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RESUMEN

El bacteriélogo a diario se enfrenta con distintas muestras clinicas a partir de las cuales intentard aislar
e identificar bacterias que probablemente por sus caracteristicas de patogenia, asf como por su
cantidad, ponen en riesgo la vida del portador.

Las principales funciones del laboratorio de Bacteriologia diagndstica consisten en examinar y
cultivar muestras de m.o., la identificacién de especie exacta de aislamientos importantes y llevar a
cabo pruebas de susceptibilidad a antibiéticos cuando est4 indicado. Estas tareas ayudan a los médicos
en el diagnéstico y tratamiento de los pacientes con enfermedades infecciosas. Los datos
bacteriolégicos también son valiosos para controlar el curso de la antibiético-terapia y proporcionar

informacién epidemioldgica para definir origenes comunes de infecciones.

Cada vez en mayor medida, la prictica de la bacteriologia y el grado hasta el cual se identifiquen los
m.o, van a ser resultado de un equilibrio entre aquello que es efectivo para el costo y cuanta
informacién necesita un médico para tratar adecuadamente a un paciente, los microbiélogos deben

continuar produciendo resultados clinicamente utiles en el menor tiempo posible.

Las muestras que requieren la identificacion definitiva de m.o, con el potencial de causar
enfermedades infecciosas se procesan aun mas. Se eligen uno o mas medios de cultivo y cada uno se
inocula con una pequefia parte de la muestra sospechosa de alojar microorganismos patogenos. Se
hacen estrias en placas de agar para aislamiento de colonias, las placas y caldos se colocan en una
incubadora con la temperatura y ambiente apropiados para maximizar los resultados, y a menudo
pueden hacerse identificaciones microbianas presuntivas. Se hace un informe final si puede darse una
respuesta definitiva, de no ser asi, el informe debe demorarse mientras se efectian subcultivos y

pruebas adicionales para identificar al m.o, de forma definitiva.

VIl



kuumen ‘ UNAM

El desarrollo adecuado de las técnicas de laboratorio es una parte fundamental para los estudiantes de
las distintas 4reas microbioldgicas que realizan actividades de laboratorio.

Ademis una tarea importante para los profesores ¢ investigadores en el ambito docente es proveer a
los alumnos de conocimientos de una manera facil y rdpida sobre los métodos y equipo de laboratorio,

asi como las diferentes formas de toma de muestra.
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OBJETIVOS GENERALES

Proporcionar al estudiante de Bacteriologia diagnostica una introduccién préctica a la identificacion en

el laboratorio de los agentes microbianos asociados con enfermedades infecciosas de tipo bacteriano.

Mostrar al estudiante los diversos enfoques empleados en el laboratorio de bacteriologia para indicar a
los médicos resultados oportunos y determinar un diagnéstico y tratamiento.

Que el alumno obtenga la informacion sobre cémo realizar un aislamiento bacteriano en general, al
igual sefialar las bases pricticas y tedricas de las pruebas bioquimicas mas usuales en el diagndstico
bacteriano, enfocado principalmente a aquéllas de origen humano.

Dar a conocer al alumno toda una serie de apéndices y pruebas bioquimicas especiales para tener una

base mas sélida y ampliar sus conocimientos, asi como enriquecer la practica.
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HIPOTESIS

Si se realiza una recopilacién teérico-practica de las diversas prdcticas que conforman el diagnéstico
bacteriolégico, y se enriquece cada una de ellas con apéndices y las pruebas a realizar para cada uno
de los microorganismos patégenos encada uno de los diversos analisis, se pueden obtenre mejores
resultados en el aprendizaje y aprovechamiento del alumno.

X1
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INTRODUCCION

Los microbiélogos clinicos y los laboratorios de microbiologia clinica prestan muchos servicio, todos
ellos relacionados con la identificacion y el control de los microorganismos.

» El éxito en microbiologia clinica depende de:

» Emplear la técnica aséptica adecuada.
Obtener correctamente la muestra del paciente infectado mediante hisopos, aspiracion con aguja,
intubacion o catéteres, toma limpia. Cada método estd enfocado a asegurar que solo se remita al
laborarorio adecuado.

» Manipular correctamente la muestra,

> Transportar con rapidez la muestra al laboratorio.

Inmediatamente después de la toma debe manipularse y eqtiquetarse puntualmente. Tiene una
importancia capital la rapidez con que se transportd al laboratorio una vez obtenida.

Una vez llegada la muestra al laboratorio, se cultiva e identifica. Los procedimientos de identificacion
comprenden: la microscopia, el cultivo en medios de enriquecimiento, selectivos, diferenciales, pruebas

bioquimicas especificas, métodos de identificacion rapida, técnicas inmunoldgicas.

El laboratorio de Bacteriologia diagndstica puede proporcionar una identificacion preliminar o definitiva
de los microorganismos basindose en:

-

%> El exdmen microscopico de la muestra

> Caracteristicas del cultivo y bioquimicas de las bacterias aisladas en los cultivos.

¥ Técnicas serologicas.
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Los siguientes datos pueden sugerir la identidad inicial de una bacteria:

» La procedencia de la muestra de cultivo.
» Su aspecto microscédpico
» Su patrén de crecimiento en medio selectivos, diferenciales.

» Sus propiedades hemoliticas, metabdlicas y de fermentacion.

En el laboratorio de microbiologia clinica, los sitemas informativos estan disefiados para reemplazar el
intercambio de informacién manuscrita y para acelerar la evaluacion de los datos y la confeccion de
informes de resultados.
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CARACTERISTICAS GENERALES DE BACTERIAS

Microorganismos o seres unicelulares procaridticos. Las bacterias a pesar de carecer de nicleo, como lo
poseen los restantes organismos (eucariontes) , es evidente tienen una estructura, o varias, que
desempeiian la funcién de éste. Las dimensiones de dichos organismos son muy reducidas, unas 2p de
anchura y 8 de longitud en las formas cilindricas de tamaiio medio, son muy frecuentes las especies de
0.5 a 1.5u, aunque se forman en condiciones desfavorables (deficiencia de nutrientes, cambios en el pH)

y el espesor es muy variable, desde algunas fracciones de micra a 10,

CLASIFICACION

En el actual sistema de clasificacion en cinco reinos (Five-Kingdom system) propuesto por Robert H.
Whittaker (monera, protista, fungi, animalia y plantae) , las bacterias pertenecen al reino Ménera, cuyos
miembros son organismos procariotes, caracterizandose porque las células carecen de un nicleo con una
membrana diferenciada que los rodee. Las bacterias se suelen clasificar siguiendo varios criterios de
utilidad en el laboratorio, {2

< Por su forma:

Y

En cocos (esféricas).

%

En bacilos (forma de bastén) - .

v’

En espiroquetas y'esp‘iri‘l'(‘)s (en formaf espiral)

Y

En cocobacilos (fqﬁnaisc:mi esférica)




Generalidades de Bacterias .UNAM

< Por sus necesidades de oxigeno:
» Aecrobias

» Anaerobias
» Anaerobias facultativas
> Microaerofilicas

» Aecrotolerantes

< Por sus capacidades metabélicas o fermentadoras:
» Fermentadoras

» No fermetadoras u oxidativas

«» Por su capacidad de formar esporas:
» Esporulados

» No esporulado
¢+ Por las cardcteristicas de su pared:

Es la clasificacion taxonémica mas utilizada, basada en el comportamiento que presentan frente a la
tincién de Gram. La division Gracilicutes incluye a las bacterias con pared celular delgada del tipd
Gram negativas; las bacterias de la divisién Firmicutes tienen paredes celulares gruesas del tipo Gram
positivas, Entre los Mendosicutes se encuentran las Arquebacterias, un grupo de organismos poco
comunes, que incluyen a las bacterias metanogénicas, anaerobias estrictas, que producen metano a
partir del didxido de carbono e hidrogeno; las halobacterias, que necesitan para su crecimiento
concentraciones elevadas de sal, y las termoacidofilas, que necesitan azufre y son muy termofilas.
Estos dos grupos de bacterias se subdividen a su vez en drdenes, familias y géneros. La seccion 1, por
ejemplo, la componen las espiroquetas, bacterias con forma espiral y paredes celulares Gram negativas
y con flagelos filamentosos internos. Los Ternecutes son bacterias eu carecen de pared celular tales
como los Micoplasmas.”*¢7
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Por su movimiento:

No todas las bacterias ticnen la capacidad de movimiento, pero las que lo hacen se desplazan por la
presencia de:
> Apéndices filamentosos denominados flagelos: Estos pueden localizarse a lo largo de toda la
supererficie celular o en uno o ambos extremos, y pueden aparecer aislados o en grupo.
Dependiendo de la direccién en que gire el flagelo, la bacteria puede moverse avanzando o
agitindose en una direccidn concreta. La duracién de los movimientos de avance en relacién con
los de giro, estd asociada a receptores presentes en la membrana bacteriana; estas variaciones
permiten a la bacteria acercarse a determinadas sustancias, como particulas alimenticias, y

alejarse de aquellas condiciones ambientales adversa.

> Por deslizamiento: La motilidad por deslizamiento es uan caracteristica muy extendida entre
las eubacterias G(-) que existe al menos en dos bacterias G(+). El movimiento por deslizamiento
exige el contacto de la célula con un substrato sélido, que puede ser tanto otras células
microbianas como diversos objetos. A menudo aparece asociado a un movimiento de rotacion
alrededor del eje longitudinal de la célula. Los organismos unicelulares se suelen deslizar a
velocidades de 1 a 20 um por minuto. Las células deslizantes filamentosas acostumbran a ser
mucho mas rapidas y algunas sobrepasan los 600um/min. En general la velocidad de su

movimiento es proporcional a la longitud de sus filamentos unicelulares.®”
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>

>

MORFOLOGIA
< Microscopica

El tamafio y la forma de bacterias no son constantes, alteraciones morfolégicas se observan en la
mayoria de las especies bacterianas y se debe a la accién del medio ambiente, No son hereditarios y

reciben el nombre de modificaciones. Las bacterias se dividen por fision binaria.

Segun su aspecto exterior las bacterias se dividen en cuatro formas fundamentales: esféricas (cocos) ,

bastonadas (bacilos), encorvadas (vibriones, espirilos y espiroquetas), y filiformes (clamidiobacterias).

Observados con objetivo 100x

Cocos: Son bacterias de forma esférica, oval (elipsoide ) o lanceolada.

Micrococos: Que se caracterizan por distribucion solitaria, par o desordenada de las células
saprofitas habitantes del mar y agua.

Streptococcus: Se dividen en un solo plano agrupandose en cadenas de distinta longitud.

Tetracocos: Se disponen en grupo de cuatro dividiéndose en dos planos muatuamente
perpendiculares.

Sarcinas: Son formas cocoides que se dividen en tres planos perpendiculares entre si adquiriendo un

aspecto de paquetes compuestos por 8, 16 0 mas células.

Staphylococcus: Se dividen en diferentes planos formando acimulos irregulares, poseen la

capacidad de provocar enfermedades en los animales y el hombre.
Bastonados: Las formas bastonadas se subdividen en bacilos y clostridios.

Diplococos: Se agrupan en pares después de la division.
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< Colonial:

La evaluaci6n de las caracteristicas macroscopicas de las colonias habitualmente se lieva a cabo por medio
de la inspeccién usual del crecimiento en la superficie de placas de agar.
Los siguientes son algunos términos que se usan para describir las caracteristicas macroscopicas de las
colonias:
Con la ayuda de microscopio estereoscdpico:

> Tamaiio: Diametro en milimetros.

» Forma: Puntiforme, circular, filamentosa, irregular, rizoide, como huso.

> Elevaciébn: Plana sobreelevada, convexa, pulvinada (con forma de cojin), umbonada,
umbilicada.

\4

Margen: (borde de la colonia): entero, ondulante, lobulado, lacerado, filamentoso.

» Color: Blanco, amarillo, negro, marrén, anaranjado, etc.

‘7

Superficie: Brillante, opaca, etc.

> Densidad: Opaca, transliicida, transparente, etc.

‘1

Consistencia: Mantecosa, viscosa, membranosa, quebradiza, etc.

> Olor: Tortilla, cerveza.

» Efecto sobre el agar: Halos de hemolisis (o, B). 6"
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FIGURA No. 1.

TECNICAS DE SEMBRADO EN PLACAS DE AGAR

/)

1 1

Inoculacion primaria  Estrias en dngulo recto  Estrias en forma masiva

Patron en estrias para inocular placas para aislamiento de colonias bacterianas
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FIGURA No. 2.

TERMINOS USADOS PARADESCRIBIR MORFOLOGIA
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ESTRUCTURA

Los procariotes son organismos haploides, tienen un genoma que no estd separado del citoplasma por
una membrana especial, carecen de mitocondrias y del complejo laminoso (aparato de Golgi). Estan
constituidos de un nucleoide el citoplasma, conteniendo diferentes inclusiones, la membrana y otras
estructuras:

+* Nucleoide: (Nucleoplasma o carioplasma). Estd compuesto por:
> DNA doble hélice
Proteinas: Proteinas parecidas a histonas
Proteinas reguladoras: sirven para reprimir, activar, desenrollar y enrollar el material genético.

Enzimas: topoisomerasas, polimerasas, ligasas y primasas.

YV VY

La funcién es la de conservacion del material genético a través de la duplicacion y la
manutencion de la homeostasis celular por un proceso de transcripeion.®5”

*  Adquisicion de material genético:
Ocurre por tres mecanismos muy diferentes en diversos procariontes. Al contrario de lo que es
habitual entre los eucariotes, en ninguno de los casos conocidos e! intercambio genético entre
procariontes es un paso obligado para completar el ciclo bioldgico del organismo. Mis bien, el
intercambio genético parece ser un proceso ocasional que
Los tres mecanismos de intercambio genético se denominan: transformacién, transduccién y
conjugacion.
% Transformacidn: Cuando una bacteria muere, el DNA es liberado y fragmentado y las células
receptoras lo incorporan tomandolo de esta disolucion,
3 Conjugacion: Se da intercambio genético entre dos células que se hallan en contacto directo,
mediante un proceso que, en todos los casos conocidos, esta codificado por genes situados en
plasmidos. Habitualmente, por este proceso solo es transferido el propio plasmido desde la

célula donadora a la receptora, pero a veces se transfieren también genes del genoforo.
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» Transduccidn; Se transfiere DNA de una célula procaridtica a otra como consecuencia de la
formacién de un virén de un fago aberrante en el cual parte o todo su complemento normal de
DNA se sustituye por DNA bacteriano (DNA de la célula donadora). Cuando a este virdn de
fago se fija a otra célula bacteriana (la receptora) y le introduce este DNA, se produce el
intercambio genético.*%”

< Citoplasma:

El citoplasma de las bacterias es una mezcla dispersa de coloides que contienen agua, proteinas,
hidratos de carbono, lipidos, compuestos minerales y otras sustancia ; posee una alta densidad y
contiene granos finos de 10 a 20 nm de didmetro, compuesto por el 60% de ARN Y EL 40% de
proteina representando ribonucleoproteinas denominadas ribosomas.

El citoplasma tiene las siguientes inclusiones : Granulos de volutina, corpasculos de lipoproteinas,
glicogeno, granulosa, acumulaciones de pigmentos, azufre, calcio y otros.

Los corpusculos de lipoproteinas se encuentran en forma de gotas de grasa con bastante frecuencia en
diversos bacilos y espirilos. La iniciacion celular los hace desaparecer, reapareciendo si las bacterias se
desarrollan en medios nutritivos, ricos en hidratos de carbono. Su presencia en el citoplasma se revela
medidnte la coloracion con sudan o fucshina.

En el citoplasma de sulfobacterias que oxidan el sulfuro de hidrégeno, el azufre de hidrogeno se
deposita en forma de gotas de estructura coloidal. El azufre tiene también importancia energética y se

utiliza en la deshidrogenacion anaerobia.

El citoplasma de Micobacterias, Streptococcus, Proteus, Actinomicetos , Clostridium y de otros
microorganismos contiencn rapidosomas o microtubos, en las micobacterias cumplen la funcién de

proporcionar movimiento permitiendo deslizarse por un sustrato solido.
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* Pared Celular:

Estd formada de péptido glicano o mucopéptido, esta es una molécula exclusiva de bacterias.®”

o PARED CELULAR DE GRAM POSITIVAS:
Formada por 6 componentes:
1.- Peptidoglicano:
Son heteropolimeros de aziicares y aminoacidos, sintetizados Unicamente por los procariontes. La forma
de peptidoglicano que se encuentra en eubacterias (denominada mureina) estd siempre compuesta por
dos aminoazicares acetilados, la N-acetilglucosamina y el ac. N-acetilmuramico, y un pequefio nimero
de aminoicidos cuyos representantes particulares varian entre los diferentes grupos. La forma de
peptidoglicano encontrado en las arqueobacterias, la pseudomureina difiere del peptidoglicano en dos
aspectos: ¢l N-acetilmurdmico nunca estd presente (y en su lugar se encuentra otro acido derivado de
un aminoazucar, el dcido N-acetiltalosaminurénico), y tampoco hay aminoacidos no naturales. Los dos
aminoazticares forman cadenas de glicano compuestas por restos alternantes de N-acetilglucosamina
(G) y de 4cido N-acetilmuramico (M) con enlaces $-1,4. Cada una de las unidades contiene de 10 a 65
unidades de disacarido.

El peptidoglicano mide 25nm.¢¢"

2.- Acidos teicoicos:

Son polimeros de dos moléculas de glicerol y ribitol que estan asociados mediante enlaces fosfodiester
que pueden estar pegados o no al peptidoglicano. El 4cido teicoico constituye antigenos importantes Que
son llamados sométicos.

La unién del peptidoglicano es por un:

%> Enlace fosfodiester al carbono 6 del Ac. Muramico.

» Unidad de enlace al N-acetilglucosamina y glicerol 3P.
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3.- Acidos lipoteicoicos
El sitio de unién de estos es la membrana citoplasmatica y esta ligado a los glicolipidos.

Su funcién es la de captacion de iones, reserva de fosfato y sirve como moléculas de adhesion a algunas
superficies.

4.- Acidos teicuronicos
Son polimeros de azucares o amioazucares acilados, ramificados en presencia de 4cido glucoronico,

ademas de que no tienen grupos fosfato, no son tan antigénicos y se unen igual que el acido teicoico.

5.- Polisacaridos
» AzicarP
» Oligosacéridos
» Oligosacaridos unidos a polifosfato.

6.-Proteinas

En algunos bacterias las proteinas son elementos constitutivos importantes como por ejemplo:
» Proteina M: Streptococcus del grupo A
> Proteina A: Staphylococcus aureus.”

o PARED DE GRAM NEGATIVAS:
Formada por 6 componentes:

1.- Peptidoglicano:

Las paredes de las bacterias G (-) tienen un contenido relativamente bajo de peptidoglicano, que no
suele pasar del 5-10% del peso de la pared. A diferencia de las G(+) mide 3nm. La localizacién de este
tipo de pared fue determinada por vez primera por W. Weidel y sus colaboradores en Escherichia coli,
quienes comprobaron que ¢l peptidoglicano constituye la capa mas externa de las multiples que forman
la pared, puediendo aislarse como una bolsa delgada que mantiene la forma y contomo de la célula

original, una vez que los demis componentes de la pared han sido separados por tratamientos
adecuados.
13
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Los peptidoglicanos de las bacterias G(-) exhiben un grado mas bien bajo de entrecruzamiento entre las
cadenas de glicano: muchas de las cadenas peptidicas no se entrecruzan. El grosor de la capa de glicano
varia algo en los diferentes grupos de bacterias G(-). Diversas obscrvaciones indican que es una capa
monomolecular ( o como maximo, bimolecular).®”

2.- Periplasma :

Est4 situada entre la membrana celular y la membrana externa y ha sido identificada por estudios
ultraestructurales y bioquimicos. Las micrografias electronicas muestran tipicamente una regién abierta a
cada lado de la capa de peptidoglicano que se identifica como el periplasma.

3.- Membrana externa:

Recubriendo el delgado saco de peptidoglicano caracteristico de las bacterias G(-) , se encuentra una capa
externa que posee el grosor y estructura fina tipica de una membrana unitaria. Esta capa tiene algunas
propiedades fisicas y quimicas en comin con las de la membrana celular y otras que son muy diferentes.
Es unaq bicapa lipidica que contiene fosfolipidos y proteinas pero, ademds, contiene grandes cantidades
de un lipido especial, el lipopolisacdrido ( LPS ), que reemplaza a los fosfolipidos en la capa mds externa
de ésta estructura, probablemente de modo total. Aunque quimicamente el LPS es muy diferente de un
fosfolipido, tiene propiedades fisicas que son bastante similares, de tal manera que puede participar de
forma analoga en Ia formacion de una membrana: un extremo de su molécula es hidrofobo ( se inserta en

la zona hidréfoba de la memgrana) y el otro hidréfilo (esta en la superficie externa). %!

La importancia fisioldgica de la membrana externa cs triple:

1. Forma el limite externo del periplasma, la regién entre las dos membranas que contiene un equipo
de enzimas digestivas.

2. Presenta una superficie externa con fuerte carga negativa, lo que es importante para evitar la

fagocitosis y la accion del complemento.

3. Suministra una barrera de permeabilidad que incrementa la resistencia a varios agentes toxicos.
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4.- LPS (Endotoxina);

» Son moléculas complejas con pesos moleculares superiores a 10000 y que varia ampliamente en
composicién quimica, tanto dentro de un grupo como cntre grupos diversos de bacterias G(-).

» Es un compuesto antigénico y téxico compuesto por tres regiones:

» Regién I: (Azucares) Cadena “O” especificas, unidades repetitivas de azucares.(antigeno
somatico, AgO).

> Region II: (Azucares) Porcion central (Core), al menos 10 monosacaridos.

