuentra presente un •ustrato 
eapectflco. La ureasa es considerada una enzlaaa constitutiva 
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dado que •• alnt•tlzada por varias bacterias sln tener •n cuenta 
la preaencla o auaenola de •U austrato. la urea.(36, 

•ig. 1.10 Hidróliaia de le uree 

'if-'\: .. o :t 2 HOH ureau CO. + H,O + 2 JllH, ~ (NH;¡,t:O,. 

&N/ 

Fuente: MacFaddin, J. 1990 

Anhídrido Amoniaco 
carbónico 

~ .. º 
de amonio 

5• utlllza el caldo con urea de Stuart y el agar con urea de 
Chrl&tensen. Ambos medios estan amortiguados con sales da 
fosfato con un pH de 6.8. el agar urea de Chrlatensen esta menos 
amortlquado que el caldo Stuart lo que permite la detecol6n de 
.. nores cantidades de amoniaco para aquellos •lcroorganlsmos que 
producen menos ureasa. Se utlllze1 como indicador el rojo de 
fenal en ambos •edlos. Una prueba positiva para el caldo de urea 
Stuart se detecta con el vire de color a rojo rosado Intenso en 
todo el caldo, y negativa sin cambio de color tamarlllo 
anaranjado). Para la urea de Chrlatensen la reacción positiva ae 
1 .. cuando se presenta un color rojo roaado Intenso troja 
vlol6.ceo) en el pico de itlauta, el color puede penetrar en el 
aqar, y negativa cuando no hay cambio de color toolor de ante a 
aaarlllo plllldol. 17,6,361 

1.«.10 De•carboxilaaaa 

lluohaa especies de bacteria• po•••n enzimas capaces de 
de•carboxl lar amino6.c1doa espeot f ioos en •l medio de prueba, 
liberando aminas y dl6Kldo de carbono, dando una raacolón 
al cal lna que provoca un cambio de color en el indicador da 
pH.12,3.7,6,17,36,391 
La deaoarboKllaciOn •• el proceso por el au6.l la• bacteria• que 
po••en enzima• descarboKllaaaa ••pectfloaa son capace• de atacar 
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a lo• aatnoAcldo• en •u grupo oarboxllo c-COOH), dando una a•lna 
o una dlamlna y anhldrido carb6nlco Cflg 1.111 

Flg. 1.11 Deacarbox1lac16n d• un ••1no6c1do. 

"ft-CH-NHa-COOH-o R-Clfo-NH, +co. 
Anun.r.1 ,;,hklt·iclt• 1·arbci11Ñ'•• 

FUentea HacFaddin, J. 1990 

Laa enzimas desoarboxtlaaa •Qn numeroaa• y cada una •• 
especifica para un •uatrato determinado, la• tr•• 
deecarboxllasas importantes utlllzadaa para la ldentlfloaclón 
bacteriana son llalna, ornltlna y arglnlna. Se puede utilizar el 
agar-hlerro-1 lalna C LIAt, agar aemla61 ldo-lndol-ornl tina (MIO>, 
Caldo de Moeller o caldo con llslna de Falkow.(36) 

Estas deacarboKllasas son enzimaa adaptativas o lnduoldas, aon 
formadas en presencia de un sustrato especifico, y loa productos 
de la desoarboxi laclón provocan una deavlacl6n del pH hacia la 
alcalinidad. La descarboxllaclón esta lialtada a aquelloe 
amlnoAoldos que poseen por lo menos un grupo qutmloament.• activo 
que no sea una amina <-NH t o un grupo carboxi lo C-COOHI y la 
descomposición de los amlnoAcldos se produce anaeróbtoamente. El 
procoso de descarboxtlación es irreversible, no oxldatlvo, y 
requiere una coonzima común, el ~osfato de plridoxal.C36t 

El amlnoAcldo L-llaina sufre la descarboxllac16n para dar 
oadaverlna tuna diamlna) y anhidrido carbónico por acción de la 
enzima espeotftca lislna-descarbo><ila•a tfig 1.121.t36J 

El amlnollotdo L-orni tina ea descarboxi lado por Ja enzima 
ornttina-deacarboxllasa para dar la dlamlna putresctna y 
anhldrldo carbónico lflg. 1.131. 1361 

La oadavarlna como la putrecina •on establea cuando aon 
producidas en condicione• anaeróblcaa. Se cultiva la l:Jaoterla 
estudiada en anaer6blosls recubriendo la superflole del .. dto 
con parafina o vaselina. Con el sellado de los tubos todo •l 
oxigeno no combinado ea oonaumldo por el organleao preaente 
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durante la f••• de creolal•nto lntclal y durante la 
deacarboxllaol6n el pH del aedlo auaenta lhacla la aloallnldadl 
a .. dtda que •• produce anhldrldo aarb6nlao. Cocno el pH puede 
•er controlado. •• po•lbl• incorporar un indicador de pH, ya •ea 
pórpura de br011ocreaol y/o rojo de cresol, en el aedlo que 
oontlene el a•lno6cldo.1361 

Pig. 1.12 De•carboxilación de L-li•ina. 

rrn 1 • 
YH· 
<ctt,l, 
1 
CH 
1 
NH, 
1 
COOH 

1 .. 1.isina 

Usina• 
dccarboxil118 

.. eo. . 
NH, 

1 

CH, 
1 

t:H,', 
1 

V"· 
NU. 

+ C.'Ot 

Pig, 1,13 Dasaarboxilaaión d• L-Ornitina. 

NH1 

l~H,), 
fH-lrn, 
COOH 
1..<>rnilina 

Fuentes MacFaddin, J. 1990 

l'utrc:Kina (diamlnal 
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rtg. 1.1• cacabolS•ao de L-arg1n1na 

Sh1tema • la araln'n•4K•rbo•llati.a 

RMrrffín «"""'"' 
NH 

l·im, 
l ('llrllU. 

,~:.\ °'""""'- t:~""' + 00,. 

CH-NU. 
&.,,, 
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"e •--"Klnlm ~ """"¡""+OO. 

"'":'!.t.=.... 1 ""-"'"-­
,..L.,. + u ... 

1 
u .... 

INH, ~ C0. 
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R«xcibi immJ 
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. 
Putrctt"lru. 

+ co. 
+ 

INH1 
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!:~ 
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sui.-• 
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El ••lnoAoldo L-ar9lnlna •• cataboltzado a travéa de doa 
•l•t• ... a que pueden ocurrir •l•ultanéa o ••parada.ente ''lg. 
1.14>. Eatoa do• caminos aon el alatema de la arglnlna­
dehldrolaaa y el •late.a argtnlna deacarboKllaaa. Cuando el 
deevlo del Indicador del pH hacia la alcal lnldad •• r6.pldo y 
en•rvettco, ello Indica que el catabollamo de la L-ar9lnlna •• 
debl6 al •!•tema de la arglnlna-dehldrolaaa. Un deavlo de pH •6.• 
lento o a6.• débil aln formación de amoniaco se produce cuando la 
L-arglnlna •• degradada aolaaent• por el atate .. de la argtnina 
deaoarbaxllaaa.1361 

Para la interpretación de resultados cualquier amlno6ctdo da loa 
•l•.aa resultados en color; pru•ba posltlva1 p~rpura turbio a un 
pórpura aaartllento apagado (producido por la cadaverina>, 
Prueba negativa: color amarillo claro y brillante taolaaente por 
la fer•entaol6n de gluoosal.1361 

1.4.11 Producción de fenilalanina deamineaa 

Esta prueba determina la capacidad de un organla•o de d•samtnar 
la fenllalanlna en 6.cldo feni lplr~vico por la aotlvidad 
enzlmA.tlca de la deaminasa (2,S,7,B, 17,36,39). El •edlo 
utlll·zado para determinar la flnllalanina desamtnaaa ea al 
aedlo de fentlalanina, la aparición de un color verde Juego del 
agregado del reactivo de cloruro férrico'\ indica la pre•enola de 
esta enzima C7,36J. Como Ja flnllalanlna eata daaamlnada al 
color producido como consecuencia del agregado de cloruro 
terrlco al 10~ se debe a la formación de un oétoacldo, el 6.ctdo 
fenllplrOvlco.1361 

El amlno6cldo aromAtloo fenllalanlna sufre la desamlnactón 
oxidatlva cataltzada por un amlno&ctdo OKidaaa, una 
flavoprotelna para producir el &cldo cet6nico, 6ctdo 
fenllplróvlco. La desamlnacl6n oxldatlva da como resultado la 
extracoiOn del grupo amino CNH ) el amlnoAcldo para tormar un 
doble enlace -oetoAcldo y libre de amoniaco lNH ). Es éste un 
proceao en dos etapas¡ en un principio ea, extraido el hldr6geno 
dando un lminoácldo y el hidrógeno ae combina con al oxigeno 
para formar· agua, luego el lmlnob.cldo ea hldrol lzado en un 
cato6.cldo lflg. 1.151 1361 

La fenllalanlna as deaamlnada a •cldo fenllplrávlco el que luego 
ea reducido a Acldo fenl16.ctlco mediante lncubacl6n. Este álttmo 
puede ••r reconvertido en fenllalanlna, con lo que el ciclo de 
la desamlnaol6n vuelve a repetirse. Una pequetla cantidad de 



•oldofenilplróvlco •• auceptlble da aer deacarboxtlado a •oldo 
f•nllao6tlco, el ou•l ta•bl•n puede ••r reconvertido en 
fenllalantna.C361 

P1g. 1.15 La d••••1nac1ón da fen1ia1an1na. 