%» Region III: Lipido A : Es la region hidrofoba de anclaje del LPS en la membrana y, en vez de
tener los dos écidos grasos tipicos de un fosfolipido, la molécula tiene 6 6 7 unidos a un dimero
fosforilado de glucosamina. A diferencia de los presentes en los fosfolipidos, todos lo acidos

grasos que se encuentran en el lipido A son saturados. Es la region toxica.

5.- Lipoproteinas:

Se encuentra en la capa del peptidoglicano de la pared y forma un puente de anclaje para la membrana
externa. La regién C-terminal de ésta proteina es un resto de lisina que estd unido mediante un enlace
peptidico a un grupo amino de un acido meso-diaminopimélico que no esta implicado en
entrecruzamientos en la capa del peptidoglicano. En el otro extremo de la proteina (N-terminal) hay un
resto de cisteina al que se unen acidos grasos: uno se une por un enlace de tipo amida al grupo amino
terminal, y dos mas especifican un resto de glicerol que esta unido a la cisteina por enlace éter con
azufte.

La estructura que resulta, compuesta de las cadenas hidréfobas de tres dcidos grasos, se inserta en la cara

mas interna de la membrana externa, uniéndose, por consiguiente, a la capa de peptidoglicano.

6.- Proteinas de membrana externa:
La permeabilidad de la membrana externa a los nutrientes se realiza en parte por proteinas denominadas
en conjunto porinas que, formando en general agregados de tres moléculas, originan canales

transmembrana a través de los cuales pueden difundirse algunas moléculas pequeiias.
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A.- Porinas
» OmpC: Forma poros pequefios (1.1nm
» OmpD: Presente solamente en Salmonella typhimurium
» OmpF: Forma poros mayores que OmpC (1.2nm); reprimida por temperatura elevada y alta presion
osmética.
» PhoE: Formada en respuesta a disponibilidades limitadas de fosfato.
B. No porinas (Proteinas-canal especificas):
» LamB: Especifica para la entrada por difusién de maltosa y maltodextrinas; inducida por maltosa;
lugar de adsorcion del fago lambda.
> Tsx: Especifica para la entrada por difusion de nucleésidos; lugar de adsorcion del fago T6.
» TonA: Especifica para 1a entrada por difusién de ferricromo; lugar de adsorcién de los fagos T1y T6.

C.- Otras:
» OmpA: Su funcién especifica no ha sido definida ain claramente, pero cepas mutantes que carecen

de ella producen una membrana externa mas fragil, por lo que parece que contribuye de algin modo
a mantener la integridad estructural de la membrana

0 PARED DE ACIDO-ALCOHOL RESISTENTES.

Sus componentes son:

A\

Peptidoglicano 10%

Ao

Arabinogalactin: polisacarido ramificado, unidades repetitivas de:
D-arabinofuronosido

Y

‘1

D-galactofuronosido

v

D-galactopiranosido

‘7

Ac. Micdlicos: 60-70%, estan unidos covalentemente al peptidoglican o libres como glicolipidos

extraibles: 30-40%. Son 4cidos grasos B-hidroxilicos con una longitud de 30-50 carbonos.®
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< Flagelos:
Proporciona impulso a la bacteria pero es muy diferente a la de las células eucariontes. El cardcter del
movimiento bacteriano depende del nimero de flagelos, propiedades del cultivo, temperatura,
composicién quimica y otros factores.

El aparato flagelar esta constituido por tres regiones distintas. La regién mas externa es el filamento
helicoidal, de anchura constante, formado por flagelina.( La flagelina constituye un antigeno H, el cual
genealmente gira en contra de las manecillas del reloj para dar movimiento recto).

Cerca de la superficie celular estd unido a un gancho de diametro algo mayor, que tiene unos 45 nm de
largo, constituido por un tipo diferente de proteina, que a su vez se halla unido a un cuerpo basal alojado
por completo dentro de la envoltura celular.

E! cuerpo basal consta de un pequeiio cilindro central insertado en un sistema de anillos. En las bacterias
G (-) el cuerpo basal tiene dos pares de anillos. Los anillos del par externo (L y P) se sittan a nivel de la
membrana externa; en apariencia su funcién es la de servir de manguitos para la insercion del cuerpo
cilindrico a través de esta capa. Los anillos del par interno (S y M) estdn localizados cerca del nivel de la
membrana celular; el anillo M esta insertado en ella, inmediatamente por debajo, mientras que el S se
sitiia justo por encima, posiblemente unido a fa superficie intema de la capa de peptidoglicano. En los
flagelos de bacterias G(+) sélo estan presentes los anillos inferiores (S y M); aparentemente, el par
superior no es necesario para apoyar el cilindro a su paso a través de la gruesa y relativamente
homogénea pared G(+). Esta diferencia es significativa, dado que implica que sélo los anillos S y M son
esenciales para la funcién flagelar.

Las bacterias s mueven principalmente para buscar sustrato o sea que tienen un movimiento
quimiotactico, fototaxico o responder a otras taxias, a favor o en contra de un gradiente de

concentracién que puede ser a favor de un gradiente de concentracién (+) o en contra de un gradiente de
Concentracion (-)
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La localizacién de los flagelos puede ser de 4 formas diferentes:

» Polar : Un solo o varios flagelos en un polo del cuerpo bacteriano.

» Lofotricos: Flagelos en ambos polos del cuerpo bacteriano (un penacho en uno o ambos lados).
» Peritricos: En todo el contorno del cuerpo bacteriano.

> Aflagelados: Sin flagelos "

<*Glicocalix 0 Cépsula:
Esta unida a la pared celular y son todos aquéllos azucares o estructuras bacterianas que contienen
polisacéaridos que se encuentra por fuera de la pared celular rodeando el peptidoglican en G+ y la
membrana externa en G-,
El glicocalix se divide en 2:
3 Glicocalix capas “S™: Estdn constituidas de glicol y glicoproteinas, cominmente se presentan en
G(-).
> Glicocalix de matriz fibrosa: Estan constituidos de polimeros de azicar, encontradas con mds
frecuencia en G(+).
Las funciones son contribuir a la permeabilidad selectiva y de proteccién celular por evasién de la

fagocitosis por repulsion de cargas y también sirve como reserva metabélica.

» Mesosomas:
Son invaginaciones de la membrana citoplasmatica, existen tres tipos:
1. M. Nucelar: Sitio de union del material genético.
2. M. Septal: Interviene en el proceso de fision binaria.

3. M. Periférico: Es donde se lleva a cabo la sintesis de componentes de la pared®>"

< Fimbrias:
Son apéndices delgados de 2-9 nm de didmetro y 0.1-1 pm de longitud.
Existen diferentes tipos:
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1. Citoadherentes: Tipo I: Tienen como funcién la adhesién a superficies, incluyendo las de las
células eucaridticas, por lo que estas fimbrias a veces son esenciales para el primer paso de la
infeccion. En estos casos, el extremo de las fimbrias se une a receptores especificos situados en la
superficie de la célula eucariética.

2. Conjugativas: Tipo Il : (Fimbrias Sexuales): Morfologicamente son idénticas a las fimbrias de tipo

I pero estdn compuestas por pilinas distintas como mondémeros, se sintetizan en células que

contienen plasmidos determinantes de la capacidad de la célula para llevar a cabo, por conjugacion,
transferencia genética con otras. Estas fimbrias también desarrollan una funcién de fijacién, que en

este caso s el primer paso para el proceso conjugativo.®®

< Ribosoma:
Es el sitio de sintesis proteica, esta constituido de rRNA y péptidos, tiene dos subunidades:
% Subunidad mayor tiene un coeficiente de sedimentacion de 50S. Esta constituido de rRNA : 238, 58
y 34 péptidos.
> Subunidad menor tiene un coeficiente de 30S. Esta constituido de rRNA : 16S y 21 péptidos.

< Inclusiones citoplasmiticas (vacuolas):
» Delimitadas : estin rodeadas de proteina.

» No delimitadas: estén en el citoplasma y no estin rodeadas de nada.®”

¢ Esporas:
Son formaciones esféricas u ovales, las cuales se considera que estdn presentes en un proceso de
supervivencia bacteriana llamado esporulacién, llevado a cabo por bacterias G(+) cuando se entrentan a
condiciones severas de carencia de nutrientes.
Al microscopio optico, en fresco (sin teilir), aparecen como cuerpos esféricos, ovoides e incluso en algunas
especies, cilindricos, muy refringentes, libres, o atn incluidos en la célula vegetativa (célula madre).©
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METABOLISMO BACTERIANO.

El metabolismo es la suma de todas las transformaciones quimicas que ocurren en las células, la

principal consencuencia de dichas trnsformaciones en los microorganismos es la sintesis de una nueva
célula.

Todos los organismos tienen la propiedad de realizar un cambio continuo de sustancias con el medio

que les rodea. Para llevar a cabo los procesos de nutricion y de reproduccion se requiere la presencia de

materiales nutritivos a partir de los cuales los microorganismos sintetizan los componentes de su cuerpo
y obtienen la energia indispensable a través de la oxidacion y reduccion de distintas sustancias. Laluzy

la materia orgénica e inorganica sirven de fuente de energia a las bacterias.

>

Utilizacién de Hidratos de Carbono:De acuerdo con el caracter de aprovechamiento del hidrato
de carbono y 1a fuente energética, las bacterias se dividen en 4 grupos:

Fototroficas: Las que utilizan la luz como fuente de energia.

Quimiotroficas: Son las que emplean las sustancias quimicas como fuente de energia.

Autotroficas: Que aprovechan el dcido carbonico (bidxido de carbono) como fuente de carbono.

Heterotroficas: Son aquéllas que precisan el carbono organico (hidratos de carbono y dcidos grasos)
para su nutricién 2

Asimilacién de Nitrégeno y azufre: De los 6 bioelementos principales (carbono, nitrégeno, azufre,
hidrégeno, fosforo y oxigeno), los metabolitos precursores carecen solamente de dos, el nitrégeno y
el azufre. Estos se incorporan a los constituyentes celulares como consecuencia de determinadas
reacciones de las rutas biosintéticas. Ambos clementos participan en el metabolismo biosintético en
estado reducido. El nitrégeno como amoniaco (NH;) y el azufre como sulfuro de hidrégeno (H,S).
Pero estps elementos se encuentran a menudo disponibles en el medio en otras formas quimicas

como constituyentes de compuestos organicos o en forma inorganica en diferentes estados de
oxidacion.
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>

v

Sintesis de Nucledtidos: Los precursores de los acidos nucleicos son los nucledsidos
trifosfato de purinas y pirimidinas, que tienen todos la misma estructura general. Una base
purinica o pirimidinica se une a través de Atomos de nitrégeno a una pentosa;, esta
combinacién se llama nucledsido. Se unen luego grupos fosfato en la posicién 5° del

nucledsido, estd combinacién se llama nucleétido.

Sintesis de Aminodcidos y otros constituyentes celulares nitrogenados: Para la
biosintesis de proteinas se requieren 20 aminoacidos. Solo el aminoacido histidina tiene un
origen biosintético aislado. Los otros 19 se forman a partir de rutas ramificadas, a partir de

un nimero relativamente pequefio de metabolitos precursores.

Sintesis de constituyentes lipidicos a partir del acetato: Los lipidos son una clase de
constituyentes celulares que se definen por sus propiedades de solubilidad, en lugar de por
su composicién quimica. Son insolubles en agua y solubles en disolventes no polares, tales
como éter, cloroformo y benceno. Son quimicamente heterogéneos y comprenden grasas,

fosfolipidos, esteroides, isoprenoides y poli-B-hidroxibutirato.

Sintesis de porfirinas.

»> Sintesis de proteinas.

Sintesis de peptidoglicano

Sintesis de polisaciridos.©”
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MONITOREO AMBIENTAL

Introduccidn:

monitoreo, tiene como objetivo asegurar la calidad del ambiente, incluyendo equipos y personal, para
garantizar la esterilidad de los productos y por consiguiente cumplir con los criterios normativos en
forma consistente.

El programa de monitoreo ambiental debe evaluar la efectividad de la limpieza y sanitizacion, la eficacia
de la filtracion en el sistema de aire, y la asepcia del operador. Dichio estudio en cuartos limpios
controlados debe incluir cuantificaciéon de contenido microbiano en aire, superficies, equipo, pisos,
paredes y vestimenta de! personal. El objetivo es obtener una estimacion representativa del estatus

microbiano del ambiente en un intervalo de tiempo determinado.

El monitoreo es el muestreo realizado en laboratorios de diagnostico clinico, alimentos, cosméticos,
productos farmacéuticos, hospitales y otros.

Un control periddico y repetitivo de las condiciones de higiene del aire ambiental y de las superficies,
desde el punto de vista microbioldgico, se impone hoy en dia, tanto en lugares publicos como en la
industria. Para lugares pablicos ¢s necesario tener bajo control las condiciones de higiene del ambiente
en hospitales, escuelas, dispensarios, servicios de higiene. Es una funcion caracteristica de la medicina
preventiva, que aplicada de forma sistematica aumenta la seguridad de las unidades de cuidados
intensivos y de los quirofanos, asegura la proteccion del personal expuesto a riesgos de infeccion en los
ambientes hospitalarios y permite el control de la eficacia y de la persistencia de tratamientos
desinfectantes *>

En las industrias farmacéuticas, cosméticas, alimentarias, en los sectores de alimentos o de tratamientos
de aguas (depuracién), etc. Permite mejorar la produccion y garantizar al personal condiciones de
trabajo adecuadas.

La clase de aire que debe mantenerse en el area depende del proceso que se realice, y para ese fin la
NOM 059 dice:

Las areas limpias para la fabricacion de productos estériles, debe ser clasificadas de acuerdo a sus
caracteristicas requeridas de aire en clase 100 (blanca bajo flujo laminar), clase 10,000 (blanca, fuera de

flujo laminar) y clase 100,000 (gris claro).
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La clase de aire recomendada para cuarto limpio es 100 a 10,000 sin personal ni equipo en movimiento.
Para alcanzar la clase 100 o menor, se recomienda el empleo de Médulos de Flujo Laminar o Campanas
de Flujo Laminar Horizontal o Vertical, segtn {a naturaleza del proceso.

La medida de la contaminacién microbiana del medio ambiente se ve influenciada por muchos factores,
como el nimero de personas presentes, ¢l movimiento de 1as mismas o el establecimiento de corrientes
de aire y el sistema de medicion empleado. Para muestrear el aire, se utiliza por ejemplo0 un aparato
Biotest RC Plus (Biotest G). Este aparato consta de un cabezal y un cilindro con bateria. El aire es
succionado por el aparato mediante la rotacion de las hélices del cabezal, y los microorganismos son
i_mpactados por la fuerza centrifuga en tiras con medio de cuitivo, que se disponen circularmente en el

cabezal, "

' ‘El' muestreo de las superficies consiste en pasar un hisopo embebido en buffer por un area determinada
del equipo (25-30 cm) y posteriormente descargar el hisopo en un volumen medido de diluyente

(utilizando medios ricos) e incubar 24hrs/37°C y posteriormente sembrar en medios de cultivo. @

También debe realizarse cada 2-4 meses un monitoreo del personal que tiene contacto directo con
pacientes inmunocomprometidos, recién nacidos, con nifios (meses — 4 aiios con estancia en guarderias)
manejadores de alimentos. Dichos analisis son: Exudado faringeo, (ya que una forma importante de
transmision de patogenos son las gotitas de saliva al hablar, toser o estornudar, es por eso de suma
importancia dicho estudio; sobre todo de personal que labora en areas como terapia intensiva, cuneros,
guarderias , la recomendacion de utilizar cubre bocas para disminuir el contagio. Los otros estudios que
complertan el diagnostico son los siguientes: coproparasitoscopico, coprocultivo, urocultivo. En ningun
caso deben ser portadores de m.o. patogenos. ¢

Otra de las formas de contaminacion y contagio es através de las manos y el cabello, tanto en hospitales
como en la inductria alimenticia y farmacéutica, asi como en guarderias; por lo cual es importante su

monitoreo y recomendar el uso de cofiay guantes .
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OBJETIVOS DE UNIDAD

Que se determine el grado de contaminacion ambiental en el laboratorio, instrumental y aparatos a
utilizar en las préicticas, como, por medio de la seleccion de los pardmetros a monitorear asi como los

medios , para conocer el grado de contaminacion y tomar las medidas para un buen trabajo en el mismo.

OBJETIVOS DE OPERACION

1. Que se lleven a cabo el muestreo de las diversas zonas del laboratorio, como, utilizando las
diferentes metodologias para monitorear aire, superficies, y personal, para ver el grado de

contaminacion, tipo de contaminantes y asi sugerir un método de sanitizacion.

2. Que se realice la identificacion de los diversos microorganismos (hongos, bacterias, levaduras),

" como, por medio de: morfologia colonial y microscopica, pruebas bioquimicas primarias
(Catalasa, oxidasa tinciones (GRAM, Azul de algodon), pruebas secundarias requeridas, para
identificar género y especie.
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MATERIAL
ledios de cultivo en caja
Por equipo
\gar sangre 1
\gar soya tripticaseina 1
\gar dextrosa sabouraud 1
Agar Mac Conkey 1
\gar Sales manitol i
vgar Letheen modificado 1
Hedios de cultivo en tubo.
~aldo soya tripticaseina 1
vlaterial bioldgico.
sangre de carnero 5% estéril, desfibrinada.
Reactivos Otros
»afranina Cubre objetos
ugol Porta objetos
\lcohol acetona Hisopos estériles
Zristal violeta Cubre boca
\ceite de inmersiéon Mecheros
Agua destirlzida estéril Equipo
Azl déia!godén : Baiio maria
!erii:_al 1100 ENE Microscopio dptico
enol 5% i Microscopio estereoscopico
o i Autoclave
Estufa

Refrigerador
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TECNICA

Mesa sin desinfectar:
Muestreo:_ Seleccionar un 4rea de 25 cm? . Humedecer un hisopo en CN y pasarlo sobre la zona

clegida.

Incubacién: Colocar el hisopo dentro del CN e incubar 24 hrs./37°C.

Sembrado: Sacar el hisopo y sembrar sobre la superficie de los medios seleccionados (AST, ADS, Mc),
sembrando en forma radial ( en toda la superficie) en cada uno de los medios e incubar a 37°C /24 hrs.

Posteriormente realizar la identificacion.

Mesa desinfectadas

Muestreo:_ La superficie monitoreada sin desinfectante, se desinfecta con benzal y dejar que actie por
5-10 minutos, para posteriormente humedecer un hisopo en CN y pasarlo sobre la zona seleccionada.
Sembrado y conteo: Se llevan a cabo de igual manera que en la mesa sin desinfectar.

Aire: (Puerta y mesa adelante) , Refrigerador y Estufa:

Muestreo: Abrir las cajas (AST y ADS) y exponerlas en el medio ambiente por 30 minutos.

Manos sin asepsia;
Muestreo: Colocar las manos directamente sobre los medios (AST, ASM, AS, ADS, AMc), e incubar

24 hrs. /37°C.

Manes con asepsia:
Muestreo: 1avarse las manos y colocarse benzal dejandolo actuar por 5 minutos para posteriormente

colocarlas sobre los medios (AST, ASM, AS, ADS, AMc), e incubar 24 hrs./37°C.

Hablar sin cubre boca:

Muestreo: Abrir las cajas y cerca del mechero hablar, toser directamente sobre los medios, incubar a
37°C/24 hrs.

Hablar con cubre boea:

Muestreo: Colocarse un cubre boca y repetir la misma operacion que hablando sin cubre boca.

Cabello:

Muestreo: Colocar un cabello sobre las placas de agar presionando un poco y dejar incubando a 37°C/24
hrs.
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DIAGRAMA DE TRABAJO 1
* * : ‘_7* '
- Mesa : Mesa sin l Aire I Estufa. | ) l “‘ﬁig“ff’,°F 2
Desinft ;

Desinfectada -

!

Realizar tincién de Gram ¢
identificacion de género

I Réaliuf conteo colonial

iOTA: El conteo en todas las zonas monitoreadas es igual se cuenta el nmero de colonias presentes en
ada uno de los medios. Y realizar la identificacidn de éstos.

Existen otros métodos menos convencionales y mas sofisticados para este tipo de monitoreo (Ver
\nexos3,4 y 5), pero debido a las limitaciones con que cuenta el laboratorio no se pueden lvar a cabo, ya
jue dicho manual fue disefiado en base a los insumos y presupuesto para el mismo.
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Diagr 'dcTrnbnjo
DIAGRAMA DE TRABAJO 2
. el Manos ;¥ | Manos sin Hablar con cubre Hablar sin cubre "Cabello’
“: Desinfectadas . Desinfectar boca boca Cee

I

Directamente
sobre los medios

ruebas bioquimicas primarias .
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THOJA DE RESULTADOS

EQUIPO:

FECHA:

MESA DESINFECTADA

RESULTADO:

GRADO DE CONTAMINACION:

MESA SIN DESINFECTAR

RESULTADO.

GRADO DE CONAMINACION:

M.O. ENCONTRADO:

ESTUFA REFRIGERADOR
RESULTADO: RESULTADO:

GRADO DE CONTAMINACION:

RESULTADO:

GRADO DE CONTAMINACION:

HABLAR CON CUBRE BOCA

HABLAR SIN CUBRE BOCA

RESULTADO:

GRADO DE CONTAMINACION:

AIRE
RESULTADO:

GRADO DE CONTAMINACION:

CABELLO

RESULTADO:

GRADO DE CONTAMINACION:

MANOS DESINFECTADAS

RESULDADO:

GRADO DE CONTAMINACION:

MANOS SIN DESINFECTAR
RESULTADO:

GRADO DE CONTAMINACION:
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ANALISIS MICROBILOGICO DE AGUA

Introduccion:

Meéxico es un pais que en la actualidad confronta una destacada escasez y contaminacién de sus fuentes
naturales de agua.
Por estar el agua intimamente ligada a la vida, lo mas importante es su calidad, lo cual es alarmante
debido al grado de contaminacién que en nuestros dias han alcanzado diversos mantos acuiferos.“*
La contaminacion del agua abarca un conjunto de fen6menos muy diversos, se trata de una alteracion
desfavorable de nuestro medio ambiente, en gran parte debido a la civilizacion, por efectos directos ¢
indirectos. La contaminacion afecta a un grupo de seres que forman un sistema ecoldgico, es decir, un
conjunto de organismos y sus relaciones reciprocas con el ecosistema.
La contaminacion tiene intima relacion con diversos factores:

1. Crecimiento demografico

2. Desarrollo industrialL

3. Urbanizacién.
Los tres puntos anteriores presentan una evolucién rapida y se suceden uno en funcién del otro'*’
Entre los problemas més notables que produce la contaminacién del agua destacan:

1. Falta de agua potable y utilizable en la industria.

2. Pérdida de importantes fuentes de proteinas, especialmente def mar.

3. Condiciones favorables a las enfermedades y epidemias.

4. Aumento de enfermedades respiratorias y cardiovasculares en jos niicleos urbanos.

5. Aumento de sustancias toxicas y radioactivas en la materia viva.
En consecuencia, en algunas industrias se estan disefiando procesos mediante los cuales el agua se
puede reciclar numerosas veces dentro de una misma planta, antes de limpiarla y liberarla al medio
ambiente!!*®
Todas las aguas naturales, dulces o saladas, tienen una poblacion especifica de bacterias adaptadas al
medio ambiente, viviendo y reproduciéndose en ella.
En general, el nimero de bacterias del agua es suficientemente pequefio y mas aun, la mayoria de ellas

no creceran en los medios utilizados para examinar la calidad sanitaria del agua.

w
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El nimero de bacterias oscila desde unas cuantas por mililitro hasta un orden de elevada magnitud . Las
cuentas altas son el resuitado de la presencia de otro tipo de materia organica, como son, la descarga de
aguas negras y desechos industriales.

Unos de los aspectos mas importantes en la calidad de!l agua es el destino que tengan los patégenos,

provenientes de los desperdicios humanos en el agua.

Lo que le sucede a las bacterias al contaminar las aguas naturales depende del tipo de condiciones
ambientales que prevalezcan en en ellas , como son:

a).- Materia Orgénica: Las bacterias saprofitas se multiplican en el agua que contiene materia
organica, pero las especies patogenas son mas exigentes y no alcanzan a reproducirse . Cuando las
aguas negras son descargadas en una corriente, se eleva la concentracion de materia organica
ocasionando como respuesta, el crecimiento de muchos saprofitos y un incrementeo de bacterias
patogenas. La competencia en tales circunstancias favorece a los saprofitos mas que a los patdgenos

b).- Temperatura: Las bajas temperaturas disminuyen la velocidad de la mayoria de las reacciones
bioldgicas, mientras que a temperaturas cercanas al punto de congelacion, la competencia es
practicamente nula.

c).- Agentes téxicos: Las sustancias quimicas de las fabricas, refinerias, minas y molinos de pulpa son
los agentes mas comunes que reducen la actividad microbiana

Estos contaminantes se consideran los mas nocivos, ya que no son materiales naturales a {os cuales las
bacterias estén adaptadas para utilizarlos como alimento, por lo que su desaparicién es lenta y dificil.
Algunos materiales que han causado dificultades en el medio ambiente son: el cianuro, que es un
inhibidor de la respiracién, varios acidos y fenoles, que a su vez, se utilizan como agentes
antibacterianos.

d)- Luz: Tiene un efecto destructivo sobre las bacterias que estan en el agua y que se encuentran
expuestas, sin embargo, la uz ultravioleta que es la mas efectiva no penetra a las profundidades como lo

hacen los rayos con mayores longitudes de onda**%%%
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' .0s organismos patégenos al hombre que se pueden transmitir por ingestion de agua incluyen bacterias,
‘irus y protozoarios.

stos microorganismos se desarrollan en el intestino y abandonan el orgnismo en las heces. Entonces la
‘ontaminacién fecal de los suministros de agua puede ocurrir y si esta no es tratada adecuadamente, los
‘atégenos entran a un nuevo huésped al consumir el agua. Si esta se ingiere en grandes cantidades, puede
ucasionar problemas gastrointestinales aun, si solamente contiene una baja cantidad de organismos
natogenos.

I.as bacterias entéricas se deben eliminar en forma efectiva del agua durante los procesos de purificacién de
modo que no deben estar presentes en el agua potable!! 467
Dependiendo de su uso existen diferentes calidades de agua importantes:

Potable

purificada
desionizada
destilada

grado inyectable
tratadas

negras.

© N YR W -

residual
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OBJETIVOS DE UNIDAD.

Que se se lleve a cabo el andlisi microbiolégico de aguas potables y purificadas (proporcionadas por el
alumno) como, por la utilizacién de dos métodos tradicionales marcados por la NOM-127-SSA1-1994
(NMP y Ready cult) para ver la presencia o ausencia de coliformes totales, fecales, mesofilos y llegar a
la identificacion del microorganismo indicador de contaminacion si la hay y comparar los resuitados con

los de la NOM establecida basada en el rechazo o aceptacion de 1a muestra.

OBJETIVOS DE OPERACION.

1. Que se realice la decloracion del agua, como, con la ayuda de un quelante del cloro

(tiosulfato de sodio), para impedir que intervenga en las pruebas posteriores del analisis.
2. Que se realice el método de tubo multiple en serie de tres o NMP (niimero mas probable) y
Ready cult, como, llevando a cabo los pasos indicados en la metodologia, para determinar

coliformes totales, coliformes fecales , Pseudomonsas y mesofilos.

3. Que se determinen coliformes totales, coliformes fecales, como, por la utilizaciéon de

compuestos coloridos y fluorescentes.
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MATERIAL

Medios de cultivo en caja.
Por equipo
Agar Mac Conkey 1
Agar cuenta stdndard o Letheen 4
Agar cettimida 1
Medios de cultivo en tubo
Por equipo

Caldo lactosado rojo de fenol conc. Simple (100%) 6
Caldo lactosado rojo de fenol doble conc. (150%) 3
Caldo bilis verde brillante 5
Caldo nutritivo k 1
Citratos 1
SIM 1
Rojo de metilo 1
Vogues Proskauer 1
Medio de O/F ) 2
De estas pruebas se utiliza 1 tubo por equipo y 10 tubos por grupo de cada una.
Reactivos: : Otros
Rojo de metilo Pipetas de 1 mli,, estériles
Reactivo de Ehrlich o kovac’s Pipetas de 10 ml., estériles
Alfa naftol 5% Campanas Durham 15 por equipo y 150 por grupo
Hidroxido de potasio 40% Una bolsa o botella estéril con tiosuifato de sodio.
N-N-tetrametilparafenilendiamina Porta objetos
Peroxido de hidrogeno Cubre objetos
Agua destilada Asa bacterioldgica
Accite de inmersion Palillos estériles

Papel filtro estéril
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TECNICA
Decloracién del agua:
Colocar el agua en bolsas comerciales o en botelias estériles que contengan tiosuifato de sodio 10%

(quelante del cloro) y dejar reposar 15 minutos.

Prueba presuntiva: (Coliformes totales)

Serie I:

Formada por 3 tubos con campana Durham que contienen 20 ml., de CLRFDC

a los cuales se les agrega 10 ml., de la muestra a cada uno.

Serie 2:

Formada por 3 tubos con campana Durham que contienen 10 ml., de CLRFCS , a los cuales se les
agrega 1 ml,, de la muestra a cada uno.

Serie 3:

Formada por 3 tubos con campana Durham que contienen 10 ml., de CLRFCS, a los cuales se les
agrega 0.1 ml., de muestra a cada uno.

Interpretacidn: Observar produccion de gas dentro de las campanas Durham y cambio de color de rojo
a amarillo (+). Determinar ¢l No., de tubos de cada serie que haya sufido dichos cambios.

Prueba confirmativa: (Coliformes fecales):

Tubos Positives: Utilizar cada uno de los tubos positivos en la prueba presuntiva y pasar unas asadas
(0.1 ml) a 2 tubos de CBVB 2% con campana Durham.

Incubacidn: De cada dos tubos inoculados:

1 tubo incubarlo a 37°C/48 hrs.

1 tubo incubarlo a 45°C/ 48 hrs.

Interpretacion: Ver formacion de gas dentro de las campanas Durham, lo cual indica presencia de
coliformes fecales y se considera prueba positiva.

Sembrado: Pasar unas asadas de los tubos positives de CBVB a cada uno de los agares (AMc, AEMB,
AST), por dilucién, e incubar a 37°C/24 hrs.
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Identificacidn: Correr pruebas bioquimicas (catalasa, oxidasa, motilidad, O/F, Gram, citrato, indol,
MR-VP), para identificar el género y la especie.

Meséfilos:

Sembrado: Colocar en dos cajas petri 1 ml., de la muestra y adicionar 20 ml., de agar cuenta estindar
en cada una.

Incubacidn: Colocarias 2 cajas a 37°C/48 hrs, y 2 a 25°C/48 hrs.

Interpretacién: Realizar el conteo colonial (25-250 colonias).

* Pseudomonas:

Sembrado: A un tubo de CN agregar 5 ml,, de la muestra e incubar 48 hrs./37°C, y sembrar en agar
Cetrimida e incubar nuevamente 24hrs./37°C.

Interpretacién: Observar morfologia y posile pigmentacion. Realizar pruebas bioquimicas primarias y
secundarias.

* También es utilizado el método de filtracion por membrana para el recuento de Pseudomonas. Es un

meétodo altamente reproducible, puede usarse para analizar volimenes de muestra relativamente grandes
y se obtienen resultados en menor tiempo. Pero debido a las limitaciones del laboratorio se sigue una

técnica mas simple que arroja resultados satisfactorios y con costos menores.

Purificada No mas de 800 ufc/100ml Ausencia
Ilnyecmble 50 ufc/100 ml. Ausencia l
IPara uso farmacéutico 500 ufc/100 ml. Ausencia I
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DIAGRAMA DE TRABAJO 1

l M -dcliul botellad: J

l Decloracion de agua l

v

Prueba de NMP para
determinar presencia de:
A
COLIFORMES TOTALES COLIFORMES FECALES
I Prueba presuntiva™ . . l Prueba confirmativa —l

B

| Se emplean 3 series de 3 tub

|

Utilizar cada uno de los tubos
positivos en la prueba
presuntiva

|

Pasar a dos tubos con campana Durham con 10 m! -
o ~ DeCBVB 2%

) Inc. Un tubo
S 145°CI48 rs.

C-IneiUntuboa s

Inc, 24-72 hrs/37°C

“.Llevaracabola- |~ - e : ‘
" interpretacién . I Llevar a cabo la interpretacion —I

I

Identificar con pruebas
bioquimicas primarias y
secundarias
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DIAGRAMA DE TRABAJO 2

[—_—' Determinar p ia de: |

| MESOFILOS I

;. Colocar en cuatro . -

gar cuenta estandar

" Inc. 2 cajas &
© 379C/48 hs;

:

: I Realizar c@mteé"t':oloriialﬂl..' .

|

PSEUDOMONAS

A un tubo con CN agregar
7§ ml; de la muestra

. Observar morfologia colonial
y posible pigmentacion,

I

Realizar pruebas bioquimicas
primarias y secundarias
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HOJA DE RESULTADOS

EQUIPO: FECHA:

DELTERNIN ACHON RESLT I ADO

NMP

Coliformes Totales

Coliformes Fecales

Pr ia de Pseud

Diagnéstico

Ver anexo No. 7 para checar resultados de NMP,
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CONTROL DE CALIDAD DE MEDIOS DE CULTIVO.

Introduccion:

Los medios de cultivo se utilizan para una gran variedad de propdsitos en el laboratorio. Su rendimiento

debe por ende juzgarse aceptable para asepurar que sirvan para los fines para los cuales se han
preparado.

Los microorganismos varian en sus requerimientos de desarrollo, estos necesitan fuentes de nitrégeno,
carbono y oligoelementos como el manganeso, molibdeno, zinc, cobre, cloro, etc., mientras que otros
mas exigentes tienen necesidad de factores de crecimiento como aminoacidos, vitaminas, purinas,
hidrolizados de proteinas en forma de peptonas, que proveen componentes nitrogenados en forma
accesible, se obtienen por tratamiento con acidos, alcalis o enzimag %> 101012

Antes de la década de los 50°s, casi todos los laboratorios fabricaban sus propios medios de cultivo,
partiendo frecuentemente de los ingredientes basicos crudos. Actualmente la forma mas comin de
preparar medios de cultivo es a partir de medios deshidratados, los cuales solo requieren de agua para su
reconstitucion, se presentan en forma de polvo o granulado.

También pueden emplearse medios deshidratados con aditivos como, sangre, suero u otros factores de
desarrollo generalmente son materiales inestables y sirven para respaldar el desarrollo de

microorganismos exigentes ®>1%11:12)

La responsabilidad del Control de calidad en la preparaciéon de los medios de cultivo recae en el
fabricante hasta el momento de su venta al consumidor.
El control de calidad consiste en una evaluacion sistémica del trabajo para asegurar que el producto
final se ajuste, hasta un grado aceptable a limites de tolerancia previamente establecidos, donde
finalmente se proporcionan resultados veridicos (inicos).
Para realizar el control de calidad de medios de cuitivo es necesario considerar los siguientes puntos
basicos:
Personal: Este debe ser una persona capacitada en el drea especifica y con un entrenamiento practico.

43




Conirol de calidad de medios de cultivo UNAM

Material de vidrio: Debe estar limpio, seco y libre de cualquier tipo de contaminantes, ya que la
presencia de éstos puede afectar los resultados.

Materia prima: Esta debe presentar caracteristicas homogéneas en el tamaiio de particula, color y no
presentar apelmazamiento. El envase debe de ser de tapa de aluminio, frasco de vidrio ambar,
composicién completa en etiqueta, debe precisar fecha de caducidad, indicacién clara de la preparacién
, asi como el nimero y lote.

El control de calidad para los medios de cultivo debe, en el analisis final, asegurar que un medio
respalde el desarrollo de los microorganismos, inhibir el desarrollo de microorganismos comensales,

exhibir una respuesta bioquimica tipica, ser estable y tener un tiempo de conservacion razonable®®
Para el control de calidad se deben realizar pruebas de:

Esterilidad:

Pocos son los medios utilizados sin esterilizacién final, casi todos los medios deben estar estériles
cuando se inoculan. Cada lote de medio, preparado en el laboratorio o proveniente de una fuente
comercial, debe ser controlado para asegurar su esterilidad. Esto se realiza retirando 1-5% del lote y
colocandolo en una incubadora bacterioldgica a 35°C durante 48 hrs. Si aparecen contaminantes en el

medio puede ser resultado de esterilizacion inadecuada y se debe adquirir un lote nuevo.
Pruebas de promocién_e inhibicién de crecimicnto

Determinar la capacidad del medio para respaldar el desarrollo del microorganismo inoculando con una
concentracion baja (10 ) que nos permita ver la funcionalidad del medio. Un error frecuente del
control de calidad es el uso de un indculo concentrado que puede producir un desarrollo desorientador,
para lo cual es necesario estandarizar ésta prueba, mediante el empleo de una técnica que nos ayude a
dicho proposito como la técnica de Miles & Misra, ¢
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OBRJETIVOS DE UNIDAD

Que se lleve a cabo la técnica de Miles & Misra, como por medio de la inoculacion de cepas ATCC en
los medios de cultivo a probar , para ver si los medios estan viables y promueven o inhiben el
crecimiento y ademas si presenta la morfologia colonial y respuesta especifica de los microorganismos
tipo probads.

OBJETIVOS DE OPERACION.

1. Que se realice una suspension de cada una de las cepas a utilizar, como, colocando una asada en
4.5 ml., de solucién salina fisiologica estéril, para igualarlos al tubo 0.5 del Nefelometro de
MacFarland, y de ésta concentracion realizar diluciones hasta 10”  los cuales se utilizaran para

las pruebas de promocion e inhibicidn de crecimiento.

2. Que se ambienten las cajas, como, colocindolas a temperatura ambiente por una hora antes de

ser evaluadas, para asi permitir la promocion del crecimiento.

3. Que se scleccionen los lugares en la caja donde se van a sembrar las diluciones de las diferentes
cepas como, dividiendo las placas en cuadrantes, para realizar las lecturas y comparacion de los
resultados obtenidos.
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MATERIAL

Equipo:

Microscopio 6ptico

Autoclave

Vortex

Bafio Maria

Horno Pasteur

Estufa bacteriolégica

Asas bacterioldgicas calibradas (0.01 y 0.001)
Mecheros

Tubo 0.5 del nefelémetro de Mac Farland.

Medios de cultivo en caja:

Por equipo -

Agar sangre

Agar chocolate
Agar brolacin

Agar EMB

Agar verde brillante
Agar XLD

Agar sulfito bismuto

— e e e o

Agar Mac Conkey 1
Agar sales manitol 1
Agar Mueller-Hinton 1
Agar casoy 1
Agar cetrimida 1
Agar Biggy 1
Agar Tayer Martin I
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Reactivos:

Cloruro de sodio
Glicerol

Cristal violeta
Alcohof al 70 y 90%
Acctona

Lugol

Safranina

Aceite de inmersion
SSF estéril

Cepas:ATCC

Salmonella enteritidis 5188
Enterobacter aerogenes 13048
Staphylococcus aureus6538
Staphylococcus epidermidis

Pseudomonas aureginosa 9027
Candida albicans10231

Streptococcus f-hemolitico grupo A. 19615

Haemophilus influenzae

Escherichia coli w3350

Matraz Erlenmeyer

Tubos de ensaye de fondo plano

Probetas graduadas

Pipetas graduadas de 1,5y 10 ml.

Vasos de precipitado

Porta y cubre objetos
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TECNICA

J ‘_Scr'nblr'ar Ias cepas de los diferentes m.o. 24 horas antes, en placas de agar rico (Casoy, AST, AMH,

ular la serie de tubos del numero 1 al 5 respectivamente para cada m.o.

_ Dividir en cuadrantes (4) las placas , posteriormente a esto, colocarlas durante menos de una hora en

: |é[’éstﬁfa a 35°C.Se emplean tres placas por medio de cultivo a evaluar.

Se prepara una suspension de la cepa del m.oo0. |%ualando la turbidez con el tubo niimero 0.5 del
nefelémetro de Mac Farland que equivale a 1.5 x 10° UFC/ml.

De este tubo se toma un volumen de 500;1! con micropipeta y se adiciona a uno de los tubos con SSF
estéril (tubo niimero uno = dilucién 10™"). Homogenizar.

De este ultimo tomar un volumen de 500p1 con micropipeta y adicionarlos a otro tubo con SSF estéril

(tubo nimero dos = dilucién 102), Homogenizar, de este modo se realizan las diluciones hasta el tubo
niimero 5 = dilucién - 102

A Para conocer la dilucion a emplenr en el ensayo se debe distribuir 10ul de cada una de las diluciones
7 en placas del medio de referencia (medlo nco) De_|ar que se difunda en el medio y posteriormente
realizar el barrido o estriado con la ayuda de una asa bacteriologica estéril. Incubarlas durante 18-24
hrs., a una temperatura de 35-37°C‘ :

Realizar la lectura de las placas (conleo manua]) se recomicnda que ¢l nikero de colonias sea
contables.

Posteriormente, al encontréf Ia dilucién a emplear se realiza con cada uno de los medio a evaluar
(selectlvos y dlferencmles) con 2 6 3 placas de cada medio, es suficiente observar la cuenta de

: recuperaclon
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1. . Distribuir 10ul de la dilucion elegida para el ensayo de Control de Calidad en los diferentes
medios a evaluar. Para realizar esto, se debe manejar segin sea el medio de cultivo: un m.o. que
debe crecer, uno que debe diferenciarse del anterior y por altimo otro que no debe crecer. El

altimo cuadrante se emplea como area de esterilidad.

2. Permitir que se difunda el liguido en el medio de cultivo, posteriormente realizar un barrido o
estriado para una mejor lectura, este se realiza con asa bacteriol6gica. Posteriormente se incuban
las placas durante 18-24 hrs., a una temperatura de 35°C, realizar lectura de las placas (conteo
manual) se recomienda que el nimero de colonicas oscile entre 20-30 por cadrante.

3. El ensayo debe realizarse al mismo tiempo en un medio de referencia para asegurar el crecimiento
del m.o. (medio rico como Casoy, AST, AMH, etc.) y empleando la misma dilucién que para cada

uno de las cepas de m.o. empleados para comparacion de la recuperacién bacteriana en los medios
de cultivo evaluados y dc referencia.
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DIAGRAMA DE TRABAJO

Prueba de prc

Ty

ion de

€

“Técnica de Miles & Misra”

Cepas ATCC de 24 hrs de crecimiento en placas
de AST :Candida albicans, Enterobacter
aerogenes, lﬂebslzlla pemunomaz, Eschenchia
coli, Stap

acmgmosa y Salmanella enteritidis

Ps

!

Suspension en SSF estéril (4.5 ml)

lgualar al tubo 0.5 del nefelémetr

Hacer dnlucnones declmales

. Las placas de medio a probar y tubos de
bioquimicas se colocan a temperatura
ambiente una hora antes de ser evaluadas

!

Dividir en cuadrantes las placas
petri que contienen el medio de
cultivo a evaluar

Se distribuyen 10 i '

Dejar difundir la suspensién en el
medlo (15 mmulos)

}

Inc.De 24-48 hrs a 35°C

- Estriar cada cuadrante para coadyuvar al

A

conteo de las colonias

I

Realizar el conteo de las colonias
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EQUIPO:

Medho e §ostenlidad

HOJA DE RESULTADOS.