•-c-cooa DNminatión o.lcbth·a·._A°°" 
1 1110, 
NH1 

Antinnokidn Acido mdnlco 

Reacdón neta: 
CH,-CH-COOH 

ó *"· + 

. ó·-¿-coon 
1/2: o fb,~;~IC-ln• + NH1 

Fr11ibl01nin.1 Árkfo Amonlarn 
rcnilpinh¡m 

r-9.:" 
1 ~ .m •••••• 

Ó
4n-coon cn,.¡-coon 

NH, ~ Óº 
1.-frntlalanlna Arictc1 frnllplnhÍll:i:I 

L
PAI CPPAI 

co..;l rln;arbnxll.tcto 

ó" 
.A.ridn ícnilamkn Fuente 1 MacFaddir¡ ¡ 199Ó 
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1.4.12 Produccion da Sulfuro de Hidrógeno 

La capacidad de ciertas especies bacterianas de liberar azufre 
de a•lnoAoldos u otros compuestos que contengan azutre es una 
oaractarlatlca Importante para au identlflcac16n 
12,3,7,8,17,36). Para realizar Ja prueba ea necesario que el 
medio contenga una fuente de azufre como ctatetna, metlonlna o 
tlosulfato de sodio, ol azufre es liberado en forma da 6.Ctdo 
aulfidrlao que es un gas incoloro por medio de un alstamo. 
enzlm6.tloo productor de H 9. El gas es detectado al reaccionar 
con el hierro o plomo, presentes en el medio, formando un 
precipitado negro. la sensibilidad para detectar 6.cldo 
aulfidrlco varia dependiendo de Ja sal de hierro o plomo que ae 
use, lo& medios Gºª contienen acetato de plomo son los mlls 
•enalbles para las m&s pequehas cantidades de tH S) Los medios 
de prueba m&s utilizados se muestran en la tabla 1.5. <7,U,36) 

tabla l.! M•dlo har-• l• dtttcc16n dt 6cldo 1Uf1drlco 
Mtdlos Fuente dt nuf'rt"" Indicador d• H S 
Sultlto df blamuto peptonas mil sutnto wlratoferTOto 
Aa•r--cltrato-1ulf1to tlt11ulrato df aodto cltratt1 Ci-rrJco y 

amonio 
Apr dttoxlcolato-- ptptonu citrato flrrlco 
cltnto 
Apr-U.IDA-hlorro tiorultato de 1odlo citrato ttnlco y 

amonlo 
Aa,ar--hltrro db tlosultato df sodio tultato ferro10 
J..11;1.r 
Apr--hltrro-trlple t101Ultato dt se.dio sulfato ftrroao 
Ullur 
.Apr acttato de plomo tJ01ult1to de sodio autato de plomo 
Aprs.i.-a.. tlosulf1to d• 1odlo dtnto fórrlco 

~"" ModloSlM tlorulfato df 1odlo Hltrro ptptooludo 
A¡ar ll.1.D o IIE t101ulCato de aodlo citrato ffrrlco y 

amonio. 
FuentotKoneman, E. 1992 

1.4.13 Motilidad 

Eata prueba determina si un organismo es móvil o lnmOvll, la 
motilidad bacteriana ea importante para la identlticaclón de 
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eapeoie l2,3,7,8,l7,36). La• bacterias •• mueven por medio de 
flagelos, cuyo nt)m.ero y ublcacl6n varlan entre la• diferente• 
especiea. La motilidad bacteriana puede ob•ervara• dlrectaaante 
colocando una 9ota de caldo de cultivo en un portaobjetoa y 
observarla directamente al •lcroacopio. Se disponen dv c~aaraa 
para gotas pendientes de modo que el preparado puada vera• con 
mayor aumento ain peligro da introducir loa objetivos en la 
gota. Est6s técnica ae usa sobre todo para detectar la motilidad 
de especies bacterianas que no crecen bien en agar aemla61 ido. 
Sin embargo, las Enterobacteriaoea crecen bien y es mba co•On 
que ae empleen tubos con medio aeala6lldo que contienen 
concentraciones de agar del 0.4• o aenoe. Loa aadtos combinados 
SIM o MIO se utilizan mucho porque puode evaluar&e m6.s de una 
caracteriatica en el al6•o tubo. La prueba ea poaitiva cuando 
los organismos migran de la linoa de siembra y se difunden en 
forma radial en el medio, provocando una tubiedad. (7,36) 

Se ha aconsejado el uso de sales de tretrazolio en el medio como 
ayuda para la detección visual de crecimiento bacteriano. Las 
sales de tetrazollo son incoloras, pero son convertidas en 
complejos de form.s.zén rolo e Insolubles por las propiedadna 
reductoras de la& bacterias en crecimiento. En un medio de 
prueba de motilidad con totrazolio, la aparición de color rojo 
ayuda a rastrear la dlseminaclbn de bacterias desde la linea dP 
lnóculaclón. Sin embargo, estas sales pueden inhibir a ciertao 
bacterias eMigentes y no pueden usarse en todos los oasos.l7) 

La motilidad bacteriana puede variar con la temperatura de 
incubación, muchas especies móviles pueden detectarse a 35 C; 
sin embargo, la YersinJtJ. enteroco1Jtlc11, en la cuA.l las 
protelnas flagelares se desarrollan mas rA.pidamente con 
temperaturas más bajas, es m6vi l a 22 C (temperatura ambiente). 
Algunas como Pseudomono oeruginosa, crecen blén sólo en 
presencia de oxigeno, producen una pal tcula que se disemina en 
la superficie de agar para motilidad y no muestra el 
caracteristico abanico a partir de la linea de inoculación 
porque no crece en la parte mA.s profunda deficiente en oxigeno 
del tubo. 136,71 

1.5 Diagramas secuenciales para 
Enterobacteriacea. 

la identificación de 

Hay reportadas una Qran variedad de diagramas aecuanclales pare 
facilitar la ldentlficaatón de Enterobaoterlaceaa, todos ellos 
raotrean una serie de punto~ da ramlfioaol6n poaltivos y 
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negativo• en un algoritmo dloótomlco (4 1 6-8,10,36). Asl ao como 
ae tienen una gran variedad da be.tartas (primarias y 
•ecundarlaa, r6pldas, etc>, de prueba• bloqlmloas para 
diferenciar todas las Enterobaoteriaceae.l2,7,6,13,17,39) 

Se podr• observar una similitud entre toda• ellas puea~o que el 
fin es la ldentlficación de Entorobacteriaceas. Loa resultados 
de estas batorias se encuentran reportados en tablas y a&tan 
basados en pruebas convencionales (tabla 1. 6 >. Los reaul lados 
obtenidos con las pruebas individuales que se real izan corno 
parta de un mlcroslstema de identificación o de un sistema de 
ldentltlcaoión bloquimica automatizado no pueden eer comparados 
oon los resultados obtenidos con los metodos convenotonales. Las 
identificaciones obtenidas mediante microsistemas astan basados 
en patrones generados por el sistema completo y no en Jos 
resultados de las pruebas individuales. (B, 

Con el advenimiento de instrumentos automati7.ados y sistemas de 
identificación que se basan en an6.lisis computarizados de las 
diversas reacciones de las caracter.isttcas a evaluar, hoy en dia 
los diagramas secuenciales se usan con menor fecuencia en los 
laboratorios clinlcos.(7) 

La ventaja de el uso de baterias es que es T-lexible de acuerdo 
al Jas necesidades y recursos del laboratorio C7>. Si Ja 
funcl6n principal de éste es la identlficaci6n de organismos 
causantes de enfermedades infecciosas, y estos han sido 
clasificados previamente por los taxonomistas estudiando todas 
sus caracterlstf.cas posibles sin escatimar costo y tiempo. En 
contraste, la utilidad del laboratorio cllnico es la 
tdentlflcaci6n de aislamientos el lnlcos lo mas r6.pldo posible y 
a un costo razonoble. Es por eso que debe usarse un mtnimo de 
pruebas diag6sticas sin afectar la calidad del diAgnostico, 
seleccionando las pruebas bioqulmi cae claves para economizar 
tiempo y dlnero.l4l 

1.6 Estrategias para la reducción do costos en el 
laboratorio de microbiologia. 

El aumento de costos del cuidado médico ha sido causa de mucho 
inléres en los Oltimos anos. El grado de incremento de Jos 
costos ha excedido el grado de Inflación. Por ello ha tenido que 
intervenir el estado, para controlar eatos aumento• 
eapectflcamnete por interferencia gubernamental a partir de 1983 
tB,41 >. Para el lo se implementaron lo& grupos de diagnóstico 
relacionados «Diagnosis Relatad Grupa, DRG> para auchoa 

39 



hoapi tales en loa Estados Unidos. El ala tema DRCI, eatableci o 
oficialmente para detener el constante Incremento de la atencl n 
médica por Medicare, asignan a loa hospl tales un reembolso p r 
costos baa6ndoso sobre todo en el diagnóstico principal d 1 
paciente y no on el costo de la atención médica generado por 1 
paciente. (8, 16,41 >. Es obvio que mantener los costos tan baj 
como sea posible oonatltuyan una ventaja flnaclera para 
hospl tal. 161 

El laboratorio •lcroblólogloo ea Impactado por asta reducol6n 
presupuosto. Por muchos ahoe el laboratorio tenla, entra otr s 
funciones, transladar nuevos desarrollos en clenclaa blomédlc 
para el beneficio del cuidado del paciente, el 
tecnológico en inotru•entaolón que proporcionó exactltu , 
presiclón y r6.pldez en la obtención de resultados. Eato prodr a 
marcar el fin de una era de crecimiento del laboratorio cllnl o 
1411. 

El desafio que enfrentan loa microbiólogos que actuan sob e 
bases hospitalarias, as1 como los que trabajan en laboratorl a 
de referencia, es seguir proporcionando rosultados de calidad a 
bajo costo (42l. La Industria también ha respodldo con 1 
aumento de sus estuerzos para desarrollar nuevos método& rñpid>s 
y termas novedosas de aplicación de la tecnologta rl'fclente n 
bone~lclo de la mlcroblologia.(8) 

Durante los óltimos anos se han introducido divers s 
modificaciones a las pruebas bloquimlcaa convencionales pa a 
facilitar la inoculación de los medios, disminuir el tiempo le 
inoculación, automatizar el procedimiento o sistematizar a 
eotermlnación de la especie según las reacciones obtenldasC2 
Todas éstas modificaciones han buscado brindar un servio o 
rApldo, confiable y uconómlco al paciente. Algunas de ast s 
modiflcactones se enllstarAn mAs adelantc.C7,B> 

1.6.1 Reducción de costos 

El conocimiento do los costos reales do los procedtmlent >s 
empleados en el laboratorio de mlcrobiolog ta y la lnt'ormaol n 
acerca del presupuesto asignado para el funcionamiento s n 
eacenclalea para que los laboratorios puedan controlar a a 
costos y rendimlentos.CH,16,41) 

1.6.1.1 Bducación 
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El médico es al prlnolpal responsable de la atención del 
paciente; todo& loa procedimientos que generan costos se 
orlqlnan de los pedidos de anAllsls de los médicos. El primer 
desafio que ent'rentan loa microbiólogos en ol du educar a los 
•6dlcos para que utilicen en forma apropiada los eervicios del 
laboratorio de microbtologia.(8,42,43) 

Una adecuada recolección y trasporte de mueotra es de suma 
importancia en la reducción de c~stos.lB,44) 

1.6.1.2 Limitación en el ndmero de pruebas. 

Los laboratorios pueden reducir el nümero de pruebas de diversas 
manerao sin disminuir la calidad de la atención del paciente 
CB,42,44,45). Toda ldentlftcaolón microbiana que exceda al 
diagnóstico, pronóstico o requerimiento terapeótlco es de poco 
vnlor el in leo l43). Debe evitarse el cultivo de materiales si 
la coloración de qram u otro examen visual directo proporciona 
•uf le tente información para el d~agntistico CH,35,42). También 
pueden ser reducidas el número de placas primario.a que &e 
inoculan usualmente con el material el lnlco. Los cultivos de 
heces pueden sembrarse en dos medios selectivos y diferenciales. 
lfl,421 

1.6.2 Rapidez 
identificación 

en los resultados de pruebas da 

Una vez que se ha obtenido el desarrollo microbiano pueden 
emplearse diversos métodos pare. obtener los resultados de 
identificación con mayor prontitud. La medida m&.s efectiva en 
función del costo que dispone el mlcroblologo ea la 
ldentificacl6n presuntiva de las bacterias sobre la base de 
mortologia colonial y simples eneayos bioquimicos a la gota. 
Para la identificación de especie hoy en dla e>clsten muchas 
variantes de las pruebas bioqutmicas convencionaleo. (8) 