FECHA:

N Deomea, Inhihicion de Respuesta

cultiva

ciadrante Crecmmento “lli(|ll“lll\'.l

AGAR
SANGRE
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Mudia de
cultivn
AGAR
VERDE
BRILLAN
TE

Istendulad Bahibac e de Rt
AYTI ETRNTTEN

cradr ity Crevimnento

Hivquon

AGAR
XLD

AGAR
SULFITO
BISMUTO

AGAR Mac
CONKEY

AGAR SALES
MANITOL

r Anexo No. 8 para checar resultados.
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Medio de el Foarondiiad Tbubicon e o spranests

N e e Crcononin [T

CASOY

AGAR
CETRIMI
DA

AGAR
TAYER-
MARTIN

AGAR
BIGGY

AGAR
MUELLER
HINTON
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Pt Do

Agar urea de Christensen

Agar citrato de Simmons

Sacarosa

Maltosa

Lactosa

Descarboxilasas lisina

Arginina (dihidrolasa)

Desoxirribonucleasa (DNAasa)

Indol (kovac)

Agar hierro de Kligler

Agar lisina-hierro

Agar triple azucar-hierro

Malonato

Motilidad (medio semisdlido)

Caldo o agar nitrato

Fenialalanina deaminasa

Voges Proskauer

Rojo de metilo
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Introduccidn:

La alta incidencia de diarrea en la poblacion en general junto con sus elevados indices de morbilidad entre
determinados grupos etarios (nifios y ancianos) hacen que este tipo de patologla constituya un motivo de
especial interés desde el punto de vista clinico como microbiolégico. (4,6)

El nimero de microorganismos implicados en cuadros entéricos se ha ampliado durante [os ultimos afios
debido, entre otros factores, al mejor conocimiento de la clasificacion taxonomica de los diferentes
agentes etioldgicos y al desarrollo de métodos cada vez mas sensibles. La aparicion de agentes
infecciosos poco comunes o casi desconocidos en nuestro entorno se ha visto favorecido por la mayor
frecuencia de viajes intercontinentales y el aumento de los movimientos migracionales. Finalmente, el
incremento de pacientes inmunodeprimidos (SIDA y tratamientos inmunosupresores) ha supuesto un

elemento de capital importancia en relacion con este grupo de enfermedades infecciosas.(1.3.5

Ante la sospecha de un cuadro de infeccion gastrointestinal debe hacerse una detallada historia clinica y
un correcto estudio microbiologico. Los antecedentes epidemiologicos (edad, viajes recientes, aparicion
esporadica o como parte de un brote, tipo de alimento sospechoso, periodo de incubacion) la existencia de
factores predisponentes (inmunosupresion), Isa presencia de signos y sintomas clinicos (fiebre, dolor
abdominal, manifestacion de nauceas y vomitos) y el tipo de diarrea (acuosa, mucosa o sanguinolenta)
pueden orientar acerca del microorganismo implicado. No obstante, el diagnostico definitivo clinicamente

se puede obtener medidnte pruebas de laboratorio. (1.2.4)

El uso reciente de antibioticos. la pérdida de peso en el tltimo tiempo, la presencia de una enfermedad
son informaciones valiosas para la realizacion de un coprocultivo.

Diversos agentes antiguos que producen nuevos sindromes y la disponibilidad de un amplio conjunto de
medios de cultivo hacen que el enfoque diagnostico de laboratorio de las enfermedades diarreicas resulte
un tanto confuso. La extremada especificidad de las reacciones antigeno-anticuerpo permite estudiar
diferencias entre cepas de una misma especie bacteriana, indistinguibles entre si por lo que respecta a

otros criterios fenotipicos.is)

o
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Coprocullivo UNAM

Se han caracterizado ampliamente tres clases de antigenos de superficie en las enterobacterias del grupo 1,
(los mismbros de este grupo son habitantes del tracto intestinal del hombre y otros vertebrados): los
antigenos O que representan la parte del polisacarido de los lipopolisacaridos de 1a capa externa de 1a pared
celular, los antigenos K, que son polisacaridos capsulares y los antigenos H, que son las proteinas
flagelares, Muchos de estos organismos poseen dos conjuntos de determinantes genéticos de diferentes
antigenos flagelares, susceptibies de alternarse en cuanto a la expresion fenotipica, fendmeno derivado
variacion de fase. En una determinada célula los flagelos son de un tipo antigénico, pero a medida que la
célula se multiplica, aparecen con cierta probabilidad, variantes del otro tipo posible. Los cultivos de estas
cepas bifasicas contienen por tanto, dos conjuntos de antigenos H especificos. En el género Salmonella el
analisis detallado de los antigenos O y H ha hecho posible establecer cientos de serotipos, estos analisis en
el caso de Escherichia y Shigella son mas limitados. El serotipo de una cepa patdgena de Salmonella es
un marcador que permite su reconocimiento { y posibilita por tanto, seguir su transmision), imposible de
realizar por otroscaracteres fenotipicos.()
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Toma_de muestra:

Las muestras fecales (3-5g del tamafio de una nuez) deben recogerse en envases limpios (no
necesariamente estériles), pueden cubrirse con una tapa bien ajustada. Debe evitarse la contaminacion

con orina.

Debido a que ciertas cepas de especies de Shigella son susceptibles a bajas temperaturas y a la
desecacion, los hisopados rectales pueden ser mas efectivos para la recuperacién de estas bacterias.

El hisopo rectal se introduce mis alla del esfinter rectal, evitando el contacto directo con materia fecal
en el recto. Estos hisopados deben inocularse de inmediato en medios de cultivo o colocarse en un
sistema de transporte adecuado para impedir el desecamiento.

Las muestras fecales deben examinarse y cultivarse lo antes posible después de la recoleccion.

A medida que la muestra fecal se enfria, la caida del pH rapidamente lega a ser suficiente para inhibir
el crecimiento de muchas especies de Shigella y algunas especies de Salmonella.

El examen microscopico directo de un frotis tefiido o emulsion fecal para evaluar la presencia de
leucocitos, sangre y moco, levaduras; puede ser valioso en el diagnéstico diferencial de ciertas
infecciones entéricas. Puede prepararse una emulsion de materia fecal en caldo de soya tripticaseina y
examinarse directamente con el microscopio en un montaje hamedo, o pueden prepararse frotis
fecales. Las heces deben diluirse en caldoo solucion fisiolégica antes de preparar un frotis.

Si se sospecha que va a haber una demora en el procesamicento o si la muestra va a enviarse a un
laboratorio alejado, debe usarse un conservador adecuado, pueden ser cantidades iguales de fosfato de
sodio o potasio 0.033 molar y glicerol para recuperar bacterias patdgenas, se aconseja la fijacién con
alcohol polivinilico, para frotis.

Los principales agentes etiologicos de problemas gastroentéricos son diferentes grupos de E. Coli
(ETEC, EPEC, EIEC, EHEC. EAEC), Salmonella, Shigella, Campylobacter, Staphylococcus, Vibrio
(esta bacteria se vera en una prictica por separado).




Coprocultivo

UNAM

OBJETIVOS DE UNIDAD

Que se aislen e identifiquen las bacterias que ocasionan infecciones en tracto digestivo, como por

medio de una buena obtencion de la muestra, aislamiento, tinciones, pruebas bioquimicas primarias y

secundarias, sensibilidad a los antimicrobianos, para conocer el agente causal de la enfermedad.

OBJETIVOS DE OPERACION

Que se obtenga una buena muestra de heces, como, (directa, con hisopo rectal, biopsia
histica) al inicio del cuadro clinico y sin haber sido tratado con antibidticos para obtener un
buen resultado en e! trabajo de la muestra.

Que se siembre la muestra, como, en medios de cultivo de Agar Mac Conkey, Xilosa-lisina-
desoxicolato, Salmonella-Shigella, Sulfito Bismuto, Verde Brillante, para observar o no un

crecimiento de la posible bacteria involucrada en el problema.

Que se utilicen caldos de enriquecimiento (tetrationato de sodio o selenito), como, inoculando
un_hisopo en el medio e incubindolo por una hora , posteriormente retirar el hisopo y
continuar la incubacién por un periodo de18-24 horas, y, resembrar en los medios de Sulfito

Bismuto y Verde Brillante, para observar la posible presencia del género Salmonelia.

Que se seleccionen las bacterias sospechosas (descartando flora normal) come sembrando en

los medios de SIM y KIA , para posteriormente realizar pruebas bioquimicas primarias y
secundarias para identificar el género y la especie.

Que se lleven a cabo pruebas especiales (serologia), como, con la ayuda de antigenos

especificos para corroborar la presencia de serotipos especificos de Salmonella, Shigella,
Iischerichia,
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Medios de cultivo en caja.

Apgar Mac Conkey

Agar Xilosa-lisina-desoxicolato
Agar Salmonella Shiguella
Agar sulfito bismuto

Agar verde brillante

Apgar soya tripticaseina
DNAasa

Maedios de cultivo en tubo.

MATERIAL

No. cajas x eq.
2

—_ N N = NN

No. tub. x eq.
Caldo tetrationato 1
Caldo selenito 1

Oxido-fermentacion de glucosal
Urea

Citrato

Caldo nutritivo
Malonaio_s
SIM

TSI o KIA

Rojo de metilo

BN NN

Vogues proskauer
Nitratos

Arginina, lisina,. Omitina

NN NN NN

Fenilalanina



Coprocultivo
Equipo

UNAM

Estufa

Carbohidratos al 1% en medio base rojo de fenol: inositol, sorbitol, adonitol, rafinosa, celobiosa,
arabinosa, ramnosa, salicina, xilosa, maltosa, manosa, manitol, galactosa, lactosa, trealosa, ( Dos tubos

Microscopio estereoscopico

por equipo y 10 tubos por grupo de cada uno) .
Reactivos: Otros
Aceite mineral estéril Asa bacteriolégica
Aceite de inmersion Cubre objetos Baiio maria
Apgua destilada estéril Porta objetos Microscopio optico
Rojo de fenol Cubre boca
Reactivo de Ehrlich o Kovac’s Plastilina
Rojo de metilo Mecheros
Pinzas de diseccion
Palillos estériles
Papel filtro estéril

Alfa naftol 5%
Hidroxido de potasio 40%

Azul de metileno
Peroxido de hidrogeno 30%

Cristal violeta
Lugol
Safranina
Alcohol acetona
N-N-N-N- tetrametilparafenilendiamina

Acido clorhidrico diluido

Cloruro ferrico
Alfa naftilamina

ACIdO sulfanitico

Stero para grupos de E. coli, Salmonella, Shigella
Solucién salina fisiologica al 85%, tubos con 1 ml.
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TECNICA

Sembrado: Colocar una impronta de la muestra en cada una de las placas a utilizar y posteriormente

estriar diluyendo con el asa, incubar 24 hrs/37°C.

Interpretacidn: Seleccionar colonias: De acuerdo a sus caracteristicas de crecimiento en los medios:

Medio de cabing Cambios coel medin Forespretacim
AXLD Col. Blancas,cambia ¢l medio a Xil(+) Lis(-)
Amarillo.
Col. Blancas(cambia el medio a amarillo) y | Xil (+) (Lis (+)
después se tornan
Rojas(cambio del medio a rosa).

AVB Colonias amarilias Lac (+)
Colonias rojas Lac (-)
ASS Género Salmonella
Col. Blancas con punto negro en
El centro
Col. Bla ncas Género Shigella
ASB Col. Negras con brillo metélico
Sal, la thypi
Col. Negras sin brillo metalico
Sal, lla entenitidis
Col. verdes Sal; fla spp.
Amc Col. Rosas (mediose toima rojo) Lac (+)
Col. Blancas (medio amarillo) Lac (-)

Serologfa: Colocar una gota de suero para (Shigella, Salmonella o E. coli), sobre un porta obejtos.
Tomar una asada de la colonia a probar y homogenizar. Observar la presencia de grumos

(aglutinacion) y dar como resultado (+).

Pruebas_bioquimicas a_partir de KIA: Secorren las siguientes: Gram, catalasa, oxidasa,

motilidad O/F, MR-VP, indol, arginina, lisina, omnitina, , nitratos, carbohidratos.



Coprocultivo

DIAGRAMA DE TRABAJO

/ Muestra de heces

Sembrar por dilucién en:

« directo’

i,,‘ L

Correr pruebas bioquimicas secundarias a
. partir de KIA para identificar la especie.

Inc. 24 hrs. / 37°C
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HOJA DE RESULTADOS

COPROCULTIVO.

EQUIPO.

ECHA:

M.O. PROB. 2

PRUEBAS REALIZADAS IM.O. PROB. 1
INDOL

ROJO DE METILO

VOGUES PROSKAUER

CITRATOS

AC.-SULFHIDRICO

UREA

FENILALANINA

LISINA

ARGININA

ORNITINA

MOTILIDAD

MALONATOS

OXIDO/FERMENTACION

LACTOSA

MANITOL

SALICINA

NITRATOS

ADONITOL

INOSITOL

—

SORBITOL

ARABINOSA

RAFINOSA

RAMNOSA

MALTOSA

XILOSA

TREALOSA

CELOBIOSA

DNAasa

NITRATOS

OXIDASA

MANOSA

CATALASA

GALACTOSA

M.o. identificado:
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Vibrio Cholerae UNAM

DIAGNOSTICO DE Vibrio cholerae.

Introduccidn:

Las especies de Vibrio tienen importancia histérica y contemporidnea. Vibrio cholerae 0:1 agente
etiolégico del colera asidtico en humanos, produce una enfermedad diarréica potencialmente grave.
El microorganismo fue descrito y designado con un nombre por primera vez, por Pacini en 1854, 32
aflos mas tarde, Koch lo aislé y lo denominé Kommabacillus debido al caracteristico aspecto curvo o

con forma de coma de las células bacterianas "

Al comentar el enfoque de laboratorio del aislamiento de Vibrie de muestras clinicas, Farmer y

colaboradores sugieren 4 enfoques siguientes:

1. Usar procedimientos standares y no hacer esfuerzos especificos en la busqueda de especies de
Vibrio.

L2 Erﬁplear procedimientos y medios de cultivo adecuados y buscar colonias oxidasa-positivas.

1n66rporar agar.-tiosulfato-citrato-sales biliares-sacarosa (TCBS) como una placa extra para

“ cultivo de materia fecal.

4. Utilizar otros procedimientos especiales para aumentar ¢l aislamiento de Vibrio cholerae,

Vibrio parahemolyticus_y otras especies de vibrio?*9

Microscopicamente, se observan bacilos Gram (-) rectos o curvos. El aspecto de las células puede
verse mejor durante la fase estacionaria temprana de cultivos en caldo, durante la fase exponencial o
log, se mezclan formas cocoides redondeadas y rectas. Si es posible determinar un diagnostico
presuntivo de colera al descubrir gran nimero de bacilos curvos con tincion de Gram directa de
muestras fecales, es necesaria la recuperacion del microorganismo en cultivo para efectuar una

identificacion definitiva, por pruebas que detectan a Vibrio cholerae 01(El Tor, Clasico).'+57
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Vibrio cholerac UNAM

Toma de muestra:

Las muestras deben tomarse lo antes posible durante el curso de la enfermedad.
En los periodos diarréicos agudos, pueden recogerse muestras del recto con una sonda de goma blanda
o un hisopo, o de una pequefia porcién de las heces liquidas. Es posible que el cultivo de material de

vomitos también revele microorganismos, en particular en los estadios tempranos de la enfermedad.

Las muestras deben transportarse en envases cerrados para conservar la humedad y colocarse en
medios de cultivo lo antes posible. Las especies de Vibrio en general son bastante sensibles a la
desecacion, exposicion a la luz solar, y cambios extremos de pH. También son inhibidos con facilidad
por Ia flora normal de intestino o microorganismos contaminantes. Si no es posible hacer cultivos de
inmediato las especies de vibrio pueden permanecer viables en el medio de transporte semisélido de
Cary-Blair durante un lapso prolongado (3 horas).

Debe evitarse el empleo de medio de transporte con solucién salina y glicerol amortiguado. Si no se
dispone de un medio de transporte puede emplearse una pequeiia tira de papel secante grueso en la

muestra fecal, colocarse en una bolsa de plastico sellado y enviarse al laboratorio mas cercano.

Los caldos de enriquecimiento con agua peptonada pH= 9 deben subcultivarse en agar TCBS para una
mayor evaluacion de colonias que crecen mds de 24-48 horas después de incubacion.
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OBJETIVO DE UNIDAD
Que se realice un buen analisis de la muestra (heces, vémito, agua) e investigaciéon del

microorganismo problema, como, por medio de la utilizacion de medios de cultivo selectivos y

pruebas especificas, para identificar el agente causal del célera humano.

OBJETIVOS DE OPERACION

1. Que se haga un buen manejo de la muestra proporcionada, como, tomando las medidas pertinentes

. (utlllzacn’m de guantes, cubre boca, no flamear el asa, utilizar hipoclorito de sodio para desinfectar el

asa) evntando una contaminacion, para llegar a un buen diagnostico.

: Que se recupere la bacteria, como, sembrando en medio de enriquecimiento (agua peptonada pH=

7 9) y resembrar después de 6 horas de incubacién en medio TCBS Y BAB para posteriormente

identificar el género y la especie.

3. Que se identifique la especie bacteriana, como, con pruebas bioquimicas secundarias y especiales

para obtener el género y la especie.

4, Que se determine el sero_tipo 01, el biotipo y los serotipos (Ogawa, Inaba e Hikojima), como, con los

sueros polivalentes y monovalentes, para tener el serotipo especifico y responsable del problema.
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Medios de cultivo en cajas

Agar (TCBS)
Agar soya tripticaseina

Medios de cultivo en tubo
SIM

Rojo de metilo

Vogues Proskauer

Lisina , arginina, omitina
Citratos

CST con triptofano

Agua peptonada pH=9

Material bioldgico

MATERIAL.

No. cajas x eq.

2
1

Muestras de heces o vomito del paciente con sospecha de célera.
Cepa de Vibrio cholerae serotipo ELTOR y Clisico

Sangre de camero para realizar las suspenciones de glébulos rojos al 10% y1%

Reactivos.

Aceite mineral estéril

Aceite de inmersion

Apua destilada estéril

Reactivo de Ehrlich o kovac’s
Solucion salina fisiologica 0.85%
Desoxicolato de sodio

Polimixina B

40 ml,

Antisueros para serologia (polivalente y monovalente = Inaba, Ogawa).
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Rojo de metilo

“ Alfa naftol 5%
KOH
Acido sulfanilico
N-N-N-N-tetrametil-para-fenilendiamina
Perdxido de hidrégeno 30%
Cristal violeta
Safranina
Lugol
Alcohol acetona
Hipoclorito de sodio

Ortros.
Asa bacteriologica
Cubre objetos
Porta objetos
Cubre bocas
Guantes
- Plastilina
Mecheros
. Pinzas de diseccion
- Palillos estériles
Papel filtro estéril
10 pipetas de 1 ml estériles
10 pipetas de 5 ml. Estériles
10 vidrios de reloj

Papel estéri

Equipo

Estufa

Bailo Maria

Autoclave

Microscopio éptico
Microscopio estereoscopico
Centrifuga

Balanza
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TECNICA.
Hemaglutinacidn:
Se pueden emplear glébulos rojos de pollo o de camero, los aculaes se lavan 3 veces con PBS y la
ultima vez con SSF. Se llevan a una concentracion final de 2.5%.
1. Un portacbjetos limpio y desengrasado se divide en secciones con un marcador de tinta
indeleble.
2. En cada seccién se agrega una gota de los eritrocitos al 2.5%.
3. Seadiciona una gota de una suspension de un cultivo joven hecho en solucion salina de lacepaa
probar debajo de la gota de gldbulos rojos, mezclar homogéneamente con el asa.
4. La aglutinacién de los globulos rojos ocurre dentro de los primeros 30 segundos y en no mas de
un minuto en los casos positivos.
Hemaglutinacion (+): Formacion de grumos = Vibrio cholerae eltor
Hemaglutinacién (-): No formacién de grumos = Vibrio cholerae clasic

Hemodlisis: en Tubo:
1. Sembrar la cepa en un tubo de 16 x 150 conteniendo 10 ml., de CN.
2. Incubar por 24 hrs /37°C. Tomar 0.5 ml., de este crecimiento y pasarlo a un tubo que contengn v
0.5 ml., de glébulos rojos de carnero al 1% previamente lavados tres veces. :
3. Mezclar suavemente e incubar a 37°C por 2 horas y continuar con la incubacién a 4°C toda la
noche. o
4. Al dia siguiente buscar la hemolisis sin agitar los tubos.
Hemélisis (+):No formacioén de botén = Vibrio cholerae cltor.

Hemolisis (- ): Formacidn de un botén = Vibrio cholerae clisico.

Seunsibilidad a la polimixina B:
Se utiliza la técnica de Kirby-Bauer para probar la susceptibilidad de los aislamientos de Vibrio
cholerae.
1. A partir de un cultivo en medio TSI, se siembra un tubo de CN, se incuba de 2 a 4 horas a 37°C,
hasta igualar la turbidez del tubo 0.5 del nefelometro de Mac Farland.
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2. ' Con hisopo se siembra toda la superficie de polimixina B de 50 unidades.una placa de gelosa
de Mueller-Hinton. Se coloca el disco
3. Incubar 18-24hrs/37°C,

4. Interpretar como sensibles las cepas que tengan halos de inhibicion de cualquier didmetro.

Prueba del hilo mucoso:

Esta prueba se lleva a cabo en un portaobjetos, suspendiendo un inéculo de un cultivo de 18-24 horas
en una gota de suspension acuosa de desoxicolato de sodio 0.5%.

Cuando la reaccién es positiva, como en el caso de los vibrios, la suspensién pierde inmediatamente
su turbidez y adquiere una consistencia mucoide formandose un hilo mucoso que se observa al
levantar y alejar el asa lentamente de la suspension. Algunas cepas de Aeromonas pueden dar una

reaccion leve Retardada En unos 60 segundos

TS CON
FALLA i ORIGEN

Pruebas bioquimicas: Se corren las siguientes pruebas: Gram, catalasa, oxidasa, motilidad, O/F,

KIA, MR-VP, indol, arginina, lisina, ornitina, sacarosa, manitol, nitrato.

Serologfa: Colocar una gota del suero a probar, y posteriormete colocar una asada de la muestra.

Observar aglutinacién.
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DIAGRAMA DE TRABAJO

Materia fecal o hisopo rectal
(Cary-Blair)

v

Cultivo directo en medio TCBS

Preenriquecimiento - —

l Colonias amarillas j

o

v

Realizar suspension bacteriana
igual al tubo 0.5 dl nefelometro de
Mac Farland y sembrar en AMH

!

1

" Correr pruebas’
- bioquimicas’

Colocar discos de polimixina B

— - Hacer prueba de Prucba de TSI 0 KIA
Hacer pruebade”” | .| * hemalisis con L ‘
aglutinaciéncon 1. || " 0.5 'ml de G:R: : v
gota de G:R: :ie i .’ decameroal .| . ] p—— ——— -
camero al 2.5%. L 1% Realizar aglutinacion con quier halo de est
suero nolival ol.

v

| (+) V. Cholerae 01 I

(-) V. Cholerae no 01 i Aglutinacion con antisueros 71
especificos Ogawa e Inaba

romra
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HOJA DE RESULTADOS
EQUIPO: FECHA:

PRUEBAS REALIZADAS
Tincién de Gram

Catalasa

Oxidasa

Motilidad

Oxido — fermentacion

KIA

Rojo de metilo

Voges Proskauer

Indol
Arginina
Lisina
Ornitina
Sacarosa
Manitol
Nitratos

Hemélisis G.R. 1% Aglutinacién JPolimixina B
BIOTIPO G.R. 2.5% 50 U.L
El Tor

Clasico

SEROGRUPO JSuero polivalente Suero lente Inaba  §Suero monovalente

Ogawa

Inaba

Ogawa

*Buscar resultados en tablas
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UROCULTIVO
Introduccion:

El aparato urinario se divide por su disposicion en vias urinarias en region alta (rifiones, pelvis renales
y uréteres) y bajas (vejiga y uretra). Las infecciones urinarias altas mas comunes son ascendentes, es
decir, se originan en la vejiga y ascienden a través de los uréteres hacia los rifiones. Normalmente las
valvulas vesicouretrales impiden el reflujo de orina desde la vejiga hacia los uréteres

La infeccion de las vias urinarias es una causa importante de consulta pediatrica y una entidad que
genera controversias entre las diferentes especialidades clinicas que confrontan a pacientes con ésta
enfermedad. La prevalencia varia de acuerdo a diferentes areas geograficas. Pero se aceptaquedela
3% de nifias y de 0.5 a 1% de varones presentaran por lo menos un episodio de infeccion urinaria
durante la edad pediatrica. Estas cifras son ain mayores en centros hospitalarios de referencia, pero no

reflejan la verdadera incidencia a nivel de la poblacion general

Las personas con anomalias urogenitales, sobredistencion de la vejiga por obstruccién del eflujo o mal
funcionamiento neurogénico y las mujeres con sobredistensién del dtero durante el embarazo son
particularmente susceptibles a infecciones urinarias ascendentes. Las infecciones de Ia pelvis renal
(pielitis) y la pielonefritis crénica son las complicaciones mas comunes ( en cuyo caso los sintomas se
presentan como dolor lumbar o abdominal localizado en los cuadrantes superiores, el cual
generalmente se acompaiia de sintomas de malestar general y fiebre.

No obstante, clinicamente es dificil o imposible determinar el sitio preciso de la infeccion®#7?"

El origen de contagio de la infeccion en el parénquima renal puede ser por via ascendente, cuando la
infeccion se origina en la uretra o en 1a vejiga, o por via hematogena o linfatica, cuando la infeccion se
origina en focos distantes o por sepsis. Cuando la infeccion se origina por via ascendente los sintomas
son de vias urinarias bajas como: dolor o ardor para orinar (disuria), frecuencia urinaria (polaquiuria) y

sensacion de vejiga Ilena (tenesma vesical), (-9
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Muchas infecciones urinarias bajas en el hombre comprometen la vejiga y en algunos casos se
diseminan hacia la préstata y la uretra. La miccioén frecuente y dolorosa de pequeifias cantidades de
orina turbia, asi como una sensacion de pesadez o dolor suprapibico, son las manifestaciones clinicas
usuales,

Las manifestaciones clinicas cardinales de las infecciones urinarias altas son fiebre (a menudo con
escalofrios) y dolor en la zona renal. La frecuencia, urgencia y disuria son mds sugestivas de
infecciones de la vejiga y uretra. Sin embargo algunos pacientes con pielonefTitis y otras infecciones
urinarias altas primero presentan sintomas mas compatibles con infecciones urinarias bajas.

Los gerontes pueden sufrir infecciones urinarias asintomaticas que se reconocen solo porque la orina
puede parecer turbia o porque se observan neutréfilos segmentados y altas concentraciones de

bacterias en examenes microscopicos*"?

Excepto por la mucosa uretral, que permite el crecimiento de una microflora, las vias urinarias
normales habituales estdn desprovistas de bacterias., dado que la uretra masculina y el area periuretral
femenina alojan microorganismos, la orina puede contaminarse ficilmente con bacterias de la vagina o

el perineo™®

La infeccidon de vias urinarias se def' ne_como la invasién bacteriana de tejidos que conforman las
estructuras urinarias a cualquier nlvel La presencna de bacterias en orina se denomina bacteriuria y su
deteccion es a través del urocumvo' :

La presencia de vleucqc:td enel’ dimento urinario, también llamada piuria, aunque sugerente, no

suplanta a la bacteriuria para de

inar la existencia de la infeccion urinaria. Lo mismo sucede con la
observacion de bacterias en el sedimento urinario.

'Los culuvos de orina con'recuentos semicuantitativos de colonias continiian siendo la base para el

» recomlenda reallmr y determmar la sensibilidad a antibioticos @™
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Alrededor de 900,000 casos anuales son de origen nosocomial. Probablemente el 90% de estos son
asociados con catéteres urinarios. Mas de la mitad de infecciones nosocomiales del tracto urinario son
causadas por E. coli. También son comunes las infecciones por Proteus sp, Klebsiella sp, Enterococcus
sp, Staphylococcus aureus, Staphylococcus saprophyticas.

Generalmente las IVU son ocasionadas por una sola bacteria, existen pocos casos en donde se
involucran mas de una bacteria. ‘%%

Toma de muestra:

Las muestras de orina generalmente se obtienen por medio de la técnica de recoleccion limpia. La
obtencion de orina de mujeres por medio de ésta técnica requiere una supervision personal para mejores
resultados. Primero se limpia el drea periuretral y el perineo con 2 6 3 compresas de gasa saturadas con
agua y jabon, usando un movimiento de adelante hacia atras, y luego se enjuaga con solucion fisiologica
o apua, ambas estériles. Los labios mayores deben mantenerse separados durante la miccién y dejar
salir, sin recoger, los primeros mililitros de orina para disminuir la contaminacion por bacterias de la
uretra. Luego se recoge la parte media del chorro de orina en un envase estéril de boca ancha, que puede
cerrarse con una tapa bien ajustada. En hombres, habituaimente el agua jabonosa no es necesaria; por lo
general, la simple limpieza del meato urinario inmediatamente antes de la miccion y la recoleccion de la
parte media del chorro son suficientes.

Pueden usarse otras 2 técnicas en casos especiales: sondeo y aspiracion suprapubica.

La aspiracion suprapibica (la cual es tomada por el médico) se reserva casi exclusivamente para
neonatos y nifios pequefios o en ocasiones, para adultos en quienes se sospecha una infeccion urinaria,
pero cuya muestra de orina recolectada con la técnica limpia no ha permitido establecer un diagnéstico,
si empleamos la bolsa estéril disponibles en el mercado.
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FIGURA No. 3.

TOMA DE MUESTRA DE VIAS URINARIAS PARA UROCULTIVO. TECNICA LIMPIA

Fig. 3.- Recoleccidn de orina con técnica limpia de la parte media del chorro {A)
Se separan los labios mayores con los dedos y se limpia la zona con una
compresa de gasa 4x4 satwada con jabén verde. La paite media del
chorro de orina se recoge en un envase estéii ().

ARy I 79
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FIGURA No.4

TOMA DE MUESTRA DE VIAS URINARIAS PARA UROCULTIVO
ASPIRACION SUPRAPUBICA

— qreis CON
'  BALLA o5 ORJN

Toma de muestra de orina para cultivo. Aspiracion  Vesical suprapiibica, Se

dirige una aguja perpendicularmente hacia la vejiga, justo por encima de Ia

sinfisis pelviana. La orina puede extraerse con una jeringa.
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OBJETIVOS DE UNIDAD

Que se aislen e identifiquen las bacterias que ocasionan infecciones en v urinario, como, por medio

de una buena obtencion de la muestra, aislamiento, pruebas bioquimicas primarias y secundarias, asi

como sensibilidad a los antimicrobianos, para conocer el agente causal de la enfermedad y sugerir un

tratamiento.

OBJETIVOS DE OPERACION

Que se obtenga una buena muestra de orina, como, por (recoleccion limpia, sondeo o
aspiracion suprapibica) al inicio del cuadro clinico y sin haber sido tratado con antibidticos,
para obtener un buen resultado.

Que se realice una cuenta viable, y se determine la cantidad de bacterias por ml., como,
sembrando una gota de orina( con asa calibrada 0.01 6 0.001 ml) en las cajas de medio (AS,
Mc, SM, Biggy) en forma masiva e incubando a 37°C/24 hrs., para llevar a cabo el conteo
de UFC en cadé placa.

Que se alslen las bacterias sospechosas (descartando flora normal) ¢ identificar el género y

la especle bactenana como, por medio de pruebas bioquimicas primarias y secundarias,

(LOA, urea, IMVIC, CHOs) para dar un resultado en género y especie.

Que se realice prueba de sensibilidad a os antimicrobianos a la bacteria identificada, como,

por la técnica de Kirby Bauer o MIC, para sugerir un tratamiento.
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MATERIAL

Medios de cultivo en caja
Por equipo
Agar sangre 1
Agar Mac Conkey 1
Agar sales manitol 1
Agar Biggy o SDA 1
Agar Muller Hinton 1

Medios de cultivo en tubo

Por equipo

Medio malonatos
Medio O/F
Medio urea Christensen
Caldo nutritivo
Citratos

sIM

Nitratos

l,iﬁv‘d de metilo

g N

Vogues Proskauer
KIA o TSI 1

Lisina, ornitina, arginina 1c/u

De las siguientes pruebas se utilizan 10 tubos por grupo y un tubo por equipo de cada uno en medio
rojo de fenol al 1%: gelatina, maltosa, xilosa, salicina, esculina, fenilalanina, sorbiol,manitol, inositol,
adonitol, rafinosa, arabinosa, ramnosa lactosa.
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Reactivos

Aceite mineral estéril

Aceite de inmersién

Apua destilada estéril

Tubos de dilucidn con 4.5 ml de solucidn salina fisiolégica
Reactivo de Erlich o Kovac’s
Rojo de metilo
N-N-tetrametilparafenilendiamina
Peroxido de hidrogeno 30%
Cristal violeta

Lugol

Alcohol acetona

Safranina

Alfa naftol 5%

Hidroxido de potasio 40%

Otros.

Para G(+)

Discos de cefalotina

Discos de eritromicina

:Discos de amikacina -

i DlSCOS de sulfametoxa.zol-tnmetoprlm
Dlscos de Amoxmxlma-Ac Cla\ulémco

' Discos de amplcllma

Para G(-)
Discos de gentamlcma
g 'DISCOS de ceﬁuldlma e

: DISCOS de mtrofurantoina
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Discos de ac. Nalidixico

Discos de cefotaxima

Discos de sulfametoxazol-trimetoprim
Discos de Amikacina

Discos de Ciprofloxacina

Asa bacterioldgica

Hisopos estériles

Porta objetos

Cubre objetos

Mecheros

Pinzas de diseccion

Palillos estériles

Papel filtro estéril

Papel estéril (absorbente)

Pipetas de 1 ml. estériles

Pipetas de 5 ml. estériles

Tubo 0.5 del nefelometro de Mac Farland.

Equipo Material bioldgico
Estufa angre de carnero 5%
Bafio maria Suero descomplementado
Microscopio éptico Plasma

Microscopio estereoscopico
Balanza
Centrifuga

Tubos de ensaye estériles
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TECNICA
Frotis directo:
Centrifugar 3 ml., de orina y con el sedimento hacer un frotis y teilir con Gram.

Gota suspendida: Con la orina original se realiza gota suspendida y se observa al microscopio para ver

la carga bacteriana y determinar si se realizan diluciones.

Sembrado:
Con asa calibrada colocar 0.01 6 0.001 ml., en el centro de cada una de las placas (AS, AMc, ASM,

Abi) y sembrar en forma radial o en 3 direcciones ( en toda la superficie de los medios).

Diluciones:

A partir de la orina concentrada realizar diluciones decimales en SSF estéril (4.5 6 9 ml), dependiendo
de la carga bacteriana que se observe en la gota suspendida y en el frotis directo las difucines pueden ir
desde 10° hasta 10

REALIZACION DE DILUCIONES

OO

: ‘Qbos_&ani.s‘ ml., de SSF a® -
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Cuenta viable:

Realizar conteo colonial en las cajas y hacer el calculo para determinar las
UFC/ml.

C uenta colonial Interpretacion

0 — 30 colonias No se consideran .
| 30-300 colonias Considerables |
I Mas de 300 colonias Incontables. I

CALCULO PARA UFC/ML.

# Colonias . = UFC/ml. Siembra directa.
Vol. Asa

# Colonias = UFC/ml. Dilucién.
(Vol. Asa XFactor de dilucion)

EJEMPLO:
# Colonias = 100
Vol. Asa = 0.01 100 = 10000 UFC/ ml. Directa
Dilucion = 10% 0.01
100 = 1000000 Dilucion.

(0.01) (v.001)

10,000 - 50,000

Sospechoso de infeccion.
| 1000000 Bacteriuria
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DIAGRAMA DE TRABAJO

Muestra de orina

v

YYyvvy

Observacion de:

Turbidez

Proteinas
Color
PH

Presencia de -
nitritos

!

- | Frotis directo

‘Realizar diluciones si es -
necesario ;" "

Utilizando asa calibrada y sembrando -
con técnica radial o en 3 direcciones.

v

- Cuenta viable

R

Pruebas bioquimicas

Identificacion” por | medio de

primarias y secundarias,

Ic. 24-48 hrs/37°C
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EQUIPO

HOJA. DE RESULTADOS

FECHA.

PRUEBAS REALIZADY]

M.O. PROB. 1

M.O. PROB. 2

Indol

Rojo de metilo

Voges Proskauer

Citratos

TSI 6 KIA

Ac. Sulfhidrico

Urea

@-alanina

Lisina

Arginina

Ornitina

Motilidad

Gelatina

Malonatos

Oxido/fermentacion

Lactosa

Manitol

Salicina

Adonitol

Inositol

Sorbitol

Arabinosa

Rafinosa

Ramnosa

Maltosa

Xilosa

Esculina

Nitratos

Oxidasa

Catalasa

Gram

Coagulasa

Ufce/mi.
M.o. identificado:
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HOJA DE RESULTADOS
ANTIBIOGRAMA

SENSIDISCO

S (SENSIBLE)

R (RESISTENTE)

1 (INTERMEDIO)

Cefalotina

Amikacina

Gentamicina

Acido nalidixico

Sulfametoxazol —trimetoprim

Nitrofurantoina

Ceftazidima

Clindamicina

Ampicilina

Cefotaxima

Amoxicilina-ac. clavulinico
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SISTEMAS AUTOMATIZADOS. API 20-E

Introduccién:

El concepto de combinar una seric de medios o sustratos diferenciales en un solo envase,
seleccionados para ayudar a identificar miembros de un grupo de bacterias, es un buen logro. De
hecho, la disponibilidad de sistemas de caracterizaciéon en equipos evolucion6 naturalmente, casi
como una necesidad practica. Los m.o., que hoy se sabe que causan enfermedades infecciosas no sélo
son muchos, sino que a menudo son exigentes y requieren una amplia bateria de pruebas bioquimicas
para su estudio,

La microbiologifa clinica, se ha visto beneficiada tardiamente de los avances tecnolégicos que han
tenido una influencia tan positiva en otras dreas de la medicina en cuanto a experimentacion en el
laboratorio. No habria sido inusual entrar en un laboratorio de bacteriologia clinica a fines de la década
de 1960 para comprobar el poco cambio que ha habido en cuanto a deteccidn e identificacion en los
casi 80 afios desde la utilizacion original del agar por Koch. En la transicién de las metodologias
cldsicas a las contemporaneas llevadas a cabo para la identificacién de especies patdgenas, el punto de
referencia se ha desplazado desde las técnicas en maltiples etapas hasta las unitarias con énfasis en la

estandarizacion, velocidad, miniaturizacién mecanizacion y automatizacion®-

La comercializacion de numerosos sistemas rapidos y mecanizados/automatizados para la deteccion
microbiana ha aumentado la capacidad del laboratorio de microbiologia clinica de proveer resultados
rapidos y exactos. Ademds, podrian reducir los costos de laboratorio y el tiempo durante el cual un
paciente permanece internado.

Existe una tendencia en las evaluaciones efectuadas por el laboratorio acerca de los sistemas de
identificacién comercial. Los primeros esfuerzos compararon el porcentaje de coincidencia de
reacciones bioquimicas individuales frente a uno “estandar”. Investigaciones posteriores, conscientes
de que la estadistica de coincidencia varia con la composicién de los medios, compararon sélo
resultados finales. La inconveniencia y el gasto de preparar una bateria de medios especialmente

formulados, como lo s usados por los institutos de referencia, por ejemplo los Centros de Control de
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Enfermedades, han conducido a muchos conocedores del tema a comparar ahora la exactitud de un
método con la de otro.

Estad mas alla de la capacidad de muchos laboratorios mantener la diversidad de medios convencionales
necesarios. Estos kits instrumentales compactos (que requieren poco espacio para su almacenamiento),
con reacciones quimicas facilmente visibles, larga vida util y control de calidad estandarizado provisto
por los fabricantes resultan muy convenientes para los laboratorios de microbiologia. ¢'*?

Son especialmente utiles en lugares en donde el drea de trabajo es pequefia, y puede no contarse con el
tiempo o la experiencia técnica requeridos para llevar a cabo muchas de estas identificaciones y ademas
el control de calidad es mas dificil de mantener.

Los sistemas se dividen en tres categorias principales: 1) Bioquimicos manuales para identificacion
microbiana, 2) Mecanizados/automatizado y 3) Inmunolégicos.
En la actualidad, en muchos laboratorios clinicos es casi una practica estandar usar uno o mas sistemas

instrumentales para la identificacion de ciertos géneros y especies .'?

Las técnicas para los distintas pruebas tales como: bacterias, hongos y pruebas para susceptibilidad
microbiana son también importantes y se realizan por éste método.

Pueden obtenerse tarjetas para la determinacion de G(-) fermentadores y no fermentadores, levaduras,
estafilococos y estreptococos, algunos de los cuales requieren un periodo de incubacion mas
prolongado.
Estos sistemas instrumentales han hallado una amplia aceptacion en los laboratorios clinicos por los
siguientes motivos:

1. Varios poseen una larga vida util 6-12 meses con lo cual se minimiza el problema de caducidad.

Requieren solo un minimo de espacio para almacenamiento e incubacion.

2

3. Algunos son tanto o mas ficiles de usar que los métodos convencionales.

4. La inoculacig’m es éimple.

5 Itgslirégcrc::iopi:é_ep' general son claras en 24 horas y la disponibilidad de archives computarizados
" hace _qu‘e" yla‘ idehtiﬁcacién final resuite sencilla y exacta®**
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OBRBJETIVOS DE UNIDAD

Que se lleve a cabo el diagnéstico ripido de una enterobacteria problema aislada, como, por medio de la
utilizaciéon del sistema API 20E, para la identificacion de la bacteria y poder compararlo con un sitema
macro (bioquimicas en tubos de ensaye) y ver como se puede optimizar el material, trabajo y espacio en

el laboratorio.

OBJETIVOS DE OPERACION

Que se mantenga una enterobacteria (identificada por sistema macro tubos de bioquimicas primarias y
secundarias) obtenida en la prictica de coprocultivo y urocultivo y llevar a cabo el corrimiento del
sistema API 20E como, resembrandola en medio nutritivo, para posteriormente identificarla por medio
del sistema API 20E.
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MATERIAL.

Medios de cultivo en caja
Por equipo
AST 1

Pruebas biogquimicas (Kit API 20F ) 1

ONPG, citratos, dcido sulfhidrico, triptofano deaminas (TDA), gelatina, glucosa, manitol, inositol,
sorbitol, ramnosa, sacarosa, melobiosa, amigdalina, arabinosa, indol, VP, oxidasa, nitratos, movilidad
(MOB), crecimiento en medio Mc, OF.

Las siguientes pruebas del sistema requieren la adicion de aceite mineral estéril.

Arginina

Lisina

Ornitina

ureasa

Reactivos:

Aceite mineral estéril

Agua destilada estéril

Cloruro férrico 10%

Reactivo de Ehrlich o Kovac’s
Alfa naftol 5%

Hidroxido de potasio 40%
N-N-tetrametilparafenilendiamina
Cristal violeta

Acido sulfanilico

Alfa- naftilamina

Zinc en polvo

Lugol

Alcohol acetona

Safranina

SSF esteéril
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\ TECNICA

Preparacidn del sistema:
» Preparar una camara de incubacién con su tapa correspondiente y repartir 5 ml., de agua destilada
o desmineralizada en los alveolos para proporcionar una atmésfera hiimeda.
Anotar la referencia de la cepa en la lengueta lateral.
Sacar el sistema de su empaque.