1.6.2.1 Sistemas modificados de pruebas bioqulmicas 
convencionales que emplesn volumenes pequeftos. Es posible 
obtener resultados mas r&pidamente mediante diversos métodos 
convenclonalos al se emplea un volumen pequeno con un inóculo 
abundante. Muchas pruebas, entre ellas la hidrólisis del 
hipurato, reduccl6n de nit.rat.os, producción de ureasa, 
descarboxllaciones y deaminaclones han sido modificadas para 
obtener resultados rApidos. En estas pruebas se inoculan 
vol(Jmenes pequef1os de medio con una suspensión concentro.do. de 
atcroorganlsmos en estudio. Key Scientiflc Products fué uno de 
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lo• primero• provedores de auatratos lndlvldualea. En el al•teaa. 
Key ae agregan pequefta• tableta• comprlmldaa que pueden 
conaervarae a temperatura ambiente y que •• agregan a peque't\oa 
volómenea de agua, aeg~n ae necesite, para preparar •1 auatrato 
oorrespondlente a una reacción especlfloa. Eataa pruebas en 
pequeWo volu•en, con sustratos alsladoa, aon extremadamente 
ótl lea para diferenciar dos eapecl•• •••eJantoa que dl'tleren 
aólo en una caracterlstlca o para descartar un •lcroorganlamo 
caracterizado por un \'.mico par6.metro. Taablen se han adaptado 
otras pruebaa para la determlnac16n r6.plda con reactivo& en 
papel de flltro.17,61 

1.6.2.2 Sistema multipruebas. El alatema •Ul~lprueba alla 
aencl l lo consiste en un formato de tipo convencional que con una 
Inoculación puede proporcionar a6s de un resultado. Con la 
combinación de los reactantes, por ejemplo, un auatrato puede 
ser usado para determinar Indo! y nitrato¡ indol y movilidad, 
indol y ornitlna u otras comblnaclones.(7,DJ 

En los sistemas comerciales multlpruebas de identificación 
r6.pida, loe medios para las reacciones bloqulmicaa 
convencionales se han fraccionado en pequeftoa volómenes y 
envasado de modo que pueden ser inoculados f6.ci lmente oon una 
aola manipulación. Cuando se emplean en comblnacl6n con una base 
de datos generada por computadora, los modelos bioqulmico& 
obtenidos pueden ser usados para predecir la ldentiflcaci6n de 
la eepecie con mayor precisión que la obtenida cuando se emplean 
métodos convencionales con unos cuantos paré.metros. Los 
fabricantes de MicroScan y Micromedla systems producen loa 
medios convencionales en placa para 111icrodilución lpollcubetas> 
que se envian al usuario congeladas, las que se mantienen de 
esta forma hasta el momento de su uso en el que ae descongelan e 
inoculan. Estos sistemas requieren una incubación durante toda 
la noche como loa sistemas convencionales. Tambten es necesario 
•1 agregado de reactivos para la demostración de los productos 
finales de las reacciones.<7,61 

El sistema 5ceptor <BDL, Mlcrobiology Systemsl también está 
basado en un ordenamiento de poi icubetas, poro los sustratos 
eat6.n deshidratados en las placas y son rehldratados con una 
suspensión del organismo al inocularlo6.. El alatema Minltek 
(BBL, Microbiology Systemsl se presenta como una aerie de 
m.icrocaldos que permite al usuario determinar las reaciones que 
requiere realizar mediante el agregado de discos de papel filtro 
impregnados con el austrato apropiado para las pol lcubetaa con 
el caldo. Mucho• grupos de bacterlaa, entre el los la11 
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Enterobacterlas 1 pueden aer estudiados en el vers6.tl 1 •latoma 
Mlnitek. 51 ae emplean lnóoulos abundantes, pueden obtenerse loa 
resultados dentro de las cuatro horas.t7,8) 

El APJ 20E para la ldentlftcaolón de bacllos gram negativos 
(Analytab Producta) Incorpora reactivos desecados en cavidad•• 
p16atlcas dentro de las cuales se coloca una suspensión del 
organismo en estudio. Con un lnóculo abundante los resultados 
pueden leerse en algunos casos después de 4-6 horas de 
tnoubaolón.C&-8,131 

El alstema API RapldE para enterobacterlas CAnalytab Products) 
emplea el mismo foraato aunque se han incorporado dlver6os 
sustratos cromogénlcoa como reactentes para permitir resultados 
1116& r6pidos. Los sistemas API cuentan con una base de datos 
generada por computadora que incorpor1s los resul todos de 21 
pruebas (incluyendo las reacciones para oxidtt.sa que se realiza 
separadamente•, el uso dol sistema API pora la Identificación de 
Enterobacterias ha fac 11 l tado el reconocimiento de varias 
especies nuevas y ha permitido que' los 1 ahora.torios designaran 
las especies en forma m6s precisa (bas6.ndose en el blotlpo> de 
lo que era posible anteriormente, en función de la releción 
costo-eficlencie.(7,8) 

En Otros sistemas se encuentran formas novedosas pora la 
presentación de los medios. En el Enterotube JI (Roche 
Diagnostica) los medios estan contenidos en un tubo qrando, Se 
toma una colonia en el extremo de una aguja para lnooulacl6n 
larqa que se Introduce en el tubo de plAstlco a través de uno 
serle de compartimientos de agar que contienen los distintos 
sustratos. El Enteric-Tek CFlow Laboratories) emplea medios que 
contienen los sustratos en cavidades con forma de cu~as radiales 
sobre una placa circular de plAstlco. Los sustratos Incorporados 
en placas de agar permiten probar varias bacterias 
slmult6neamente con una buena relación costo-efectividad CCatha 
Replicans JI System, MCT Oiagnostics).(7,8,13) 

En los óltlmos ahos varios de los sistemas multlpruebas han sido 
adaptados par~ obtener los resultados mAs rapldamente; con 
frecuencia, sin necesidad de incubación de un dia para el otro. 
El sistema Micro-ID (General Diagnostica) fue uno de los 
primeros en aplicar el principio de qua las enzimas bacterianas 
pueden actuar en a.usencia de un crecimiento o multiplicación 
real de un qermen. La detección de enzimas preformadas ae basa 
en la lnoculacl6n de soluciones que contienen el sustrato con 
una auapenat6n muy concentrada de mlcroorgantsmoa tl M 10 

43 



banter laa por ml I. 
suficiente cantidad 
oon el auatrato, 
vlables.17,8,131 

En ••t.• vol~n da •laroor9anl•mo• habrA. 
de enzima para que •• produzca la reacol6n 
aunque loa alcroor9anl1111DB ya no eaten 

El sistema Micro-ID ••plea dtver•o• auatratoa que detectan 
enzimas preformadas, adelÚ.s de la• pruebas convencionales par al 
ldentlftcaci6n de Enterobacterlas. La •.uopenat6n del 
aloroorganlamoa es inoculada ··en cavidades de una pollcubeta de 
pl6atlco, ae incuba y luego •• Inclina para .. zclar loa 
reactivos que se encuentran en una a6mara aeparada con la 
auepensl6n. Pueden obtenerse los resultado• despu•• de 4 horas 
de lncubaolón. Las pruebas de ••te ~tpo proporcionan lo• 
resultados después de pocas horas de Incubación en vez de la 
lnaubaclón de un dia para el otro ex!gida por •uchoa mét.odos 
convenclonales.t7,B,13) 

Los sistemas para pruebas bloqulmlcaa taablén pueden utt l izar 
austratos oromogénlcos. Las enzimas actúan aobre estos austratos 
o.l formar productos coloreados, alendo innecesario un aistema 
l~dlcador adicional. l7,8) 

Loa sistemas que incluyen en la misma placa pruebas de 
senslbl l ldad ast como paré.metros de ldent.l f lcact6n t incluyendo 
los producidos por American MlcroScan y MlcroHedla Syst.ems) 
deben ser incubados durante la noche para obtener el grado de 
desarrollo auflclente para obtener resultados precl•oo.(7,8) 

1.&.2.3 Sistomas 1!!!.Utomzstizados para identificación 
microbiana. Algunos sistemas que utl 1 lzan una placa para 
mlcrodiluclón han sido automatizados para permitir una lectura 
de los resultados totalmente automAtica o parcialmente manual. 
Los sistemas MioroScan lAmurican Klcro5canJ y Sceptor tBBL, 
Mlcroblology Systems > emplean lectores qua ae oonanotan con el 
sistema de base de datos para identifloaclón por 
computact6n.l7,8,13) 

El sietema Sceptor incluye un dispositivo de llenado 
automatizado, para rehidratar las cavidades con la auspensi6n 
del organismo en estudio. Los sistemas oompatlbles con APl 
lUnlScept y Aladin, Analytab Producta) t.amblen incorporan un 
lector autom6ttco que ae conecta con au extanaa base de 
datos. t7,8,13t 
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El Autobao IDX !General Diagnostica l 
•l•t•••• automatizados para medir 
llOdtf loado para proporalonar 
baot•rlana.(7,8,131 

fue uno de los primeros 
sensibilidad y ha Sido 
también ldentlflcacl6n 

Loa •lcroorganlamos •on inoculados en cubetas p16.stloaa que 
contienen diversas auatanclas lnhlbldoras. Luego de 3 a 6 horas 
de 1ncubacl6n la ldentlflcaclón del microorganismo ea 
d•t•r•lnada por au patrón de crecimiento en presencia de loe 
diferentes agentes antlbacterlanos, medido por fotometrta de 
dlaperalón. El AutoMlcroblo System lVltek Systems> determiana 
por turbldlmetrta nl craclmlento de la cepa en •studlo dentro de 
cavidades muy pequeftas que contienen el sustrato, sobre una 
tarjeta de p16.sttco. Una vez que el aistema ha sido inoculado, 
el instrumento realiza todas las lecturas sin ayuda del 
operador; los resultados est6.n disponibles luego de 4 a ti horas 
de Incubación. El sistema Avantage tAbbott Laboratorles) emplea 
un cortucho de plAstlco con un cierto número de cavidades que 
contienen sustratos liofilizados, quv son inoculados manualmente 
en una sola operación. El instrumento controla la turbidez en 
~unción del tiempo y da los resultados sobro la base de patrones 
cinéticos de desarrollo y metabolismo. Pueden obtenerse 
carcuchoa independientes para la deter1ninación de levaduras, 
bacilos gramnegatlvos no fermentadores y Enterobacterias.t17,B> 

1.6.2.4 Sistema de base da datoo por computación. Los 
principios que tunda.mentan los sistemas de base de datos por 
computación para la identificación de especies son aencillos. El 
primer pa~o para desarrollar una base de datos e¡¡ acumular un 
;ran nOmero de microorganismos de especies conocidas. Cada cepa 
ae aomete a baterias idénticas de pruebas bioqutmlcae y 
enzlmatlcas. Laa reacciones se registran como positivas t+J o 
negativas e-> y los resultados acumulativos de cada prueba se 
expresan en el porcentaje de cada género o especie que posee esa 
caracteristica. Luego se estudia un microorganismo desconocido X 
frente a los mismos sustratos. Los reoultados de las pruebas con 
las cepo.a conocidos se convierten en porcentaje de probabl l idad 
de que la cepa desconocida sea un miembro de uno de los generos 
conocidos bas6.ndose en el resultado de cada prueba por 
aeparado.l7,8,131 

Finalmente se multiplican las probabilidades Individuales del 
microorganismo eatudiado para obtener una probabilidad calculada 
para X, con respecto a uno u otro género. Cuanto• mAs organismo& 
eat•n tnalutdos en la base de datos aAs prectsa sera la 
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dealgnactón del 9énero o eapecte. Todoa loa proveedor•• 
comerciales de ata temas de pruebas bloqul•loa• por 
aulticoapo~entes proporcionan a sus clientes una coaputadora, un 
libro de código d•rfvado de la computadora o aooeao a un centro 
d• consulta telefónica para OOlllparar los partiles de las 
eapeoles. 17,131 

Existen una gran variedad de alatemas comerciales para la 
ldentl~lcaci6n rAplda de alcroorganlsmos. Hay ala temas 
aultlpruebas y sistemas aemlautomatlzados y automatizadoa.t2J Si 
bien loa ata tomas proporcionan resul tadoa de 4 h o 18-24 h de 
tnoculac16n con un alto grado de especificidad tienen ciertas 
desventajas como un al to costo, reentrenamlento del p•rsonal y 
poca flexibilidad de uso, por lo que no son ampliamente 
utilizados en loa laboratorios de Mlcroblologta.(7) 

En la tabla No. 
algunos sistemas 
bacterias .. 

ae enl latan 
mul ti prueba 

Sl9las utilizadas en la tabla No. 
Automlcroblc 5ystem CAM51 
API IAPI 1 
Enterotube tENTI 
Micro-ID IMIDI 
Micro-Media 5ystems CMH51 
Abbott Quantum 11 CQlll 
Rapld 20E IR201 
API 20E CA201 
Elken 5ysteK CE51 
Enteroslstem 18-R llBRI 
Auto5oan-3 (531 
Auto5oan-4 1541 

las pruebas bloqulaloaa para 
para la ldentlflcaoi6n de 



Prueba bloaul•lca AllS API ENT MID MMS 011 R20 A20 ES lBR 53 S• 
Aralnlna dlhldrolae1 + + + + + + + + + 
Monltol + + + + + + + + + 
Aaladal lna + + 
Arablnoaa + + + + + + + + + + + + 
C.lobloea + 
Dulcltol + 
Glucosa + + + + + + + + + + + 
lnoaltol + + + + + + + + + + 
Lacto•• + + + + 
llalonato + + + + + + + + + 
llaltoaa + + 
llanl tol + + + + + + 
Mellblo•a + + + + 
Ratino•• + + + + + + 
R••noaa + + + + + + + + + 
Sorbltol + + + + + + + + + + + 
Sacaros" + + + + + + + + + + 
Treha10•• + 
Xlloaa + + + 
Utlllzaolón de el tra + + + + + + + + + + + 
Hldroll•l• de eacull - + + + + + 
Hldrollal• de aelat.l• - + + + 
Sulfuro de hldr6aen0: + + + + + + + + + 
lndol 1- + + + + + + + + + + + 
Llalna daacarbo><llaa: + + + + + + + + + + + + 
Reducción de nitrato - + + 
Ornltlna deacarboxlll + + + + + + + + + + + + 
8-Galactoaldaaa !ONP. + + + + + + + + + + 
Fenl lalanlna deamln11.! - + + + + 
Trlntof~no deamlnas~ + + + + + + 
Hldr6llala de urea + + + + + + + + + + + + 
Voaea-Pro•kauer + + + + + + + + + + 
O/F de oluooaa + 
Acetamlda + + 
Pol lmlxlna B + 
Tartrato + 
Cetrl•lda + 
Pentclltna + 
Kanaalclna + 
Nltrofurantolna + 
Collatlna + + 
Cefalorlna + + 
Tobramlctna - I+ 
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+ Prueba lnclulda 
- Prueba no lnclulda 

Fuentes 123-321 

Lo• productos mencionados que intentan reducir costo• deben ••r 
evaluados •egón su utl l ldad en cada laboratorio y debe 
conelderarse su apllcacl6n cuando sea convenlente.(46) 

1.6.2.5 Sistema replicador. 
El alstema repl loador ea otro método que •e emplea con 
frecuencia en l~boratorlos dlagn6stlcos para ldentlflcar 
bacterias. Eate aétodo es fAcll de usar, vers&.tll y barato, 
razones por las cuales supera algunas de las desventajas de los 
sistemas mencionados prevlamonte. El usuario puede elegir 
cualquier nó.mero y secuencia de caractertstlcas a evaluar. Cada 
detormlneclón cuesta muy poco en contraste con pruebas de 
procedimientos convencionales y comerciales. Con esta técnica, 
ademAs da Ent.erobacterias, es posU>le est.udlar otros grupos de 
bact.ertas, como cocos qram positivos. La base del slat.ema es el 
replicador de Steers, un dlsposlt.lvo ut.lltzado durant.e muchos 
a~os para efectuar pruebas de susceptlbllldad a ant.lblót.lcos por 
dilución en aqar. Hay dos componentes1 1> una ploca pare. •lembra 
que consiste en un bloque cue.drado de met.e.l con 32 o 36 pocillos 
en los cuales pueden colocarse suspenclones bacterianas y 2> un 
cabezal de inoculación, una placa de metal con 32 o 36 puntas 
qua tienen 0.3 cm de diámetro. Las puntas astan alineo.das para 
encajar oon precisión en los pocillos de la ple.ca para siembra. 
Con este m6todo se emplean medios diferenciales convencionales 
de agar preparados en placas de Potrl estAndar redondas o 
cuadradas. (7 > 

Para su inoculación, se prepara una suspensión bacteriana de 
cada m.lcroorqanismo desconocido transpasando colonias aisladas 
de los m.lcroorqanlsmos en un tubo de caldo de aoya t.rlptioasa 
con extracto de levadura e incubando a 37QC durante 4 horas. Se 
colocan 0.5 ml de cada cultivo deaconocido en los pocillos para 
de la placa para siembra. Luego, la placa s.e coloca bajo el 
cabezal de lnoculaolOn y se 1 ibera el emb6lo de aodo que las 
puntas ae sumerjan en la suspensión bacteriana. 5e eleva el 
cabezal del dispositivo y le. placa para siembra so sustituye por 
una placa de aqar. Se desciende nuevamente el cabezal de 
lnooulaoi6n de modo que las puntas toquen la superficie del 
a9ar, lo que da como resultado mólttples ln6culos. Esto. 
aecuenota •• repite con cuanto.a placa& de medios dlferenoialea 
como ae desee utilizar. De manera alternativa, puede usarae un 
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inoculador operado aanual•ente. La •ayor parte da las placas de 
avar, ae incuban de forma aerobia de 35 a 37QC durante 18 a 24 
horas. Las placas para motllldad y urea •e incuban a temperatura 
aablente; las placas para deacarboxilasaa •e incuban d• forma 
anaerobia. Cada placa de agar mueatra cambios de color en las 
colonias o en el ... dio que rodea a los punto• de inoculación de 
aquellos mlcroor9ant11mos que tienen reacciones poaltlvaa. Las 
reacciones de color aon e&enclalmente lqualea a las obtenidas 
con sistemas convenctonales.(7,8,33> 

Burman en 1978, publicó un método de lnoculaclón multlple de 
medios para pruebas bioqutmlcas vaciadas en placa, utl l lzadas 
en la Identificación de bacterias y levaduras. (15,22) Prob6 la 
actividad bloqulmica de bacterias y hongos sobre placas de a;ar 
no divididas, usando un aparato simple de Inoculación multlple 
manual que le permitió el an6.llsls de 25 alsla.mlentoa en una 
ca.Ja de petrl da 9 cm de dl6.metro. Concluyó que no habla 
Interferencia en los reaultados por la distribución de las 
m.ustras en la superficie de una ca.Ja do petrt de 9 cm de 
dlllmetro.1331 

En 1979, en una cllnlca del IKSS, pretendiendo encontrar un 
método alternativo de bajo costo por la minimización de material 
y medio requerido se probo una técnica que es una variante del 
motado de tnoculaclón multlple de Burman (34). Es f6.cll de 
lmpleme.•ntar en cualquier loboratorlo sin necesidad de qastos 
extras, debido a que utiliza los mismos medios, reactivos y 
equipos que las pruebas convencionales y se comparó au 
efectividad con respocto a éstas. Ellos hicieron una 
modificación al método, suprimlerón el aparato do Inoculación 
multlple, para hacerlo mAs pr~ctlco y manuable. Las cepas 
estudiadas fueron las que se aislarón de muestras recibidas en 
la clinlca. Todes las muestras se realizaron por duplicado, 
corriendo como testigo las mismas pruebas bloqutmicas del método 
tradicional on tubo. Obtuvierón reproducibl 1 idad da datos en 
placa con un 95~ a un 100~ en la mayoria de las pruebas, lo que 
es suficientemente aceptable para una clara identificaclón.134) 

49 



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Las principales funciones del laboratorio de Mtcroblologla 
Cllnlca constata en examinar y cultivar muestras para aislar e 
Identificar una eapecle exacta para ayudar al diagnóstico y 
tratamiento médico de pacientes con enfermedades tnteoclosas. 
Los datos mtcroblológlcos tamblón ayudan a proporcionar 
Información epidemiológica para definir ortgenes comunes de 
Infecciones. 

La pr6.ctlca de reducción de costos es un desafio Importante 
para los laboratorios de Mlcroblolo.gla para mantener seviclos de 
calidad frente a la dlsmlnuclón de recursos y constante aumento 
de reactivos, medios, crlstalerla y equipo. 

La Implementación de un nuevo procedimiento a menudo depende m6.s 
de factores de costo quo de consideraciones de exactl tud y 
reproduolbllldad. 

Otro factor importante es la minimización de tiempos para poder 
preatar un servicio r6pldo y confiable al paciente, por ello los 
mlcrobiologos deben producir recultados ~tilas en el menor 
.tiempo posible. 

Es por ello de auma Importancia prestar atención a la evaluación 
de técnicas nuevas que puedan proporcionar resultados 
confiables, mAs rapidos y a un costo menor. 

Y aunque hoy en dla en el mercado hay sistemas espeolflcos y 
rApidos de Identificación como API20-E, API Rapld E, Entorotube 
11, Mlro-ID, Mlnltek, aiatema Mlcro5can, Sistema Sceptor y 
sistemas semtautomAt.lcos y automAtlcos tienen Ja desventaja de 
ser costosos, requieren de entrenar al personal para eu manejo y 
tienen poco flexibilidad de uso ya que ciertos organismos pueden 
ldentl f !caree en forma adecuada con menos de 10 pruebas 
dlferenclalea y no es necesario determinar 20 caracteristlcas o 
••s.17,6,13,23-321 
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La mayorla de las modlflcaclónea que ae han realizado al método 
tradicional para la reduclón de coatoa ha creado aiatemaa de 
primero y segundo nlvel, pero no asl para niveles auburbanoa o 
rurales qu~ por au economta diflcllmenta tendrAn acceso a eataa 
nuevas técnicas. 