Colocar todo el sistema en la camara de incubacién.

vV Vv Vv YV

Paralelamente, realizar la prueba de oxidasa tomando una colonia idéntica a la que sera estudiada:
= Colocar un trozo de papel filtro sobre un portaobjetos, y humedecerio con agua.
» Colocar la muestra y afiadir una gota de reactivo para oxidasa.
= Si la reaccion es positiva aparecera en 1 6 2 minutos una coloracion purpura.
= El resultado de esta reaccion deberd ser anotado ya que constituye la prueba No. 21 de
la identificacion.

Preparacion del indculo:
> Abrir un tubo con 5 mi de SSF estéril

> Colocar una colonia de la placa de aislamiento

> Realizar una suspension bacteriana homogeneizando cuidadosamente las bacterias en el medio.

\4

Igualar al tubo 0.5 del nefeldometro de Mac Farland.

Inoculacidn del sistema:
% Llenar tubos y cupulas de las pruebas de Citratos, VP y gelatina con la suspensién bacteriana.
% Llenar los tubos pero no las ctpulas de las demds pruebas.
%> Llenar la capula de las pruebas de arginina (ADH), lisina (LDC), omitina (ODC), H,S, urea
(URE) con aceite mineral estéril para obtener anaerobiosis.
Cerrar la cdmara de incubacién.
> Incubalf a37°C/1 8-24 hrs,

\Y
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Lectura del sistema:
> Después de 18-24 horas a 37°C leer el sistema con la ayuda de la tabla de lectura.
> Anotar en la hoja de resultados las reacciones espontaneas.
> Si la glucosa es positiva y/o 3 o mas pruebas son positivas, efectuar el revelado de las pruebas
que requieran reactivos.
s Prueba de TDA: Afiadir una gota de reactivo TDA. Un color marrén oscuro indica una
reaccion positiva. Anotar los resultados.
= Prueba de IND: Afiadir 1 gota de reactivo de James, si la reaccién es positiva aparecera
una coloracion rosa. Anotar los resultados.
s Prueba de VP: Afiadir 1 gota de VP 1 y VP 2. Esperar como minimo 10 minutos. Un
color rojo o rosa indican una reaccién positiva. Anotar los resultados.
= Prueba de NO,: Afiadir 1 gota de NIT 1 y NIT 2 en el tubo GLU. Esperarde 2 a 3
minutos. Un color rojo indica una reaccion positiva. Una reaccion negativa puede
deberse a la reduccion de los nitratos a Nz (acompaiiada muchas veces de la formacion
de burbujas): afiadir de 2 a 3 mg de reactivo de Zn. Si después de 5 minutos el tubo

permanece amarillo indica una reaccion positiva. Si la reaccion da color rosa o rojo la
reaccion es negativa.

Identificacion:

> Conel AP120-E Index: del conjunto de reacciones debe obtenerse un perfil numérico.

‘1

En la hoja de resultados las pruebas estin en grupos de tres y cada uno tiene asignado un valor
1,2 6 4. El sistema API 20-E consta de 20 pruebas, los numeros en el interior de cada grupo
corresponden a las reacciones positivas. La prueba de la oxidasa es el No. 21 y si es positivo se

le asigna el valor 4. Sumando los valores de las pruebas positivas para cada grupo se obtiene un
codigo de 7 cifras.

‘7

El programa informatico para identificacién se utiliza introduciendo manualmente en el teclado
el perfil numérico de 7 cifras.
En algunos casos, el perfil de 7 cifras no es suficiente para la identificacion, debiendo realizarse
las prucbas complementarias:

- Reuccion de los nitratos a nitrégeno (N3) ,ovilidad (MOB), Cultivo de MacConkey

Reduccién de nitratos a nitritos (NO,), Oxidacion de la glucosa (OF-O. Y fermentaciéon (OF-F)
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Nombre Del Microorganismo (género y especie).: -
o Enterobacter gergoviae - - .
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DIAGRAMA DE TRABAJO

Enterobacteria en caja de AN

_/

Preparacion del indculo

v

N

" Preparacion del sistema

Se prepara una suspension

bacteriana en 5 ml de SSF estéril
con una colonia bien aislada,
igualada al 0.5 de Mac Farland.

v

Colocar 5 ml de agua en una

|

bandeja de incubacion para
crear una atmdsfera himeda.

Lienar el tubo y la clipula de las
pruebas de citrato, VP y gelatina

v

e

2.2 Llenar los tubos pero no las
cipulas de las demas pruebas.

Llenar la cupula de las pruebas
ADH, LDG, ODC, urea, Ac.
Sulfhidrico con aceite mineral
estéril para anaerobiosis

Colocar la tira API 20E en la
bandeia de incubacon.

s
()

l Tubo I —T

v

Cerrar la camara e incubar
18-24 hrs/37°C

|

Si la glucosa es positiva y/o
3 o mas pruebas son
positivas: efectuar revelado
de las . pruebas que

- requieren reactivos.
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HOJA DE RESULTADOS.

Nombre Del Mi‘croorgahismé (género'y especie). . -
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EXUDADO FARINGEO
Introduccion:

Cada afio, las infecciones en vias respiratorias, son causa de un gran numero de visitas al médico y
contintian siendo la principal motivo de morbilidad y mortalidad en todo el mundo™

El tracto respiratorio estd formado por nariz, faringe (garganta), laringe, traquea, bronquios, bronquiolos
y alveolos.

La laringe normalmente esta libre de microorganismos porque las mucosas de las membranas y el
pulmon tienen mecanismos de defensa que eliminan eficientemente los invasores. De esta manera,
Staphylococcus sp, Streptococcus sp, especies de Pseudomonas sp y algunas levaduras encontradas en
muestras de esputo indican algunas enfermedades infecciosas del pulmon o contaminacion de las

muestras por la flora normal del aparato respiratorio alto.

Las membranas de Ia parte alta del tracto, que incluyen la nasofaringe y la orofaringe proporcionan un
ambiente conveniente para el crecimiento de muchas especies de Streprococcus sp, Staphylocaccus sp,
Neisseria sp, Corynebacterium sp levaduras y otros microorganismos.

En personas susceptibles muchos de estos oportunistas pueden causar enfermedades en el tracto

respiratorio™

Cuando la laringe es el sitio de infeccion, se sufre de laringitis lo cual afecta {a habilidad para hablar.
Esta infeccion es causada por bacterias, tales como Streptococcus pneumoniae o Streptococcus

pyogenes y algunos virus, a menudo en combinacion. Ademas de laringitis también pueden causar

inflamacion de tonsilas o tonsilitis **7'%
Cuando hay una reinfeccion por Streptococcus pyogenes o Haemophilus influenzae, las membranas

 mucosas vuelven a inflamarse y se ticne una descarga de moco nasal pesado. Estas enfermedades son

casi siempre restrictivas personales, eso significa que puede ocurrir una recuperacién regular sin
intervencion médica.
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La epiglotitis puede causar la muerte en pocas horas y es provocada por patdgenos oportunistas,
usualmente Haemophilus influenzae tipo b.

La vacuna Hib tiene significado en la reduccion de la incidencia de epiglotitis en la poblacion
vacunada.(34.5)

Infecciones serias como secuelas de una faringitis se tiene: sinusitis, otitis media, bronquitis y

neumonia, son algunas de las enfermedades importantes a este nivel. 4,79)

La flora normal bacteriana establecida en las mucosas de la nariz y garganta incluye especies como:

Streptococcus sp, Staphylococcus sp, Haemophilus sp, Corynebacterium sp, Neisseria sp,

Bacteroides sp, Branh, il sp, Fusobacterium sp. Muchos de estos microorganismos pueden causar
enfermedades oportunistas del tracto respiratorio.)

Los laboratorios deben estar preparados para manejar solicitudes de recuperacion e identificacion de
especics bacterianas y de material faringeo en casos de problemas encontrados menos habitualmente
tales como Bordetella pertusis, Corynebacterium diphteriae™

Existen algunas secuelas que provocan las infecciones a este nivel como los son:

Otitis media, sinusitis, meningitis, fiebre reumatica, glomérulo nefritis aguda, eritema nudoso,
miocarditis.
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Toma_de muestra:

Las muestras se deben tomar al inicio del cuadro clinico y antes de iniciar el tratamiento
antimicrobiano. Para que en el laboratorio se pueda tener un resultado confiable y util 1a recoleccidn de

la muestra debe cumplir ciertas caracteristicas.

Se inclina la cabeza del paciente hacia atras y se ilumina bien la garganta.

Se instruye al paciente para que respire profundamente y se deprime la lengua con suavidad con un
abatelenguas de modo que se pueda observar la parte posterior de la garganta, con el hisopo
previamente humedecido en caldo nutritivo o SSF estéril (los Streptococcus se recuperan mejor si el
hisopo estd seco), se frota entre los pilares amigdalinos y detras de la {vula hacia atras y hacia delante
a través de la parte posterior de la faringe para obtener una muestra adecuada teniéndose la precaucion

de no tocar las paredes de la cavidad bucal, dientes y lengua.

Una vez recogida la muestra, el hisopo debe colocarse de inmediato en un adecuado para el transporte
al laboratorio como es el medio de Stuart; o sembrar directamente en los medios de cultivo. Si solo se
desea recuperar Streptococcus beta-hemolitico del grupo A, pueden dejarse que los hisopos se sequen
durante el transporte sin comprometer la recuperacién de microorganismos viables. Algunos
laboratorios incluso recomiendan colocar la punta del hisopo en un agente secante, como gel de silice,
para suprimir la supervivencia de comensales y permitir la recuperacion de Streptococcus del grupo A,
que no son inhibidos.

Muchos microbidlogos prefieren obtener dos hisopados faringeos, uno para extraccion de antigenos y

el otro para cultivo en caso de que el procedimiento de deteccion directa resultara negativo.
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FIGURA No. 5§

TECNICA PARA OBTENER MATERIAL PARA CULTIVO DE GARGANTA

' parte posteror
4 de s for nge

Se pide al paciente que abra mucho la boca y que diga “ah™. Se deprime
suavemente la lengua con un abatelenguas y se gufa un hisopo hacia la parte
posterior de la faringe por encima de la lengua. Se pasa el hisopo con suavidad
por la mucosa por detris de la dvula y entre los pilares amigdalinos con

movimiento hacia atras y adelante.
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OBJETIVOS DE UNIDAD.

Que se aislen e identifiquen las bacterias que ocasionan problemas en vias respiratorias altas (garganta),
como, por medio de una buena toma de muestra, cultivo, tinciones, pruebas bioquimicas y determinar la
susceptibilidad a los antimicrobianos por medio de la técnica de MIC o Kirby Bauer, para conocer el

agente etiologico y sugerir un tratamiento.

OBJETIVOS DE OPERACION.

1. Que se haga una buena toma de muestra de garganta, como, con la ayuda de un hisopo
humedecido en caldo o solucién salina fisiol6gica estéril y haciendo los movimientos adecuados
en la parte seleccionada, (amigdalas, parte posterior de la ivula) para, llegar a obtener un buen
diagndstico.

2. Que se siembre la muestra, como, en medios de cultivo de Agar sangre, agar chocolate, sales
manitol, Mac Conkey, ADS para observar 0 no un crecimiento de los posibles

microorganismos involucrados en el problema.

el género y especie bacteriano come,por medio de pruebas bioquimicas

ndanas para dar un resultado de género y especic.

" Quese tcalic’c\ prueba de sensibilidad a los antimicrobianos , a la bacteria identificada como, por

laﬂté‘c‘nica"de Kirby Bawer, para sugerir un tratamiento.
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MATERIAL
Medios de cultivo en caja
No. cajas x equipo
Agar Sangre 3
Agar sales manitol
Apgar chocolate
Agar Mac Conkey

Agar Muller — Hinton + sangre

1
1
1
Agar dextrosa sabouraud 1
1
Agar Muller- Hinton 1

1

Agar soya tripticaseina

Medios de cultivo_en tubo

No.tub. x eq.
Bilis esculina 1
NaCl 6.5% 1
Urea 1
Caldo nutritivo 1
- Oxido fermentacién 2
Hidrolisis de Hipura(o l'
Nitratos 1

Carbohidratos en medio base rojo de fenol: Maltosa, trealosa, manitol, manosa, sacarosa, xilosa,

rafinosa, (se utiliza | tubo por equipo y 10 tubos por grupo de cada uno)

Reactivos.

Apgua destilada estéril
Aceite mineral estéril

Aceite de inmersion
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Cloruro férrico

Alfa-naftilamina

Acido sulfanilico,
N-N-tetrametilparafenilendiamina
Peroxido de hidrogeno 30%
Cristal violeta

Lugol

Alcohol

Alcohol acetona

safranina

Otros

Discos de bacitracina 0,04 U L.

Discos de optoquina

Discos de novobiocina 5 microgramos
Discos de penicilina

Discos de eritromicina

Discos de oxaciclina

Discos de gentamicina

Discos de sulfametoxazol y trimetoprim
Discos de amoxicilina y ac. Clavulénico
Pipetas 1 ml. Estériles

Asa bacteriolégica

Hisopos estériles

Cubre objetos

Porta objetos

Mecheros

Pinzas de diseccion

Palillos estériles

Equipo
Estufa

Bafio maria

Autoclave

Microscopio 6ptico

Microscopio estereoscopico

Sobres para generacion de CO,

Tubos 0.5 nefeldometro de Mac Farland
Jarra Gas-pak

Material Bioldgico
Sangre de carmnero 5%

Plasma de conejo (para prucba de coagulasa)

Cepa de Staphylococcus aureus (3-lisina (+)
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TECNICA
Sembrado:
Sembrar con asa con técnica de estria cruzada con dilucién en los medios seleccionados (Amc, AS,
ADS, A .ch + discos de bacitracina 10 U.I., ASM). Incubar 24 hrs/37°C.
Seleccionar colonias:
< AGAR SANGRE
Seleccionar colonias a-hemoliticas: Colonias grisaceas, puntiformes, con un halo hemolitico color
verde y purificar en una placa de agar sangre, para posteriormente correrle pruebas para identificar.
Realizar prueba de optoguina:
» Seleccionar 3 6 4 colonias bien aisladas con un hisopo humedecido en CN y sembrar un area de
3 cm de diametro en una placa de agar sangre en forma masiva.
> Con unas pinzas de diseccion previamente esterilizadas en alcohol y al mechero, tomar un
disco de optoquina y colocarlo sobre la superficie sembrada, presionar un poco con la pinza
para cvitar que se mueva el disco. Incubar 24hrs/37°C.
3 Observar zona de inhibicion de 14 mm o mas. Cepas sensibles a la optoquina = Streptococcus

pneumoniae.

Solubilidad en bilis (prueba en tubo).
» Transferir aproximadamente 0.5ml de un cultivo en caldo de Todd-Hewitt de 18 a 24 horas a
dos tubos de prueba limpios,; otra alternativa es preparar una suspension salina del m.o.

tomado de un crecimiento de 18 a 24 horas en AS o0 AN,

‘4

Agregar NaOH 0.1N para ajustar el pH a 7, si fuera necesario.

\Y

Agregar una gota de rojo de fenol, como indicador de pH, a cada tubo de prueba.

A

Agregar 0.5 ml de desoxicolato de sodio al 10% a uno de los tubos de prueba (tubo prueba).

\4

Agregar 0.5 ml de SSF estéril al segundo tubo de prueba ( tubo control).

Y

Agitar con suavidad ambos tubos y colocarlos en la incubadora a 35°C, o en un baiio de agua,

durante 3 horas, controlando cada hora.

Y

Prueba positiva: (soluble en bilis): Streptococcus pneumoniae

v

Prueba negativa: (insoluble en bilis): Estreptococos a-hemoliticos.
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Seleccinar colonias f-hemoliticas : Colonias puntiformes grisiceas con un halo hemolitico amarillo
alrededor, purificar en placas de AS , incubar 24hrs/37°C, para posteriormente correr prucbas de
identificacion.

Prueba de bacitracina 0.04 U.1L.:

b

>

>

Seleccionar 3 6 4 colonias bien aisladas con un hisopo humedecido en CN y sembrar un area de
3 cm de diametro en una placa de agar sangre en forma masiva.

Con unas pinzas de diseccion previamente esterilizadas en alcohol y al mechero, tomar un
disco de optoquina y colocarlo sobre la superficie sembrada, presionar un poco con la pinza
para evitar que se mueva el disco. Incubar 24hrs/37°C.

Cualquier halo de inhibicion es positivo.

Antblograma:

>

v

Tomar 3 -4 colonias con la yuda de un hisopo humedecido en CN y depositarlas sembrando en
forma radial sobre placas de AMHS.

Con la ayuda de unas pinzas de diseccion colocar los discos para G(+) sobre Ia zona sembrada,
presionar un poco con la pinza para evitar que se muevan los discos. Incubar 24 hrs/37°C.

Leer los halos de inhibicion y cotejarlos en tablas para reportar los resultados.

< AGAR DEXTROSA SABOURAUD:

Seleccionar colonias blancas bien delimitadas.

Tubo germinativo:

Y Y

Y v

\d

Se suspende una pequeiia porcion de la colonia aislada de la levadura en estudio en un tubo de
prueba con 0.5 m! de suero humano o de conejo.

Se incuba el tubo de prueba a 37°C por nomas de 2 horas.

Se coloca una gota de la suspension suero-levadura en un portaobjeto y se pone el cubreobjeto.
Se lleva al microscopio para examinar y buscar los tubos germinales.

La prueba no es valida si se examina después de las 2 horas.

109



Exudado faringco UNAM

®
<

AGAR CHOCOLATE:

Crecimiento de colonias puntiformes grisiaceas y humedas y purificar en Ach para posteiormente
correr pruebas.

Dependencia de factores:

Técnica 1:

> De un aislamiento puro de las colonias sospechosas a identificar, se prepara una suspensién
liviana en caldo de infusién de cerebro y corazén.

» Al traspasar ia colonia, se debe tener la precaucion de no jalar con el asa medio con hemina
de la placa de aislamiento.

> Seinocula la suspension enla superficie de la placa con la ayuda de un hisopo estéril.

> Se coloca una tira o disco con factor X y con factor V sobre el area inoculada,
aproximadamente a 1 cm de distancia.

> Incubar en 3-5% de CO; a 37°C /18-24 horas.

> Requiere de factor X: Hay crecimiento alrededor de la tira impregnada con este factor.

%> Requiere de factor V: Hay crecimiento alrededor de la tira impregnada con este factor.

> Requiere de factor X y V: Hay crecimiento en la interfase de las dos tiras impregnadas de
los factores.

Técnica 2:

-~

‘4

v Vv

‘1

> De un cultivo puro, tomar 2 — 3 colonias bien aisladas con una asa bacterioldgica y sembrar

en forma masiVa en la parte superior de la placa.

Colocar una estria de Staphylococcus aureus f-hemolitico sobre la zona sembrada con la
colonia problema.

Al mismo tiempo sembrar una placa de Ach .

Incubar 24 hrs/37°C en atmosfera de CO,,

Un crecimiento alrededor de la estria de Staphylococcus aureus B-hemolitico (satelitismo)
indica dependencia de factor V.

Un crecimiento en toda la caja de Ach indica dependencia de factor X.
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Serologia:

>

>

Se prepara una suspensién densa en SSF de las colonias aisladas.

Se colocan gotas tunicas de la suspensiéon en cada uno de una serie de circulos en un
portaobjeto de vidrio correspondientes al namero de antisueros especificos a estudiar, mas un
contro! con SSF.

Se agregan antisueros especificos de cada uno y se rota el portaobjeto..

La aglutinacion rapida (menos de 1 munuto) de m.o. por un antisuero especifico y la ausencia

de aglutinacién en el control de SSF identifica e! aislamiento como un serotipo especifico.

AGAR MacCONKEY

Se observa crecimiento colonial de bacterias Lac(+), formando colonias mucoides, con bordes

irregulares.

o,
Qe

AGAR SALES MANITOL:

Seleccionar colonias sospechosas de Staphylococcus aureus. Colonias amarillas, cremosas, con

bordes bien definidos, y consiguiente acidificacion del medio (rojo- amarillo)., por la utilizacién del

manitol.

Prueba de coagulasa: _(1écnica en tubo = coagulasa libre):

>
IS
”
r g
IS
-~

r g

En forma aséptica, se colocan 0.5 m! de plasma de conejo reconstituido en el fondo de un tubo
de prueba estéril.

Se agregan 0.5ml de un caldo de cultivo puro de 18-24 hrs del microorganismo en estudio.

Se mezcla con suavidad rotando el tubo.

Se incuba a 37°C por 2-10 horas.

Se observa la formacion de un codgulo visible.

Prueba de novobiocina:

—

De un cultivo puro hacer una suspension en SSF estéril igualada al tubo 0.5 del nefelometro de
Mac Farland.

Humedecer un hisopo en la suspension y sembrar en forma radial sobre placas de AMH y con
la ayuda de unas pinzas colocar el disco de novobiocina.

Incubar 24 hrs/37°C y observar la presencia de un halo de inhibicion mayor a 12 mm de

didmetro.
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DIAGRAMA DE TRABAJO 1.

v

Sembrar en:

Seleccionar colonias -
sospechosas de -
Klebsiella

I——I_ - /] ¥ Colonias
Realizar : - r-hemaliticas

R-hemanliticas

RS

tdentificacion por - — -
pruebas bioquimicas . *".* Si se observan
primariasy . "7 levaduras se ::
secundarias. . B -
Pruebade "0 "
IS optoquina, - "
Bioquimicas } | oy bilidad en bilis | L Realizar
primarias

Pruebas bioquimicas primarias, prueba de

bacitracina 0.04 U1, bilis esculina, B — —
CAMP, hidrolisis de hipurato s
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DIAGRAMA DE TRABAJO 2.