La implementación de una metodologia nueva en una cl lntca .del 
IHSSC16>, es de qran interés puesto quo si ésta técnica se logra 
val ldar, con una ser lo de trabajos que precedan a lo 
invastlqación ya iniciada, se tendrb. un método ótl 1 para la 
población de bajos recursos ecómloos. 

En la lnvestlgaclón que se realizó en la cllnloa no se controlo 
ninguna variable, no se utilizó cepas tlpiflcadas, las muestras 
unlcamente se corrieron por dupl lcado; los resul lados obtenidos 
por ellos fueron aceptables por lo quo se pretende determinar la 
sensibilidad, especificidad y confiabilidad diagnóstica de ésta 
técnica como una parte del inicio de la val ldaclón de éste 
método. 

Es por todo esto que se ellglo el tema de este proyecto para 
comparar el método tradicional de pruebas bloqutmlca.s en tubo 
con un método de inoculaci6n multiple en placa para la 
tdenttflcación de enterobacterlan, utilizando el mtumo 
material, medios, reactivos y equipo que el método convonclonal 
para que ésta técnica pueda ser utilizada en cu.:tlquler 
laboratorio microbiológico para la reducción de costos y ~lempo, 
y pueda ser accesible a la poblacl6n suburbana y rural. 
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3. OBJETIVOS 

Objetivo general. 

Realizar una técnica de lnoculacl6n multlple en placa para la 
ldentiflcacl6n do especie de Enterobacterlas que reduzca el 
costo y tiempo en el diAgnostlco de muestras cllnlcas. Este 
método es unea. variante del sistema replicador que es fAcll de 
usar y de implementar en cualquier laboratorio, no requiere de 
la adquisición de material, reactivos o equipos adicionales. La 
exactitud de sus resultados sor~n comparados con respecto a los 
obtenidos en las pruebas bloqulmicas convencionales real izadas 
en tubo. 

1. Demostrar que las pruebas bloqutmlcas en placa como método 
mlnlmlzado en la obtención de resultados para la ldentlf lcact6n 
de enterobacterlas tiene la misma conflabllldad dlagn6stlca, 
aenslbilldad y especlflcldad que el realizado convencionalmente 
en tubo. 

a. Reducir la cantidad de material y volumen de medio utilizado 
en laa pruebas bloqutmlcas para la ldontlflcaolón de 
entarobacterlas a través da un método mtntmlzado de lnoculacl6n 
multlple en placa. 



4. HIPOTESIS 

Si al método de pruebas bloqutmtcaa en tubo le modl fico el 
soporte y volumen del 111edlo da prueba aanteniendo constante 
todas las varie:.bles que puedan influir en los resultados como 
son tipo de organismo, volumen del modio, densidad del lnóculo, 
atm6sfera, humedad, tiempo y temperatura de incubación no so 
afectar6 la sensibilidad, especlflcldad y oonfiabllldad 
diagn6stlca del método. 51 la confiabilidad diagnóstica es mayor 
al 60" entonces se tendr6 ast una técnica al ternatlva para la 
tdontlfloación de especie de enterobacterias a un costo menor 
que el método convencional o de referencia. 

Estudio experimental: 

Tipo de estudio: Estudio prospectivo, tranversal, comparativo 
de tipo experimental. 

Población: Cepas ATCC de Enterobacterias: 

Escherlchla col l 

S..Jmonella typhf 

5'.lmoneJJa enterít1dls 

ShigeJJa 'JeHneri 

ShlgeJJa sonnei 

Shlgel 111. boyal i 
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V•riables: 

·Dependlentea1 -Soporta del medio Independlentes:-Temperatura 

-Volumen del modio -pH 

-Cantidad da ln6oulo -Humedad 

-Tlempo de 

incubación 

-Atmos'fera 

Criterios de Inclusión: -Cepas ATCC de enterobacterlas 
y de Exclusión 

-Cajas do petrl de 9 cm do diámetro 

por 1.5 cm de altura. 

-Cantidad de lnóculo 

-Volumen de medio marca BloKon 



5. MATERIAL, REACTIVOS Y EQUIPO 

5. 1 MATERIAL 

cajas de petrl klaax de 9 e• de dl•metro y 1.5 e• de altura 

tuboa de unseye 13 x 100 

gradilla• 

aecheros flaher 

aat.raz Erlen•eyer de 500 •l 

matraz Erlen .. yer .de 250 •l 

probeta de 500 •l 

probeta de 100 •l 

fraScos qoleros 

paquete de algod6n 

l paquete de gasa 

tela de asbesto 

triple• 
eapatula 

portaobjeto• 



teraóaetro de -10 a 250QC 

5.2 EQUIPO 

EQUIPO 

aloro•coplo 

olla expresa 

refrigerador 

balanza granatarla 

Incubadora 

5 • 3 REACTIVOS 

REACTIVOS 

ESPECIFICACION: Nerck, Slgma 

Cristal violeta para gram 

Lugol para gram 

Safranlna para gram 

Alcohol-Acetona para gram 

Aceite para objetivo de Inmersión 

Fenol al 511 

Reactivo de Kovacs 

Indicador de pH rojo de 11etllo 

'6 

ESPECIFICACION 

•arca Zef aa 

maro a Presa to de 20 lltroa 

marca Aaerloan 

marca Ohaus 

marca Casa Rlo• 



Solución alfa-naftol al 5• 

Solución da hidróxido de potaalo al 40• 

5. • llll!DIOS DB CULTJ:VD 

MEDIO DE CULTIVO 

ESPECIFICACION: BIOXON 

Agar citrato de 51.-ona 

Agar Hierro da Kllgler 

Agar MacConkay 

Caldo rolo da tenol con Manito! 

Caldo nutrl tlvo 

Caldo rojo de tenol con Sacarosa 

Caldo urea 

Medio Ornltina-Motilidad-lndol IMIOl 

Medio rojo de aetllo-Voges Proskauer 

Medio Sulfuro-lndol-Motllidad ISIMl 

!>.6 CEPAS 

Cepas ATCC: 

Escherichla coll 

SaJmoneJJa typhf 

SaJ•oneJJa enterttfdl• 

ShJgeJJa rleKneri 

Shlg•Jla •annef 

Shlgt1Jla boydll 
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6. HETODOLOGIA 

'ti: Se eeabr6 cada cepa de prueba por estria en cuadrante• para 
&U alelamiento en placas de Agar MaoConkey e lncub6 por 24+/-3 
horas a 37+/-l C. 

6. 2. De las colonias aisladas se observó eu mort-ologia 
microscópica con una tinci6n de gram. 

5. 3. Se tom6 Ja colonia a Is.lada para resembrar la en caldo 
nutritivo para estandarizar el tnóculo, se incubó durante 24+/-3 
horas a 37+/-1 c. La densidad de Ja población se ajustó a 10 
unidades formadoras do colonfa/ml, comparando su turbidez con un 
.••tandar de BaSO 0.5 MacFarland. 

6. 4. Para Jas pruebas bloquimlcas convencionales on tubo •• 
preparó y esterilizó los siguientes medios en tubos 13x100 como 
se Indica por el fabricante para pruebas bloquimlcaa en tubo. Se 
preaprar6n 15 tubos de cada medio para cada cepa estudiada. 

Agar et.trato de Siaunons lagar incllnadol 

Agar KIA Cagar lncl inadoJ 

Caldo rojo de fenol con Manito! 

Caldo rojo de fenol con Sacarosa 

Caldo urea 

Medio MIO lagar aemie6lidol 

Medio SIM lagar aemis6lldol 

Medio Rojo de Metilo-Vogea Proskauer 
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a. 5. Para la& prueba• bloqutmlcaa en Placa •• preparar6n l~• 
•i~uientee .. dios en ... trace• erl•n•eyer1 16.5.1-6.5.2 y 6.5.31 

,,5,1. Para lo• •edio& •6lido•• 

Agar cltrato de Si ... ona 

Agar KIA 

Se eaterlllzar6n y colooarón 20 •l de cada .. dio en oaJaa de 
petrl de 9 ca de diaaetro eateriles. 

,.5.a. Para lo& .. dios liquido•• 

Caldo rojo de fenol con .. nttol 

Caldo rojo de fenal con •acaroaa 

Caldo urea 

Medio Rojo de Metilo-Voges-Proskauer 

Se solublllzarón en agua y ae lea agreg6 agar bacterto16gtoo al 
2"· 5e llevarón a ebullición por un minuto y •e esterillzar6n 
como lo Indica el proveedor. Se colocaron 20 al de cada aedlo en 
cajaa de petrl de 9 cm de dl6metro eaterll••· 

6~5,3. Para los medios aemiaólidoa1 

Medlo MIO 

Medio SIM 

Se auopendleron en agua, como esto• ya traen una cantidad de 
agar, unlcamanto se a.greg6 lo cantidad faltant• de agar 
bactarlológlco para darleo la conatatenola aóllda &2•>. S. 
colocarón 20 •1 en cajas de petrl de 9ca de dl&metro. 

6.'. Una vez qua ae preparar6n todos los medio• de prueba en 
caja y t.ubo1 debido a que la dlstribucil>n ••paclal de lA& 
aueatra• en oala era la ónlca barrera de eeparclón entre ellas, 
era nacesarlo que las placas de agar estubli6aan completamente 
aecas para evitar que •• cont.aatnaran una.a con otra•· Para 
lograr eato •• colocaron la• caja• •n la Incubadora a 3711C por 
18 horaa, pero coao eato podla •• un factor que alterar• lo• 
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result.adoa tamblen se oolocar6n los t.uboa con .... medio, eat.o nos 
ayudo a comprobar que tanto cajas como tubos con .. dlo no 
pre•entaran oontaalnaclón ~lguna antea de •er aemhradoa. 

,.7. Para Inocular la• pruebas btoqutmtcas en tubo y en placa se 
toa6 de la •u•penal6n bacteriana aatandarlzada 0.002 •1, con una 
asa calibrada. La dellaitaci6n de aspaotos para la lnoculacl6n 
aultlple en placa •e hlz6 con la ayuda de una base da ab.rmol que 
permltt6 au limpieza y no aufrl6 deterioro alguno por el calor 
9enerado por loa aacheroa; la cual llene dlbuJada una 
clrcunferencta da 9 ca de dl6metro, y aultlples dlvlclonea 
dentro de ella, la• caJaa con aedlo para prueba• bloqulalcaa ae 
oolocar6n aobra •ata para aer lnoouladas. 

Como las placas al •o•ento da lnocularlaa •• contaminaban con 
•Ucha facll ldad debido a que •1 tiempo y &.rea de e><poalcl6n al 
aadlo aeblente era aayor qua los tubos, tué necesario trabajar 
entre do& mecheros fl•her y evitar toda corriente de aire. 