Ach (72*C no
sobrof:alentado, <] Exudado faringeo | ASM —»I Inc. 24 hrs/37°C |

con discos de bacitracina +
de 10 UL -
P . pech de Staphyh
* Colonias amarillas, cremosas, convexas.
Inc. 24 hrs/37°C .
En anaerobiosis : ﬁl
T —— : / Realizar
Aislamiento de coloni r. ! Mf d
: ilas | .0, fermentador
. de Haemophilus - M e,,«-. a Tincion de
o
: o e Si se observan cocos G(+)
‘ : AT : agrupados en raci
Tincidn de Gram '] catalasa (+), llevar a cabo
(cocobacilos G(-))
 Purificar en'Ac

Identificacion

A
- y % . : )
Catalasa, oxidasa, * Dependencia de factores - [ - ¢
* |“indol, urea, MIO 25 (hemina y NAD) *

|
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HOJA DE RESULTADOS.

EQUIPO: FECHA:

IPRUEBAS REALIZADAS Para Staphylococcus

Tincion de Gram

Catalasa
OfF

Coagulasa

Nitratos

Urea

Novobiocina

M.o. identificado:

ANTIBIOGRAMA

SENSIDISCO Sensible (S) Resistente (R) Intermedio(l)

Penicilina

Eritromicina

Ampicilina

Dicloxacilina

Gentamicina

Sulfametoxazol-trimetoprim

Amoxi.cilina-Ac, Clavulanico
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HOJA DE RESULTADOS.

EQUIPO:

FECHA.

PRUEBAS REALIZADAS Streptococcus.

Tincion de Gram

Catalasa

O/F

Hemolisis

Bacitracina 0.04 U.L

Bilis esculina

Crec. En 6.5% NaCl

Hidrélisis de hipurato

CAMP

Solubilidad en bilis

Susceptibilidad a la optoquina

M.o. ldentificado:

ANTIBIOGRAMA

SENSIDISCO Sensible (S)

Resistente. (R) Ilmmedin (1)

Penicilina

Eritromicina

Ampicilina

Dicloxacilina

Cefotaxima

Amoxicilina-

.Ac.clavulanico.
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DIAGNOSTICO DE_Mycobacterium tuberculosis. Introduccidn:

Las infecciones de las vias respiratorias bajas pueden afectar triquea, y el arbol bronquial (traqueitis,
bronquitis y bronquiolitis) y/o tejido pulmonar (alveolitis y neumonia).

Siendo la tuberculosis una de las mas importantes y frecuntes enfermedades del hombre, cuya situacion
epidemioldgica se relaciona directamente con el estado econdmico y social de cada region. En marzo de
1993, la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) design6 a la tuberculosis como una emergencia de
salud publica mundial debido al aumento de casos que se han presentado durante los tltimos aiios, no

solamente en los paises en desarrollo, sino también en los desarrollados ®*?

En Meéxico la ;uberculosis es un problema serio de salud publica y el continuo incremento en la
infeccion debido al crecimiento poblacional en dreas con deficiente higiene y bajos recursos
socibéconémicos, principalmente en estados como Veracruz, Chiapas, Nuevo Leén, Guerrero y Baja
California, SLP Los adultos son los mas afectados por la tuberculosis pulmonar, presentando las tasas
mis altas. En la tuberculosis extrapulmonar, los grupos etarios mas afectados son de 1 a 4 afios de edad,
los mayores de 65 y los de 45 a 64 afios respectivamente. Las causas que condicionan la enfermedad se
encuentran con toda seguridad en la posicion socioecondmica, sanidad y recursos de salud con que
cuenta el pafs, pero también en el desconocimiento de la historia natural de la enfermedad, patogenia y

recursos diagnésticos y terapéuticos.('®

La tuberculosis es una enfermedad infectocontagiosa, generalmente de curso subagudo o crénico,
involucra diversos organos y tejidos( lesiones cavitarias 16bulos superiores) preferentemente a nivel
pulmonar, causada por Mycobacterium tuberculosis, bacteria intracelular miembro de la familia
Mycobacteriacea. Mide 14 pm de longitud y 0.2-0.6 um de diametro, absorbe el colorante
carbolfucsina y una vez teilido resiste a la decoloracion por acidos y alcoholes, de ahi la denominacion

comun de bacilo dcido-alcohol resistente (BAAR)"?

Si bien en ocasiones puede reconocerse patrones distintivos de infeccion pulmonar, mas a menudo la

recuperacién del microorganismo causal es un requisito para hacer un diagnéstico definitivo.
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El mejor modo de diagnostico de tuberculosis es mediante la recuperacién e identificacién del
microorganismo a partir del paciente. Durante muchos afios, tanto el diagnéstico como el tratamiento
de la tuberculosis dependfan de los sintomas clinicos, evidencias radiol6gicas de la enfermedad y la
presencia de bacilos acido-alcohol resistentes en el esputo. Hoy debe aislarse el agente causal,
identificarlo y efectuar pruebas de susceptibilidad para drogas antituberculosas*'®

El aislamiento de micobacterias de esputo y otros especimenes clinicos (Klebsiella pneumoniae),
representa un problema especial para el laboratorio. Las micobacterias necesitan un tiempo prolongado
para su reproduccion, aproximadamente 15-22 horas., para Mycobacterium tuberculosis, mientras
que el tiempo de generacion de otras bacterias que pueden estar presentes en la muestra puede ser tan
breve como 20 a 30 minutos. Este indice desproporcionado de crecimiento entre las micobacterias y
otras bacterias puede producir una rapida acumulacién de metabolitos acidos que licuen el medio de
cultivo, tomandolo no satisfactorio para la recuperacion de micobacterias. Por ésta razdn, el
aislamiento exitoso de micobacterias depende, en gran parte, de la supresion sclectiva de bacterias
contaminantes, por métodos de descontaminacién de las muestras como ¢l tratamiento con L-
cisteina+tNaOH4% y de los medios de cultivo empleados (Lowenstein Jensen, medio liquido
Middlebrook enriquecido en acido palmitico).

También puede ilevarse el diagndstico por métodos rapidos tales como:

Pruebas cutaneas: (técnica de Mantoux) que utiliza un derivado proteico purificado PPD.

Serologia: Fijacion de complemento, hemaglutinacién, radioinmunoensayo, ELISA.

Diagnéstico molecular. %>

No se observaron BAAR en 100 campos revisados -

Menos de 1 BAAR/ campo en promedio, en 100 can
observados.

1-10 BAAR/campo en promedio en 50 campos ++
observados.

Mas de 10 BAAR/campo, en 20 campos observados| +++

Al realizar una tincion de Ziehl-Neelsen de alguna muestra para la deteccion de Mycobacterium y al
©

r.

observar al microscopio los resultados se reportan de acuerdo a la tabla anteriol
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Toma de muestra.

En Ia actualidad se emplean diversas técnicas para obtener muestras de vias respiratorias bajas, que
varian de la recoleccién de una muestra de espectoraciéon a procedimientos mis complejos, como
aspiracion translaringea (transtraqueal) , biopsia transbronquial, cepillado bronquial, lavado bronquial,
lavado géstrico, orina.

En la toma de esputo, si el paciente hace gargaras inmediatamente antes de obtener la muestra se reduce
el numero de bacterias orofaringeas contaminantes. No se recomienda utilizar un enjuague bucal o
sustancia para gargaras de uso comercial. Recolectar muestras de expectoracion por la maiiana ya que
contienen secreciones acumuladas durante la noche en las cuales es mas probable que las bacterias

patogenas estén concentradas.

Cuando la produccion de esputo es escasa, la induccion con solucion fisioldgica nebulizada a través de
un respirador con presién positiva puede ser efectiva para obtener una muestra mis representativa de las
vias respiratorias inferiores. Evitar el uso de solucion fisiolégica preparada para diluir firmacos

parenterales porque contiene sustancias antibacterianas.

Se dispone de dispositivos especiales para la recoleccién de esputo y también puede usarse un frasco
con boca ancha y una tapa bien ajustada. Para impedir la contaminacién del exterior del envase, instruir
al paciente para que presione el borde de éste debajo del labio inferior para recoger toda la muestra
expectorada, minimizando la contaminacion externa.

Las muestras deben procesarse lo antes posible después de la recoleccion.
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ORBRJETIVOS DE UNIDAD.

Que se aisle e identifique el agente causal de la tuberculosis ( Mycobacterium tuberculosis}, como,
por medio de una buena toma de muestra (espectoracioén, orina, sangre, LCR, biopsias de tejidos),

cultivo, tinciones, pruebas bioquimicas primarias y secundarias para dar un diagnéstico de
tuberculosis.

OBJETIVOS DE OPERACION.

1. Que se obtenga una buena toma de muestra (esputo, lavado gastrico, LCR, orina, biopsias),

como, con la ayuda de espectorantes y técnicas especiales o microcirugias, para la obtencioén
correcta de la muestra.

2. Que se realice la descontaminacion de la muestra, como, por medio de una hidrdlisis alcalina

con NaOH (4%), para eliminar la flora normal bacteriana contaminante.

3. Que se realicela tincion de Ziehl-Neelsen, como, siguiendo la técnica descrita para determinar
la presencia de BAAR.
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MATERIAL
Medios de cultivo en tubo
Por equipo

Agar Léwestein Jensen 1
Reactivos
Azul de bromotimol 0.25%
Metanol
Carbol-fucshina
Alcohol acido
Etanol

- Acido clorhldnco concentrado

g Azul de menleno :

: iSolucxén salma ﬁsnoléglcn
ldréxldo de7 sodlo 4% g
S Acldo ci :'rhfdnco 5%

-Otros R Equipo

' Tubos de ensaye ) : Autoclave

- Porta objetos - - . Baiio Maria
Cubre objeto Estufa
Papel filtro estéril” Microscopio 6ptico

; Mecheros = ’ v Microscopio estercoscépico
o P:petas Pas!eur esténles Balanza

iPlpetas de 5 ml. estériles. -

Agua desulada estéril. .
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DIAGRAMA DE TRABAJO

Muestra

Hidrolisis alcalina

v

Colocar partes iguales de
muestra e NAOH A%,

" Incubar en bafio maria 15757 ¢
min/37°C con agnaclén cada 3
" minutos.:

Centrifugar a 3000 rpm/ 10 minutos

v

Anadir unas gotas de indicador azil de
* bromotimol 0.025% y neutralizar con 1 5%
hasta un color verde azul. Decantar el

sobrenadante.
. Enjuagar, secar y observar 100
‘ campos, hacer conteo de
Realizar tincion de Realizar frotis y fijar con bacilos rojos, finos, curvos en
" Ziehl-Neelsen “4——1  metanol tibio por 2 minutos pares o formando pequeias
3 : ) das sobre un fondo
‘ azul,

Agregar carbol-fucshina y calentar
por 10 minutos emmendo vapores

v

Enjuagar al chorro del agua

i

Enjuagar con agua y

——— s agregar colorante de
Def;'g;:rl»g;" alc:'hac:‘loal)c ido —pi contraste azul de metileno
Hulaldveen - 1-2 minutos.
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HOJA DE RESULTADOS.

No |se observan BAAR en 100 campos revisados

Menos de | BAAR/ campo en promedio, en 100 campos
observados.

1-10 BAAR/campo en promedio en 50 campos observados.

Mais de 10 BAAR/campo, en 20 campos observados.
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EXUDADO CERVICO-VAGINAL O URETRAL.

Introduccidn:

Las infecciones de transmision sexual (ITS) son un problema importante en la salud, el estudio de los
exudados cérvico-vaginales implica la investigacion tanto de microorganismos patégenos como de
componentes de la flora normal >

La introduccion de los anticonceptivos orales y de los dispositivos intrauterinos ha dado como
consecuencia cambios en el comportamiento sexual humano y una marcada disminucién del uso de
condones. Esto es responsable en gran parte del enorme aumento de la frecuencia de enfermedades

sexualmente transmitidas.

Generalmente, los microorganismos causales de estas infecciones se adquieren por contacto sexual o
directo. Sin embargo, algunos microorganismos que son parte de la flora y estin normalmente presentes
en muy pequeilo numero pueden aumentar en cantidad suficiente como para causar sintomas, Las
infecciones pueden extenderse al tracto genital superior, afectando Utero, trompas de Falopio, ovarios o la

cavidad abdominal (enfermedad inflamatoria pelviana). ¢!

Las infecciones del tracto genital masculino son invariablemente causadas por microorganismos
adquiridos por contacto sexual.

Los patogenos de transmision venérea provocan infecciones de la uretra, cérvix y vagina en la mujer y se
pueden transmitir por via sexual a la uretra y prostata en el hombre.

Se producen también infecciones por microorganismos de patogenicidad ambigua generalmente

habitantes normales de otras regiones del organismo, y en este tracto pueden cjercer un papel patogeno.
(1.4.6)

Actualmente, el enfoque tradicional para el diagnostico de infecciones genitales supurativas agudas esta
sujeto a modificaciones por diversos motivos: 1) descubrimiento de nuevos sindromes clinicos. 2)
recuperacion mas frecuente de Chlamydia trachomatis y virus Herpes simple como patégenos

significativos.
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3) Implementacién de nuevos procedimientos basados en la deteccion directa de microorganismos

patdgenos o antigenos en secreciones genitales @419

La mayor parte de los cultivos de material genital es remitida al laboratorio de microbiologia clinica para
la recuperacion e identificacion de patogenos predominantes Neisseria gonorrhoeae , Chlamydia
trachomatis, Trichomonas vaginalis, Candida albicans.

Ademas se producen infecciones por microorganismos de patogenicidad ambigua generalmente
habitantes normales de otras regiones del organismo, que aqui pueden crecer en papel patogeno, tales
como: bacilos Gram (-) acrobios y anaerobios, Micoplasmas y Streptococcus p-hemolitico grupo B En la
mujer embarazada el grado de infeccion cérvico-vaginal con Streptococcus B-hemolitico del grupo B
varia de acuerdo a la edad, el numero de gestacion y sitio de la toma de la muestra (mayor en la vagina

que en el cérvix).>>'Y

El exdmen de frotis directos con tincién de Gram de secreciones genitales puede ser util como guia para

la seleccién de medios apropiados para la recuperacion de los microorganismos observados. %%

Gardnerella vaginalis, un microorganismo implicado en vaginosis inespecifica, si bien el diagnostico de
laboratorio en general se hace por la observacion de células pista o guia en un frotis preparado de
secreciones vaginales, pH, prueba de KOH, tipo y olor caracteristico de la secresion (color grisaceo
delgada y homogénea y olor a pescado.)

Sin embargo para el coro de Chlamydia, Mycoplasma, se deben considerar cultivos negativos previos y
respuesta negativa a tratamientos, recurricndose a pruebas de diagndstico especiales como

inmunofluorescencia, ELISA, etc. %
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Toma de muestra:

En mujeres con signos y sintomas de infeccién genital aguda ( vaginitis, flujo transvaginal, escoreacion,
ardor, dolor en la relacion sexual, inflamacién pelviana ,las muestras con mas frecuencia se obtienen
delexocervix. Las muestras cervicales se obtienen con la ayuda de un espejo vaginal.

Se aconseja usar un hisopo con un soporte de plastico y una punta de dacrén o poliéster.

Se inserta la punta del hisopo pocos milimetros mas all4 del orificio cervical, se rota con firmeza para
obtener exudado y células cervicales , se retira cuidando de no tocar las paredes de la vagina. Pueden
obtenerse muestras uretrales dando masajes en la uretra y recogiendo la secrecion o insertando un
pequefio hisopo urogenital en la uretra y dejandolo colocado unos pocos segundos para que las fibras se
saturen con el exudado.

En casos de enfennedad inflamatoria pelviana profunda, pueden ser necesarios cultivos de endometrio o
asplraclén dc fluyjo por medio de laparoscopia o culdoscopia. Las muestras endometriales se obtienen
meJor 'nsertando el hlSOpO a través de un catéter de poco calibre que se ha introducido en el canal

oma de muestra para hombres , con hisopo de dacrén se inserta en la uretra hasta mas o menos 3 cm.,
rla secrecxén es escasa o nula, se realiza masaje prostatico para obtener liquido

spermatico o se le’ plde al paclente orinar y centrifugar &sta y se trabaja con el sedimento.
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FIGURA No. 6

TECNICA PARA OBTENER MATERIAL ENDOMETRIAL PARA CULTIVO

A través de un espéculo se introduce un catéter hacia el orificio cervical y se pasa
“un_hisopo por el catéter hacia la cavidad uterina. Esto ayuda a impedir la
‘ con;am‘inncién del hisopado por contacto con las paredes vaginales o el orificio

‘cervical

TESIS CON 128
FALLA DE ORIGEN
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OBJETIVOS DE UNIDAD.

Que se aislen e identifiquen las bacterias que ocasionan infecciones en el tracto genital, como, por
medio de una buena toma de muestra, cultivo, tinciones, pruebas bioquimicas primarias , secundarias y

especiales para dar un buen diagnoéstico.

OBJETIVOS DE OPERACION,

1. Que se obtenga una muestra de secrecion cervical , vulvar o uretral, como, por la introduccién
de un hisopo en las partes afectadas y un espejo vaginal, (cuando la muestra es vulvar no se usa
el espejo), ambos esteriles, para el aislamiento de los microorganismos involucrados en la

infeccion.

2. Que se aislen los patogenos presentes en la muestra, como, sembrando en medios de cultivo de

Agarvchocolate, Thayer Martin, Agar sangre+antibiotico, Agar Biggy, Agar sangre, Agar

CasSmap , Agar SM, Mac Conkey, para lograr una identificacion posterior de éstos.

Que. se identifique el microorganismo como, utilizando pruebas bioquimicas primarias,
‘se'cﬁndan"ias y pruebas especiales frotis directo, para dar un resultado de género y especie y asi el

" médico pueda prescribir un tratamiento.

129




Exudado Cérvico-Vaginal o Urctral

UNAM

MATERIAL
Medios de cultivo en caja.

Agar sangre + antibiotico (Ac. Nalidixico+Gentamicina)
Agar sangre

Agar chocolate (A. GC-+antib.no. 2+sangre)
Agar Cassman (sangre humana 10%)
Agar Sales manitol

Agar Mac Conkey

Agar Biggy o SDA

Agar soya tripticaseina

Agar Muller Hinton

Agar Muller Hinton + sangre

Agar GC o Thayer Martin

Medios de cultivo en tubo

Por equipo
Caldo soya tripticaseina 1
Medio de KIA 1
Medio de citratos 1
Medio de malonatos 1
Medio de O/F 2
Hidrolisis de hipurato 1
Nitratos 1

Rojo de metilo : 1

Vogues proskauer 1
SIM 1
Arginina, lisina, 1

Por equipo
]

—_ e e e e e e ome W N
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De estos medios se utiliza 1 por equipo de cada uno, son preparados cn medio CTA: maltosa, manosa,

salicim, xilosa, manitol, lactosa, fructuosa.

Otros
Hisopos estériles
Palillos estériles
Papel filtro estéril
Asa bacteriolégica
Pipetas de 1 ml. estériles
Pipetas de 5 ml. estériles
Tubos estériles
Porta objetos
Cubre objetos
Mecheros
Er szasde diseccisn
8 lﬁiscés de niovobiociona de 5 microgramos
Discos de amikacina
Discos de gentamicina
Discos de sulfametoxazol y trimetoprim
Discos de nitrofurantoina
Discos de ceftazidima
Tubo 0.5 del nefelémetro de Mac Farland
Sobres para anaerobiosis
Jarra Gas-pak

131 .



Exudado Cérrvico-Vaginal o Urctral ) UNAM

Equipo:
Estufa

Bailo maria

Microscopio Optico

Material bioldgico.

Sangre de carnero al 5%
Plasma

Suero descomplementado

Cepa de Staphylococcus B-lisina (+)

Reactivos

Aceite mineral estéril

Aceite de inmersion

Hidroxido de potasio 10%

Tiras reactivas para pH

Cloruro férrico

Alfa naftilamina

Acido sulfanilico

Zinc metilico

Rojo de metilo

Alfanaflol 5% - -

Hldroxldo de potasm 40%
Reacuvo de Ehrhch 0 Kovak’
~;Cnstal v1oleta

B :Lug,ol
Alcohol-acetona
Safranina
N-N-tetrametilparafenilendiamina
Peroxido de hidrogeno30%
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TECNICA:

Celulas pista.(Gardnerella)

1. Realizar un frotis de la muestra directo.

2. Tefiir con Gram.

3. Observar células de descamacion tapizadas con bacilos G(-).

- . =

- .o

Prueba de tubo germinativo.(Candida)

1. Suspender una porcidn de la colonia aislada en un tubo con 0.5 ml de suero humano o de conejo
(descomplementado).

2. Incubar 37°C 2 horas (no mas).

3. Colocar una gota de la preparacion en un portaobjeto y se pone el cubreobjeto encima de la
preparacion.

4. Observar al microscopio en busca de tubos germinales. (pseudohifas). La presencia de al menos

60% de células germinadas es cuando se considera una prueba (+)
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©7-18 CON
Prucba de KOH. (Gardnerella) FALLA i CRiGEN |

1. Colocar una gota de exudado (cérvico-vaginal).
2. Poner una gota de KOH 10%.

3. Percibir el olor a pescado por la presencia de cadaverina y pu tresina

Preparacion en fresco para observacién de Trichomonas:

1. Colocar una gota de exudado (cérvico-vaginal) sobre un porta objetos
2. Colocar encima un cubre objetos.
3. Observar al microscopio 6ptico con el obj. 40X y se buscar la presencia de los

protozoarios flagelados, se observan en movimiento.
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Prueba de CAMP. (Streptococcus Grupo B)

1. Realizar una siecmbra en A.S.,del estreptococo que se quiere identificar.

2. Colocar una estria de Staphylococcus aureus B.-lisina en forma perpendiculara el sembrado del
estreptococo.

3. Las dos estrias no deben tocarse.

4. Incubar la caja por 24hrs/37°C.

5. Realizar lectura. Observar una hemélisis en forma de flecha al unirse la hemélisi provocada por las

2 bacterias.