S. 8. Se lncub6 todo• loa aadios de prueba •n placa y tubo a 
35+/-1 e por 2~+/-3 hora&. 

6. 9, Se leyer6n los resultadoa de laa pruebas bloqulalcas en 
tubo y en placa como habitualmente se hace para laa pruebas que 
se leen directamente (Carbohldratoe, KIA, Urea, Cltratost, para 
lo• prueba.a que ea necesario adicionar uno ó mlls reactlvoa para 
au lectura cubrir las placa• con aua respectivo• reactivos lMIO, 
SIM, RM-VPI. 
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1 
Copas ATCC 

1 

+ 
Aislar tn plac11 d1 atar n1cConktw 

37+/•1 ( X 24+/•3 horas 

+ 
R1111tbrar tn caldo nutritivo 

37•/•1 e • 24•/-3 lloru 

l 
AJustar la turUdoz • un ut&ndtr 

e,, nacfarltnd 

1 

¡ 
+ 

l'ulinr pru1b&1 hioqutM1c11 haltur pru1hu hloqul"lcu 

tn tubo en placa 

1 1 

+ 

1 
Lur ruul tado1 

1 

+ 
Tut'"i1nto dt datos 

ttort,..a dt Bav11 



Di•afto Eetadietico: Teorema de Bayasl47>. 

Pruebe en tubo 

+ p - N total 

Prueba + .. b e+b 

an 

plac:a e d c+d 

totel a+c b+d a+b+c+d 

a = •• el :u~mero do casos verdaderos positivos 

b = ª" el nómaro de ca.sos tal sos positiv.ps 

o - es el n\lmero de casos falsos negativos 

d =ea el nómero de casos verdaderos negativos 

a 

s - Pl+/PI =Sensibilidad estimada 

a + o 

d 
E= a Pl-/NI • Especificidad estimada 

b ·+ d 

a + d 
c. D. Confiabilidad dia9n6•tloa 

• + b + o+ d 
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Valor predlotlvo1 

a 
YPP •~~~~~~~·Valor predlotlvo poeltlvo 

a + b 

d 
VPN •~~~~~~~·Valor predlotlvo negativo 

e + d 

Indice da falsoa1 

b 
IFP • ~~~~~~~ ~ Indice de falaoa poaltlvoa 

a + b 

d 
IFN • ~~~~~~~ • Indice de raleo• negativos 

e + d 

A contlnuaol6n •• enllatan lo• t6ralnoa uaadoa en el estudio 
ea\adlat.1001 

SEllSl!ULIDAD.- Ea la probabilidad de q.,. la prueba resulte 
poaltlva, dado, que ea poaltlva. 



ESPECIFICIDAD.- E• la probabilidad de que la pruaba re•ulte 
ne1atlva, dado, que •• negativa. 

VALOR PREDICTIVO POSITIVO.- 91 la prueba r••ulta poaltlva, que 
probabilidad hay de que real•ente aea poaltlva. 

VALOR PREDICTIVO NEGATIVO.- SI una prueba r••ult• negativa, que 
probabilidad hay de que real .. nt• •ea negativa. 

CONFIABILIDAD DIAGNOSTICA.- Deteralna la aontlabllldad de la 
prueba en ••tudto. 



RESULTADOS 



flq. 7 .1 
PRUEB/\ DE FEllMENT/\CION DE M/\NJTOL 
POSITIVA 

floj. 7.3 
PRUEBA OF. FERMF.NT.P\.l.TON DF. :~i\í.1\POSI\ 

NEG/\TJV/\ 

t iu. ·1. 5 
PRUEBA DEL l NUUL !JI·. kOV/i1;~.; 

i>OS!TlVO 

f lq. 7. 2 
PRUE!I/\ DE FERMENT. DE S/\C/\RCJS/\ 
P051TIV/\ 

f l q. ·¡ .11 

PRIJEBh í>F. 1.J\ !Jlm/\ 
NEGATIVA 

t i r1. 'I. f, 
t 1 1~llEBI\ DEL INDOJ. JE KOVACS 
NEG/\TlVO 



flg. '/, '/ 
PRUEBA DE ROJO DE MF.TILO 
POSITIVA 

t lq. '/, 9 
PRIJF.BA. DE CITRl\TO DE ;ir:.,MON~i 

1' iq • ., .11 
PRUEBA DE INDO!. 
NF.GATIVA. 

-:"lllr-~"lSlr"~~~,,.,-,,..,, ... 

t'tq. '/,8 

RE/\C:CJON DE VOGES-PROSK/\IJER 
NEGJ\1'1Vl\ 

f i q. ., . l •J 

í'HlJ!·:HI\ 1E C i T!~ATO DE 3 1 MMfJN5 

f i q . ·¡. ~;. 
flf~lJE:~A ,)¡.: : !-4,;0i. 
PO~i!T;Vf\ 



flq. 7.13 
DESCARBOXILACION DE O,RNITINI\ 
POSITIVA 

f lq. 7 .15 
Al.CAl.INO/llLCllL JNO. GAS 

f lg. ·1.14 

NEGl\TIVll 

f iq. ·1. i fi Kili. 
l\l.Clll.INO//\CIDIJ 

fiq. 7.17 ltlA 
/\l.CJ\LINO/fl.CIDO.H 5 



La tabla 7.1 •uestra que el agar hierro de kllgler en caja tiene 
una oonflabllldad del 16.6" para determinar la fermentación da 
qlucosa con re11peoto al método de referencia en tubo, debido a 
que solo puede detectar un 16.6S de las prueba• positivas cuando 
estas aon positivas y su especfflcldad es del º"• por lo que es 
nula la probabf l idad de que detecte un reaul ta.do negativo fver 
flq, 7.15 y 7.161. 

Para la fermentación de lactosa y producción de 6.cido 
aulfhtdrlco es sensible y espactfico al 100", por lo que es 
confiable al 100" con respecto al método tradicional en tubo C 
ver flg. 7,16 y 7.171 

Para la deteccl6n de gas a partir de la fermentación de 9lucoaa 
ae tiene una sensibilidad del 0.1"• y una especificidad del· 
100"• por lo que no es confiable puesto que a61o detecta un 0.1• 
de pruebas positivas (ver ftg. 15J 



TABLA 7.1 CONFIABILIDAD DIAGNOSTIC'.A DEL METODO F.N PLACA EN RELACION 
CON EL METODO CONVENCIONAL EN TUBO PARA EL AGAR mERRo DE KIGLER 

PRUEBA ESTADISTICA 

JP-~Dl:POSITIVOS 

ftla ftl:CllEl'CIA DE l'IJ:GA DVOS 

-RN!llllIJDAI) 

llSP= DPICDIC'D>AD 

WP- VALOllPllDIClnO roll11"0 

VPMo VALOR PllaJIC11YO IU:GA11VO 

DP- INlllCE DI! J'AIJIOB POSl1\'0S 

-JllJJICSmtALICI ~TIVOI 



La tabla 7.2 enll•ta los par6111etros eatadlatlcos calculados para 
el •edlo SIM en caja 1 observAndose una confiabilidad diagnóstica 
del 66" para la detección de motilidad, debido a que no ea 
aenslble, ea decir que no puede detectar una prueba. positiva. 
porque al caablar el soporte del medio en caja también se ca•blo 
•u consistencia de semiaólldo e sólido y por ello no permite la 
algración de microorganismos móvile&. 

Para la detección de lndol 
especifico al 100", por 
dla9rióstlca del 100$ en caja 
en tubo lver flq. 7.5 y 7.61 

y 6.cido sulfhtdrlco ea aenalble y 
lo que tiene una cont2labl 1 ldad 
con respecto a Ja prueba realizada 



TABLA 7.2 CONI<'IABILIDAD DIAGNOsrICA DEL METODO EN PLACA ENRELACION 
CON EL METODO CONVENCIONAL EN TUBO PARA EL MEDIO SIM 

PaUllA ISTADISTICA 

.,,. ftU:C1Jll'ICIA DI: POSITIVOS VPr- VAI.m. l'IW>ICnW l'OllTIYO 

.,._ Jlll:CVKICC'IA DI: IQ:CATIVOS 'Wll-VALOll l'UIJICTIVO RRGA'IWO 

111.!f• SIN3lllllJDAD ur-111D1C11&P~romnvm 

JrSP- ll:SPl:CDlcmAD -~ Kl'AUOSJftGA!IWIS 



La tabla 7.3 auestra los resultados obtenidos para el .. dio MIO 
en caJas para deteralnar la prueba de motl 1 idad el método en 
caja tiene una aenalbllldad del o• y una espeolflcldad del 100• 
debido a qua el •edlo en tubo es aemlsólldo, pero en caja es 
•6lldo por lo que no permite detectar a microorganismos móviles 
al impedir que •lgren del punto de Inoculación, teniendo una 
confiabilidad diagnóstica baja del 66~ con respecto al método de 
referencia en tubo. 

Para detectar Jndol es sensible y especifica al 100"• por lo que 
es capaz de detectar tanto resultados posl tlvos como negativos 
por lo que es conttable en un 100~ el método real izado en caja 
lver flq. 7.11 y 7.121 

La prueba para determinar si hay descarboxllaclón de Ornitina en 
caja ea cont'lable en un so-., debido a que es especifica en un 
100" pero no es sen si ble porque todas las pruebas tanto 
positivas como negativas dan positivas por el método en caja, 
debido a que el resultado de la pru&ba es enmascarado por la 
degradación de otros aminoAcidos presentes en el modio (ver tl9. 
7.13 y 7.141 
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TABLA 7.3 CONFIABILIDAD DIAGNOSTICA DEL METODO EN PLACA EN RELACION 
CON EL METODO CONVENCIONAL EN TUBO PARA MEDIO MIO 

PRUEBA ltSTADl.STICA 

JPo ~1>1:rosrnvos V1PmYALOll~l'09l11YO 

J!ll- JllltctJltllCIA DE NEGADVOS """'YALOllnDICll\'O l'SGA.tlVO 

nlf• SIC'ISDIUl>AD -~111:r~rounvos 

J!SP.. ancm<,'IDAD mr-llGllCS mr~ JnGAnvos 



En la tabla 7.4 sa reportan Jos resultados del •edio RM-VP, a~ 
obaerva que para la prueba Voges Proskauer no ea aenslblo debido 
a que las QO muestras estudiadas todas dieron un resultado 
negativo, por lo que no ae puede determinar realmente Ja 
aenslbilidad del método al no haber pruebas positivas para 
determinarlo. 

Lo mismo sucedió con la prueba rojo de metilo en la que ae tiene 
una sensibilidad .del 100•, pero una especificidad del o•, debido 
a que las 90 pruebas realtzadan dier6n resultados positivos (ver 
flg. 7.71 

Por el lo dichas pruebas en caja son confiables en un 100" con 
respecto al método convencional en tubo, siempre y cuando la 
prueba de Vagues Proskauer sea negativa, y la prueba rojo de 
•etilo sea positiva para un microorganismo que ae pretenda 
ldentlflcar lver flg. 7,81 



TABLA 7.4 CONFIABILIDAJ>DIAGNOSTICA DEL METOOO EN PLACA ENRELACION 
CON EL METODO CONVEEONAL EN TUBO PARA EL MEDIO VOGES PROSKAUER­

ROJO DE METILO 

rauitBI l.STADJSTJCA 

"'"fllltCIJE!laA DI 1IOSl1ft'Ol', · VPP= VALOa 1'111'111CmO POmTIW 

IN- JllECUEllCIA Dl'lllG.tTft'OS '\'Plh VALORl'llDllCllVO!llOAtno 

- Rll!llllLll>AI> 
..,.., l!aCI: m rA1*»1Cm11YOB 

DP-ISnanaDAJ mi..INlllCI m r.u... POml'l'VOS 



En la tabla 7 .S podemos obae'rvar que la contiabl 1 ldad 
diagnóstica del caldo rojo de fenol con Manltol en caja ea 100• 
confiable siempre y cuando la prueba sea positiva puesto que ea 
•enslble; pero no fue posible aaber su especificidad real debido 
a que las 90 pruebas estudiadas dieron positivas tver flg. 7.1) 



TABLA 7.5 CONFIABll.IDADI>IAGNOSTICADELMETOOO ENPLACA ENRELACION 
CON EL ME'fOOO CONVENCIONAL EN nrno PARA CALOO ROJO DE FENOL CON 

MAN.ffOL 

PKUEBA ESTADISTICA 

- Jll&CllE!ICL\. DE POSJ11VOS 

,,._ JUCUll'ICIA DE NEGATIVOS 

Dlf• -mn.mAD 

J:sp..nnaJIC!DAD 

'YPP • VALOllPUDK:mo fOllllnO 

Wft= VALOll rDlllCllVO J!llGo\11"0 

-INlllCIJJEJAUOI roernvoa 

-INDICEDRJAUOl llEGATIYOS 



La tabla 7.6 nos indica que la prueba rojo de fenol con aacarosa 
en caja •• •enalble y especifica en un 100"• por lo que •• 
confiable en rotación con el método de referencia en tubo en un 
100S,lver flQ. 7.2 y 7.31 

70 



TABLA 7.6 CONFIABILIDADDIAGJ'~OSTICA DEL METODO EN PLACA EN RELACION 
CON EL METODO CONVEl'UONAIJ. EN ·runo PARA CALDO ROJO DE FENOL CON 

SACAROSA 

P'RUICBI IC~STADISTICA 

,,_ IUCUIN<JA DI JOlll1ft'OI. WP- VALOal'DllllCTIW IOlllTIVO 

l'l'l-lllllCCUICltCIA D!11c.t11WJ!'· -VALOa 1'112111l"11VO l'EG.\11VO 

-°"5IBIUDAD m-l!IDICK mrAUOS temnVm 

ar-an:ancm.u -·l!aCIC D&JAUOSfOllDVOI 



La tabla 7. 7 muestra que la conf labll ldad dlagnóstlca para el 
caldo urea en caja con respect.o al método convencional en tubo 
ea 100" confiable siempre y cuando la prueba sea negativa, dado 
que es especifico en un 100"• pero su sensibilidad real no fue 
posible aaber la debido a que las 90 pruebas rea 1 izadas fuer6n 
todas negativas lver flg. 7.4) 
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TABLA 7.7 CONFIABILIDAD DIAGNOSTICA DEL METODO EN PLACA EN RELACION 
CON EL METODO CONVENCIONAL EN TUBO PARA CALDO UREA 

PllUl.llA l.STADISTICA 

ft's fUCUl.!ICIA DI. tosmvos 

JN= Jllll.ClllllCIA DE l«GAln"OS 

-SDISlllDJDAD 

l.Sr- CSPECDICIDAD 

WP-VALOlll'Dl*:nVO~ 

1'PN-VAL0al'DDIC1n'O JllSGA'fl\IO 

.,.. l!Ulla. f'ALIOl l'Oll:llVOS 

mr~llMJIC& Jaf'AUOS~ 



La tabla '1.8 enlista las pruebas estadlsticas calculadas para 
agar oitrato de Slrnmona en caja de las qua •e deduce que el ser 
100~ •enalble y eapeclflco el método ea Igualmente de con~lable 
que el convencional en tubo <ver flq. '1.9 y 7.10, 
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TABLA 7.8 CONFIABILIDAD DIAGNOmCA DEL METODO EN PLACA ENREl.ACION 
CON EL METODO CONVENCIONAL EN TUBO PARA AGAR CITRATO DE SIMMONS 

PJtUJ:IA ESTADISTICA 

rr- ructmlCL\ DI: rosmvoo Yrr-VALOal'UDICUYOl!OSlnO 

-ftECUJ:llCL\.Dll: !IJ:GA.DVOS -VALOafD.IJIC'Jl\'OlllQADYO 

ni.. SUSJBIUl)AD Jl'P-l!IDl(21J&J'AUOS~ 

DP-an:cDIC!DAD D= NIC2 DCJ'ALIOS l'Om'IYOI 



DISCUSION DE RESULTADOS Y SUGERENCIAS 

Pretendiendo enoont.rar un •6todo alterno para la 
aoatoa en la tdentlf lcaolón de Enterobaoterlas 
lnveat.1q6 en el JKSS la técnica de lnoculeclón 
•ueatraa) en cajas de petrl de 9 om da 
dlvldldaa.(34) Ello• reportaron que se reduce 
preparacl6n de •edlos de cultivo y del material 
como rapidez en au apllcacl6n e Interpretación. 

reduccl6n da 
•n 1979 ae 

multiple 125 
dlamétro no 

tiempo en la 
empleado, e.si 

Todo• los da toa reportados indicaban que esta técnica 
proporcionaba resultados confiable a un costo menor que el 
••todo convencional en tubo, y como hoy en dia existen muchos 
slatemaa comerciales multlpruebas que en paises como Estados 
Untdo11 han abatido los costos en la ldentiflcaci6n de agentes 
etlolóqlcos de enfermedades Infecciosas pero que están muy lejos 
de hticer lo mismo en paises subdesarrollados como México en 
donde las poblaciones auburbanas y rurales presentan un indice 
alto de aorbllldad y mortalidad por éste tipo de enfermedades. 
Por ello la técnica propuesta por Ja cllnlca era de interés por 
Jo que ae analiz6 el trabajo realizado por ellos y ae 
encontrar6n muchas deficiencias, es decir que no se habla 
desarrollado un estudio puramente experimental por lo que ae 
pretandl6 Iniciar la validación del método planteando un estudio 
foraal de ésta técnica con el presente trabajo. 

Como el procedimiento es idéntico al real Izado en el método 
convencional para pruebas bloquimlcas en tubo se estudió como 
afeota al resultado (sensibilidad, especificidad y confiabilidad 
diagnóstica) el modificar soporte y volumen de los medios de 
prueba al colocarlos en caja. Se controló todas las dem&s 
variables que pudieran afectar los reaul tados <temperatura de 
lncubacl6n, ~lempo de incubación, humedad, atmoarera, pH). 

Para realizar el estudio se anallzar6n cepas ATCC de la familia 
Enterobacteriaceae, ae usaron cajas de petri de 9 cm de dlamétro 
y 1.5 cm de al tura, una cantidad constante de Inoculo y 20 ml · 
de .. dto marca bloxon para todas las pruebas btoqut~icaa. 
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Como los ••di.os eatudladoa lnclulan tanto eatado l lquido, •61 ido 
y •emls61 ldo fu• neceaarlo a9regar agar bacterlol6glco en 
cantidad auflclente a lo• -dlo• liquido• y •-l•ólldo• para 
obtener una con•latencla a6llda 12S d• agar>. Entone•• al 
modificar el aoport• del 119dlo 11.uto••ticaaent.• para loa -dloa 
liquido• y •e•la6lldoa •• caablo au conslatencia. 

Como la dlatrlbucl6n espacial de la• auestraa en la auparflcle 
de aqar en caja fué la unlca barrera para •vitar contaalnación 
entre ellas tu• indlspenaabla que la• placaa ante• de aar uaadaa 
eatubléaen completamente aecaa laln agua d• condenaac16n t.anto 
aobre la placa de agar como en la tapa de la caja) •• encontr6 
que la aejor manera de lograr esto era preparar todo• loa .. dloa 
en cala e Incubarlos a 37gc por 18 horas antes de uaarloa, ••to 
trajo como desventaja un tiempo mayor para la ldentlf lcaclón de 
Enterobaclerlas en placas, pero tambl6n •lrvló para comprobar 
que l•• cajas con medio de prueba eran eaterl lea en el aoaanto 
de au utl J lzaci6n y en la pr6.ctlca •ate tiempo puede aer 
eliminado al tener dia con dia medios listos para au uso. 

Al aomento de inocula.r. Ja• ca3aa fué l\eceaarto trabajar entre 
doa mecheros fi&her, sin ninguna corriente de aire y oon aucho 
cuidado al momento de Inocularlas, debido a que se contaminaban 
con mucha facl l ldad ·al aumentar considerablemente el tle•po de 
exposicl6n al medio ambiente al ~embrar multiples •Ue&traa, 
mientra• que para Jos tubos aolo estaban expuestos por poco 
t.ieapo y ademas el 6.rea de exposición en tubo ea auchlsl•o aenor 
que la de caJa. 

Para la distribución de muestras en las placas de agar •e 
utilizó una placa de marmol blanco en la quo ae dibujó con un 
aarcador el perlmétro de la caJa con una serle de divisiones 
(como en un cuenta colonias) y sobre ella ae colocaron caja por 
caja para ser aambradas, esto facillt6 su limpieza con fenal al 
51' y no sufrió deterioro alguno por el calor radiado por loa 
mecheros. 

Todos los medios Inoculados tanto en caja como en tubo •a 
incubaron por 24+/-3 horas a 37+/-1QC, transcurrido este tiempo 
se procedlo a leer los resultados de las pruebas para lo cual no 
hubo ntnuun prob\emaJ Inclusive para las pruebas RM-VP e Indol 
IMIO Y SIM> en caja unlcamente se ooloc6 una CJOta de cada 
reactivo necesario para determinar la prueba sobre el punto da 
lnocula.ci6n de cada. cepa, por lo que ae observó un ahorro en 
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auanto a voluaen de reactivo• utilizado •n las pruebas 
bloqut•lc•• en caja, 

En cuanto a loa reaul to.dos eatadlat.lcoa obtenidos para el aoar 
hl•rro d• KllQler, ae observó una conflabllldad dla9nóstloa del 
lfi,,61' para detectar la fermentaci6n de la glucosa, ••te valor 
f~ bajo debido a que el volu••n del ••dio colocado en caja C20 
al) tiene un grosor aproxl•ada111ente de 6 mm, que no fue 
auflclente para brindar el efecto de dos cAmaras, una aeroblca y 
otra ana•roblca, necesarias para poder observar los 
fer-ntadorea de glucosa ya que estos aon enmascarados por la 
alcallnlzaclón del medio al degradar aaino6oldo• favorecida en 
aerobloala una vez consumida la baja concentración de glucosa. 

Coao la concentracl6n de la lactosa ea 10 veces auperlor a la 
glucosa al ea posible detectar a los fermentadores de lactosa 
aln que exlata el efecto de las dos cAmaras pues el 
aloroor9anlamo primero fermenta la glucosa y cuando ésta es 
agotada comienza a fermentar lactosa que por su ooncentraoión 
tan alta no requiere llegar a la utl 1 lzaoión de amlnoAcldoe 
obtent•ndose una con~lablltdad diagnóstica del 1001'. 

Para la detección de 9as 
del .eedlo posiblemente 
lnoculacl6n obteniéndose 

"º"· 

en este medio debido al pequefto grosor 
tendió a escapar por el punto de 

una confiabl 1 tdad diagnóstica baja del 

Para el medio SIM dló una confiabilidad diagnóstica del 661' para 
determinar la motilidad debido a que la oonslstencla del medio 
Ca6lldo) no permite la mlgracl6n del punto de tnoculaci6n de las 
bacterias m6vlles1 pero si consideramos que aún en los sistemas 
co•erclales no incluyen esta prueba, éste medio es Otll para la 
reduocl6n de costos al aer usado en tubo puesto que es un 
alnlslstema multlpruebas muy confiable. 
Para el medio MIO se presentó el mismo problema para determinar 
motilidad con una confiabilidad diagnóstica. del 66"• pero la 
detección de indol es altamente confiable C 1005); •lontraa que 
para la pJ"ueba de ornitina es confiable en un 50tc., debido a que 
la deacarboxllación de la ornltlna, lislna y arc.ilnlna ae 
favorece en anaerobios is, por ,lo que al grosor del medio en caja 
no •• auflclente para mantener esta condicl6n, ya que en los 
tubos los mlcroor~anlsmos ornitina negativos en el fondo se 
obaerva un color amar! l lo y en la superficie un color púrpura 
debido a la degradación de otros aminoAcidos presentes en el 
-dio. 
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Para laa pruebas rojo de -t.l lo y oaldo ro Jo de fenol con 
Kanltol ae obaerva una conflabllldad del 100• ateapre y cuando 
la prueba aea positiva. Mientra• que para la• pruebaa Voguea 
Proakauer y caldo urea •• llene una cont'labl l ldad del lOO• con 
reapeoto a la convencional ale•pre y cuando aea negativa. Eatoa 
resultados ae debieron a qua la• 90 •ueatra• que •• eatudlar6n 
dieron para cada una de eataa prueba.a un resultado positivo, 
dado que eran post tlvas y lo ata.a ocurrl6 con loa reaul tadoa 
negatlvoa. Por Jo que a6lo •• pud6 deteralnar para Jaa 90 
prueba• que dler6n poaltlva• •u ••ndbllldad y no •U 
eapeclflcldad real al no haber reaultadoa negativo• que an•ltzar 
y para laa pruebaa negattvaa aólo ae pudó calcular au 
eapeclflcldad y no eu aanalbllldad al no haber resultados 
postttvoa que anA.llzar. De esto •• deduce que es neoeaarlo 
probar una gama m.6.s amplia de cepa• que den tanto resultados 
peal t.lvoa como negativos para cada una de •staa pruebas para 
determinar au aensibllldad, eapeclflcidad y aontlabllldad 
dl6gnoatica real. 

Para el caldo rojo de fenal con Sacarosa y agar oi trato de 
s1-ons no ae afect6 su resultado al aodlficar el aoport• y 
volumen del medio en oaJa teniendo una oo.nt'labilldad del 100" 
con reapeoto al aétodo de referencia en tubo. 

Haciendo un balance de las ventajas del método de inoculact6n 
multlple en caja tenemos: una reduccl6n en la cantidad de aedio, 
reactivos y crlstaleria que en el •étodo convencional a y laa 
deaventajas1 mayor tiempo para realizar Je.a pruebas debido a que 
se debe poner por 18 horas en Ja incubadora a secar las cajaa 
con mec;ttos de prueba antes de usarse, una probabilidad mliy alta 
de contamlnaciOn al exponer las caJaa con medio por un periodo 
de tiempo 1&ayor al •edio ambiente que en tubo, y ade•il& el 6.rea 
expuesta en caja al medio ambiente es muy grande en comparaci6n 
con Ja de tubo. Pero las desventajas de éste metodo pueden eor 
eliminadas tieniendo dia con dla medios listo para •U uso y al 
moU\ento de sembrar las muestras se tiene cuidado •e evitar6. la 
contamlnaoiOn del medio. 

Por todos estos resul lados se deduce que el aétodo de 
inooulaoi6n •ultlple en caja es útil para las prueba• bloqutmloa 
de el trato de Simmons y caldo rolo de fenal con aacarosa, y 
para Jos medlos caldo rojo de ranoJ con llani toJ, caldo ·urea y 
rojo de metilo-Voges Proskauer 1111 suguiere que •11 ••tudi11n una 
gama •6.s variada d11 cepas para obtener r11suJ tados tanto 
positivos como n11gatlvos y asl poder d•ter•inar •u ••n•lbilldad, 
1tspecif'icidad y conf'labllidad dlagn6stlca; y para los -loa 
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Ag•r Hl•rro d• Kl lgl•r, ll11dlo Ornl tlna-llotl l ldad-Indol y medio 
Sul,uro-lndol-Notllldad •• propona que •• realicen una •eria de 
modlfic•cl6n•• • Ja• variable• •studladas tvolu•en de •odio, 
con•l•t•nal•, oondlcton•• de •naeroblo•I•, etcJ para deter•lnar 
l•• condicione• 6ptl••• de el •dtodo en placa para na afectar •u 
••n•lbllldad, ••peal,lcldad y con,labllldad dlagn6•tlca de ~•to• 
-lo•. 
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CONCLUSIONES 

Para el Auar hierro de Kllgler •• obtuv6 una cont'labll ldad 
dlagn6atloa del 10011 para la feraant.aol6n de lactosa y 
producción de •ctdo aulfhtdrloo, para deteralnar la fer .. ntao16n 
de glucosa del 16.6" y para gaa del °'º"' pero •i oonctderamos 
que loa alateaaa mul ttpruebaa comerciales a excepot6n da 
Enterotube, no reporta c;¡as a part l r de g 1 uoosa y que adem&.a 
todos loa carbohtdratos loa reportan por aeparado. Se concluye 
que Ja prueba btoquimica en tubo es de mayor utilidad, puesto 
que por al aola ye es un mtntststema muy completo y por el lo 
lmplloltamente ya lleva un abatimiento en eu coato. 

Para SJM ae concluye que en placa ea altamente conttable, 
alempre y cuando se determine la motil ldad del m.o como una 
prueba extra lgota pendiente> como ocurre en algunos a1at.emaa 
multlpruebas. 

Para MIO se concluye que la prueba bloqulmica en tubo ea a6.a 
confiable y por ser un sistema multlprueba ya hay un reducción 
de costos al aer usado para la identlficaci6n bacteriana. 

Para la prueba Vagues Proskauer y urea en caja son confiable 
siempre y cuando sean negativas. Por lo que se propone estudiar 
cepa.a que para éstas pruebas dfitn resultados positivos y 
negativos para poder determinar &u conflabllldad diagnóstica en 
Ja 1dentificaci6n de enterobacterias. 

Para la prueba rojo de metilo y rojo de fenal con Manltol en 
caja son confiable siempre y cuando sean positiva. Y para poder 
determinar su con~iabllidad dlagn6stlca en Ja identlfJcacl6n de 
enterobacterlas es necesario estudiar una variedad de cepas para 
tener resultados tanto positivos como negativos. 

Para el caldo rojo de fenal con Sacarosa. y agar citrato de 
Slmm.ons t.lenen una conflabl 1 idad dlagnbatlca en caja del 1oos, 
por lo que •• comprueba que al aodlf lcar el volumen y aoport• de 
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••to• .. dlo• no afectó au conflabllldad dlaqnbstlca con respecto 
al .. todo de referencia en tubo, teniéndose ast una t•ontoa 
elternatlva para la ldantlflcacl6n de especie de Enterobacterlas 
a un ooato .. nor del método convencional en tubo para estos dos 
•edioa. 
Por lo que •• 1 lega a la conclusl6n de que loa medios Utl les en 
la ldentlflcaolón de especies de la familia Enterobactertacea en 
caJa por tnoculacl6n aultiple •on: 

Agar citrato de Sl~r1a 

Caldo rojo de fenal con Sacarosa 

Comprob6.ndoae que no ae afecta au aenstbllldad, especlflcidad y 
conflabllldad diagnóstico. al modlflcale• el soporte y volumen 
del medio. P.resentando la ventaja de reducir cantidad de medio 
al utilizar 20 ml para la ldentlfloacl6n de 25 muestras, 
reactivos y material al usar una caja en lugar de 25 tubos como 
en el método convencional," y las desventajas de requerir •ayor 
tiempo para au realización y una muy alta probabilidad de 
contomlnacl6n por ser mayor el 6rea y tiempo de exposición al 
medio ambiente de las cajas con medio de prueba en caja que en 
t.ubo.· 

Para los medtoas 

Aqar hierro da Kiiqler 

Medio Ornlt.lna-Mot.ilidad-Indol lMIOI 

Medio Suifuro-lndol-Motilldad ISIMI 

Se comprobó que modtf icando el aoport.e y volumen de medio •l ae 
afecta su aenslbllldad, especificidad y cont'labllldad 
diaQn6atica, atando esta óltlma menor al 60'K por lo que no son 
útllea con las condiciona& estudiadas en éste trabajo para 
realizar pruebas btoqulmlcas en placa para la ldentlflcaclón de 
Enterobacterlas. 

Para loa medloss 

- Caldo rojo de fenol con Manltol 



- Caldo urea 

Rojo de .. tllo-Voge• Pro•kauer 

No fue posible det.er•lnar al ae ateota au aenalbt lldad, 
eapeciflcldad y con~labllldad dlagn6atlca al modlflcar el 
soporte y volumen del medio debido a que las YO pruebas 
reallzadaa para cada medio fuerón t.odaa positivo.a o negativas 
para las cepas eatudtadas. 

En qeneral se llega a la conclusión final de que el método en 
placa de Inoculación multlple es oontlable en la ldentlflcaclón 
de Enterobacterlas para las pruebas bloqulmlcao de citrato de 
Simmons y Caldo rojo de tenol con Sacarosa debido a que el 
tiempo requerido para la preparación de medio y au contaminación 
•on factores que se ell•lnan teniendo siempre modios listos para 
su uso, ademAs teniendo cuidado al momento de aembrar las 
muestras y asl evitar que se contamine el medio. Para los medios 
caldo rojo da fenal con Kanltol, caldo urea y rojo de •etllo­
Voges Pi-oskauer es necesario estudiar una variedad de cepas en 
las que &e tenga tanto resultados positivos como negativos para 
poder determinar su confiabilidad diagnóstica en caja. Y para 
los medios Agar hierro de Kliger, Medio Ornltlna-Motllidad-lndol 
y Medio Sulfuro-Indol-Motilidad eo necesario realizar estudios 
posteriores para determinar las condiciones óptimas del método 
en placa para obtener una oonfiabi l ldad dlaqnostlca similar a 
método convencional. 
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