6. Streptococcus B-hemolitico grupo B = productor de factor CAMP
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: DIAGRAMA DE TRABAJO 1 < .| Cel. Pista (células
: : L RE : cubiertas de bacilos
ST pcomrrr Gl
: o | Prueha de KOH 10%
e Muestra
3 Observacién directa en A :
 fresco para ver posible Sembrar en: ke _TE
presencia de Tricomonas. LR Jeucoctios -
eritrocitos,’ Sembrar-:-|
# levadura, en; i
AS+ antibiético : |, Thiyer Martino GC = |7
A & Seleccionar col. Brillantes Selocsion ,
ceio; “blanco-grisiccas. ~aeleccionar col.
Selgcc!ona e er tiformes como gotas
“*"de rocio

ram, ( §iis‘qn diplococo
G()
-oxidasa'(+) catalasa (+)

Realizar

- Gram, catalasa, oxidasa,
hidrélisis de hiupurato,
utilizacién de
carbohidratos: glucosa,
maltosa, lactosa, sacarosa,
xilosa, manitol.

Utilizacién dc
carbohidratos:
glucosa, maltosa, Gardnerella vaginalis
sacarosa, lactosa,
fructuosa, nitratos.

% Streptococeus ;.
| grupo B:

l Neisseria gonorrhoeae l

; Ahlibiogl"uyma
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DIAGRAMA DE TRABAJO 2.

Sembrar en:

v Seleccionar colonias
Anaerobiosis sospechosus de
Staphylococcus.

v
Seleccionar colonias
sospechosas de
Haemophilus

Coagulasa Gram,’si es (+)

;para levaduras™: |-

Gram, catalasa,
- oxidasa, pruebas
bioquimicas
secundarias para:

: Hamop[x}‘{ us ducregy’

T

e i'igf prucba dc B--

germinativo

‘Candida
albicans

7 TAntibiograma o

S A
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HOJA DE RESULTADOS

EQUIPO. FECHA.

PRUEBAS REALIZADAgM.O. M.O.

INDOL

ROJO DE METILO
VOGUES Proskauer
CITRATOS

KIA o TSI

AC. SULFHIDRICO
LISINA

ARGININA
ORNITINA
MOTILIDAD
MALONATOS
OXIDO FERMENTACION
LACTOSA
MANITOL
SALICIM
MALTOSA

XILOSA

NITRATOS
MANOSA
FRUCTUOSA
OXIDASA
CATALASA
TINCION DE GRAM
HIDROLISIS DE HIPURATO
COAGULASA

M.o. Identificado:
Ver tablas de identificacion.

138




Exudado Céwi@Vagingl o Urctral UNAM
HOJA DE RESULTADOS.
ANTIBIOGRAMA
GRUPO: FECHA:
SENSIDISCO S (SENSIBLE) lR (RESISTENTE) jj! (NTERMEDIO)
Cefalotina
Amikacina
Gentamicina

Acido nalidixico

Sulfametoxazol

trimetoprim

Penicilina

Ampicilina

Nitrofurantoina

Ceftazidima
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HEMOCULTIVO.
Introduccidn:

La sangre es probablementc una de las muestras clinicas importantes enviadas al laboratorio de
microbiologia. ®'¥

La demostracion de la presencia de un microorganismo a partir de la muestra de sangre, muy a menudo
refleja una infeccion activa y diseminada en los tejidos. Por otro lado, un cultivo negativo por lo general,
excluye el papel de los agentes bacterianos en el padecimiento, ya que 1a administracion de antibioticos
puede agravar la regulacion de la sepsis por causar la lisis de una gran cantidad de bacterias, habiendo
entonces mas liberacion de endotoxinas.(**'®

Dado que la tasa de mortalidad por septicemia puede ser de 40% o mas en ciertos pacientes internados
(el shock séptico es la causa de casi 400,000 casos y 100,000 muertes cada afio), la recuperacion a
tiempo de bacterias de la sangre del paciente (bacteremia) puede tener un gran significado diagnostico y
prondstico, (¢1112

La bacteremia puede ser transitoria, intermitente o continua, reflejando diversos mecanismos de entrada
bisicos de bacterias en el torrente circulatorio. Es posible una bacteremia transitoria cuando se
introducen microorganismos a menudo de la flora nommal, en la sangre (al cepillarse los dientes,
extraccion dental, herida, mordedura, hacer fuerza al defecar). A menudo se produce bacteremia
intermitente cuando bacterias de un sitio infectado son liberadas espasmddicamente hacia la sangre
desde abscesos extravasculares, cavidades empi¢micas o infecciones difusas (celulitis, peritonitis,
artritis séptica). La bacteremia continua es habitual en casos de endocarditis bacteriana subaguda o a
partir de fistulas arteriovenosas infectadas, catéteres intraarteriales o canulas in situ. Sin embargo, en un
tercio de las bacteremias puede no determinarse el origen de los m.o, 710111516

Sangre y linfa conticnen gran cantidad de células fagociticas de defensa, sin embargo si esta barrera
falla los m.o. pueden experimentar una proliferacion incontrolada cn la sangre, una alteracion llamada
septicemia. Si estas bacterias causan lisis de los globulos rojos de la sangre, la liberacidon de metales
contenidos en la hemoglobina puede dar como resultado un crecimiento acelerado de microorganismos.

Clinicamente cuando una persona padece septicemia tiene frio, ficbre, malestar general, taquicardia,

hiperventilacion y toxicidad o postracion 9
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Las condiciones toxicas que resultan de la septicemia son llamadas sepsis, los m.o. mas frecuentemente
asociados con sepsis son bacilos Gram (-) (Pseudomonas,

E. coli, Klebsiella, Proteus, Salmonella typhi , Brucella), a pesar de que algunas bacterias Gram (+)
(Streptococcus Staphylococcus, levaduras,, Haemophilus, Listeria) estan ocasionalmente implicadas’
an

Las bacterias Gram (-) contienen toxinas las cuales son liberadas y provocan lisis de la célula. Las
endotoxinas provocan un sindrome llamado shock séptico, o sepsis Gram (-).

La infusion de endotoxinas en humanos es suficiente para iniciar el proceso inflamatorio que se produce
en la sepsis.

Menos de una millonésima de un mg de endotoxina es suficiente para causar los sintomas {'¢%!319

Las bacterias Gram (+) carecen de LPS en su membrana pero pueden desencadenar sepsis y shock
séptico por la accion de productos originados en su pared (peptidoglicano, ac. Teicoico) y de proteinas
intrabacterianas (proteina M, estreptocinasas, alfa-toxina, enterotoxinas) liberadas al medio. Por un lado,
el peptidoglicano, los ac. Teicoicos y las proteinas de superficie, son capaces de estimular la via alterna
del complemento y la liberacion de TNF y diversas interleucinas. Por otro lado, las toxinas pueden
iniciar la cascada inflamatoria. Asi la toxina del sindrome de shock toxico, producido por
Staphylococcus aureus, es un estimulador de los monocitos mas potente que el LPS de los Gram (-).
a8,11,15)

Es imperativo que el laboratorio efectiie los hemocultivos correctamente e informar resultados exactos
lo antes posible. Los factores criticos que deben decidir los jefes del laboratorio incluyen: tipo de
recoleccion, . el numero'-de toma de muestra, la hora de los hemocultivos, el volimen de sangre a
culuvar “la C

composnmbn del medio de cultivo, cuando y con cuanta frecuencia efectuar
(10,12,16).

: ,subculnvos yla etacmn de los resultados.

:Las’ botellas para hemoculuvo, contienen medio de Ruiz Castafieda modificado o medios bifasicos
comercmles contlenen bnse de caldo soya tripticascina y agar soya tripticaseina, estracto de levadura,

fuente de carbono y nitrogeno, anticoagulante (polianetol sulfonato de sodio 0.03%-0.05%). {1+
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Toma de muestra:
Es necesario seguir unas estrictas normas de asepsia. Los pasos correctos a seguir son:

1. Retirar los tapones externos de los frascos de hemocultivo.

2. Desinfectar los tapones de goma con alcohol-yodo, dejdndolos secar al menos un minuto.
Para reducir la posibilidad de contaminacién con m.o., de la piel, el sitio de venopuncién idealmente
debe prepararse siguiendo estos pasos.

1. Lavar con jabon verde

2. Enjuagar con agua destilada

3. Aplicar tintura de yodo y yodopovidona al 1-2% y dejar secar durante 1 6 2 minutos.

4. Eliminar el yodo con alcohol al 70%.
En la préctica el lavado con jabon verde habitualmente se omite, sin embargo el uso combinado de un
compuesto con yodo y alcohol para desinfectar el sitio de venopuncion es esencial. Si nuevamente debe
palparse el sitio después de su preparacion con yodo-alcohol, habra que desinfectar el dedo o usar un
guante estéril. Si se utiliza yodopovidona, debe omitirse el paso 4. Sin embargo es necesario asegurar
que la solucion de yodo-povidona esté¢ seca antes de hacer la venopuncion.
Pueden obtenerse hemocultivos utilizando aguja y jeringa o por medio del sistema cerrado. Nunca debe
extraerse sangre para cultivos de un catéter intravenoso o intraarterial “in-situ”.
A los adultos se les debe extraer 10-30 ml., de sangre en cada venopuncioén. En lactantes y nifios que
tiene una volemia menor, de 1-5 ml., de sangre para cultivo pueden ser suficientes.
La sangre para cultivo debe agregarse al caldo para cultivo con una relacién de aproximadamente de 1:5
a 1:10 para diluir cualquier cantidad antibacteriana inherte, la accién de antibiéticos circulantes y otras
sustancias antibacterianas.
Mantener los frascos a 37°C.
Lo establecido es la relacion de 3 hemocultivos por paciente, previos a la instauracion del tratamiento
_ microbiano.

El intervalo entre las extracciones deben ser a una hora siempre que sea posible, pero puede acortarse
- hasm I5 minutos si es urgente comenzara con el tratamiento (meningitis). En caso de sepisis y
endocarditis subaguda las extracciones se reparten en 24 horas. Si el paciente esta en tratamiento

antibiético deben obtenerse 6 muestras en 48 horas y recomendable realizar las extracciones antes de la

administracion de la dosis correspondiente de antibidticos.
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FIGURA No. 7

TECNICA DE VENOPUNCION PARA HEMOCULTIVOS

Técnica de venopuncion para obtener sangre para hemocultivousando. Una aguja y jeringa
estériles. Se aplica un torniquete en el brazo por encima del sitio de venopuncion para
distender las venas de la cara anterior del brazo . El sitio se prepara con tintura de yodo
y alcohol.

La sangre se extrae conla agujay jeringa y se inyecta en un frascoapropiado para

ocultlvo Con el finde reducir la posibilidad de contaminacion cutanea, se aconseja

usar -una segunda jeringa para extraer la sangre para el cultivo.

TECIS 6ON
FALLA ¢E ORIGEN
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FIGURA No. 8

SISTEMA CERRADO DE RECOLECCION DE SANGRE PARA HEMOCULTIVOS

Sistema cerrado de recoleccion de sangre para hemocultivo. Consiste en un frasco al vacio y un
catéter con dos agujas. Primero se clampea el catéter con un hemostato y se coloca una aguja en
el tapén del frasco. La otra aguja se usarbpam la venopuntura. Se coloca un torniquete por encima
del sitio de venopuncion. Cuando la aguja entra en la vena, se suelta el hemostato y la sangre es
aspirada directamente hacia ‘el ‘frilsc'o. El vacio esta regulado de forma tal que se extraen
exactamente 10 ml. , de Sangré.
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FIGURA No.9

SISTEMA PARA HEMOCULTIVO.
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OBJETIVOS DE UNIDAD.

Que se aislen e identifiquen las bacterias presentes en sangre, como, por medio de una buena toma de
muestra, cultivo, tinciones, pruebas bioquimicas primarias y secundarias y determinar la susceptibilidad
a los antimicrobianos por medio de la técnica de MIC , para conocer el agente etiologico y sugerir un
tratamiento.

OBJETIVOS DE OPERACION.

1. Que se obtenga y se lleve a cabo una buena toma de muestra (sangre), como, por medio de

una puncién venosa para llevar a cabo su cultivo.

2. Que se incube la sangre por 30 dias, como, colocandola en frascos de hemocultivo, para

favorecer el posible crecimiento bacteriano.

3. Que se detecte crecimiento bacteriano, como, determinando en el frasco de hemocultivo
caracteristicas fisicas, produccion de biéxido de carbono, utilizando indicadores y un frotis
directo, para detectar el microorganismo responsable (Gram + , Gram — o bacilococo) y

posteriormente sembrar en medios de cultivo.

4. Que se siembre de los frascos con crecimiento positivo , como, en medios de cultivo
adecuados de acuerdo al microorganismo observado en el Gram en medios rico ( agar
sangre, agar chocolate) y un medio diferencial o selectivo (cetrimida, Sales manitol, Mac
Conkey, Agar sangre+sucro+dextrosa) para posteriormente identificar al microorganismo

involucrado en cl problema por medio de pruebas bioquimicas primarias y secundarias,

5. Que sc realice prueba de sensibilidad a los antimicrobianos a la bacteria identificada,

como, por la técnica de MIC, para sugerir un tratamaiento. Para Gram (-) o Gram (+).
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Medios de cultivo en caja

Agar sangre

Agar chocolate
Agar Mac Conkey
Agar sales manitol
Agar Biggy

Agar Cetrimida

Agar soya tripticaseina

Medios de cultivo en tubo

Caldo soya tripticaseina
Arginina, lisina, ornitina
Medio malonato

Medio urea

Rojo de metilo

Voges Proskauer

SIM

Nitratos

Hidrolisis de hipurato
Medio o/f

Medio citratos

Material bioldgico
Sangre de carnero
Plasma

Suero descomplementado

MATERIAL

Por equipo
1

W e e et et e

Por equipo
1
lchu

=

[ I .

Botellas de hemocultivo obtenidas de hospitales
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Reactivos

Aceite mineral estéril
Aceite de inmersion
Glicerol

Rojo de metilo

Alfa naflol 5%

Hidroxido de potasio 40%
.. Reactivo de Ehrlich o Kovac’s
. Alfa naftilamina

- Acido sulfanilico

*Pc{indb de hidrogeno 30%
- N-N-tetrametilparafenilendiamina
' Agua destilada estéril

Equipo

Autoclavr

Microscopio optico
Microscopio estereoscopico
Palillos estériles estufa

Asa bacterioldgica Jarra Gas-Pak
Tubos estériles

Mecheros

Porta y cubre objetos.
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DIAGRAMA DE TRABAJO (Para hemocultive normal)

l Frascos de hcmocullivoj

l

f Inc. 37°C /24 hrs-21 dias - J

| .- Sembrar en::

Observacxén de las

“caracterfsticas del I Acet- ]
i frasco de”
hemoculllvo

v

Turbidez, hemdlisis, - .
formacién de gas, olor . Tomar unas golas

fétido, formacién de |y colocarlas en un '
una capa de nata en la L por\lix °_bJ°l°S Y :
superficie, coloracién o ‘fijar.

o tonalidad verdosa. B

‘Inc. 24 hrs/37°C ]

1 |

-+ % 8i hay cxrecimicnto
‘realizar identificacién por
> prucbas bioquimicas

" primarias y secundarias.

<" Teiiir con tincién dc -
¢ Gram

“Observar al microscopio: |, 77 =
+ si existe evidencia;: 2 1

l Realizar antibiograma l
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HOJA DE RESULTADOS
EQUIPO:
M.o. problema.
PRUEBAS REALIZADAS
INDOL
RQOJO DE METILO

VOGES-PROSKAUER

CITRATO

AC. SULFHIDRICO

LISINA

ARGININA

ORNITINA

MOTILIDAD

MALONATOS

OXIDO-FERMENTACION

LACTOSA

MANITOL

SALICIM

MALTOSA

XILOSA

NITRATOS

MANOSA

FRUCTUOSA

NITRATOS

UREA

OXIDASA

CATALASA

COAGULASA

HIDROLISIS DE HIPURATO

TINCION DE GRAM

NOVOBIOCINA

M.o. Ildentificado:

Ver tablas de identificacion.

FECHA:
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HOJA DE RESULTADOS.
ANTIBIOGRAMA
g
SENSIDISCO S(sensible) QR(Resistente) I(Intermedio)
Amikacina
Gentammicina

Amoxicilina-Ac. Clavuldnico

Ampicilina

Sulfametoxazol-Trimetoprim

Cefazidima

Penicilina

Doxicilina

Ampicilina

Clindamicina

Eritromicina

S

Ver anexo para obtener resultados.
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SECRECION DE HERIDAS

Introduccidn:

Las infecciones en heridas son caracteristicamente polimicrobianas.

Las infecciones de las cuales se obtienen muestras de heridas y abscesos pueden ser exdgenas o
endo6genas, Las exdgenas incluyen las asociadas con heridas traumaticas, heridas o ulceras por decubito,
mordeduras de animales o humanos, quemaduras o cuerpos extrafios en la piel o mucosas. Estas lesiones
con frecuencia son colonizadas por bacterias ambientales y los hisopados a menudo no reflejan la

verdadera causa del proceso infeccioso®™®

Las heridas y abscesos endégenos pueden asociarse con apendicitis, colecistitis, celulitis, infecciones
dentales, osteomielitis, empiema, artritis séptica, sinucitis o muchas otras infecciones internas. Gran
nimero de éstas infecciones son secundarias a procedimientos invasivos, manipulaciones quirirgicas o
colocacidn de protesis. Otras ocurren por diseminacion hematégena desde sitios primarios de infeccion

o por extension directa de contaminantes bacterianos en presencia de visceras rotas, en particular el
intestino grueso.

Por lo general son causadas por bacterias anaerobias, cuando se recogen las muestras se debe tener

cuidado de asegurar que éstas sean mantenidas en condiciones anaerobias durante el transporte!!*

Los microorganismos de las heridas reflejan su localizacion anatomica, la forma en que se las infligio
(quirurgica o traumatica), ¢l medio en que se produjeron y el grado de contaminacién microbiana de las
areas adyacentes perforadas en el proceso. Estas consideraciones son complementarias de las de orden
general que mantienen un adecuado equilibrio huésped-parasito, pero no las sustituyen. Las heridas
traumdticas se complican comunmentc con microorganismos nativos aerobios, especialmente
Staphylococcus aureus, Streptococcus grupo A 'y D Enterococcus, Pseudomonas aeruginosa,

Enterobacterias, Flavobacterias y Acinetobacter spp.
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Entre las bacterias anaerobias asociadas a heridas traumaticas, predominan los clostridios histotéxicos y
neurotdxicos que en condiciones favorables pueden llevar a la gangrena gaseosa o tétanos. Los
clostridios asociados a la gangrena gaseosa son Clostridium perfringes tipo A, Clostridium septicum y
Clostridium novyii . El diagnéstico de gangrena gaseosa es estrictamente clinico, el aislamiento de
clostridios puede alertar al clinico; pero no constituye un diagnostico de celulitis ni de mionecrosis
clostridiales. Clostridium tetani no debe de ser un problema en una poblacion debidamente inmunizada.

Las heridas infligidas con arma blanca, no sélo requieren una intervencion quirirgica experta sino

también atencién microbiol6gica exhaustiva®4?

Las infecciones que dificultan la cirugia pueden ser de dos clases. Una, la llamada infeccion por heridas,
indica por lo regular una complicacién de una técnica quirirgica limpia, llevado a cabo en las mejores
condiciones posibles de asepsia en tejidos generalmente estériles y no visiblemente contaminados
durante la intervencion quinirgica, dicho evento puede ser por Staphylococcus aureus , enterococos o
bacilos Gram negativos y actualmente se ven pocas veces Streptococcus pyogenes, Bacillus subtilis,
corinebacterias, neumococos, etc. Otra, cuando el cirujano realiza toda su tarea o parte de ella en un

drea no aséptica, con un determinado porcentaje de alteraciones infecciosas que a menudo reflejan el

estado de salud del paciente. Entre las bacterias figuran E. coll, Pseud: aerugii Proteus spp,
el grupo Klebsiella-Enterobacter-Serratia, Providencia  spp, flavobacterias, Acinetobacter y
Bacteroides spp'?

La contaminacién microbiana de las quemaduras graves puede ser un riesgo mortal. El microorganismo
mas comiin y mas dificil de eliminar es Pseudomonas aeruginosa , a menudo junto con flavobacterias
y otros bacilos gram negativos, Staphylococcus que abundan en el medio o en la piel no afectada del
paciente. El analisis microbiolégico temprano de las quemaduras mucstra generalmente gran niumero de
variados microorganismos, muchos eventualmente complementados por las bacterias anteriormente
citadas®?
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Toma de muestra:

El método mas deseable para recolectar muestras cutdneas de lesiones pustulosas o vesiculares
consiste en aspirar el liquido o pus de la profundidad de la herida con una aguja y jeringa estériles.
Primero debe descontaminarse el sitio con jabén quinirgico y un antiséptico suave. La misma jeringa
correctamente cerrada puede usarse como envase transportador; sin embargo, si se prevé una demora

del procesamiento de mas de 30 minutos, la muestra debe transferirse a un envase anaerobio.

Si es dificil obtener material con aguja y jeringa , debe usarse un hisopo y en ocasiones es necesario
separar las margenes cutineas adyacentes. El hisopo debe colocarse de inmediato en un envase para

transporte apropiado (anacrobio) o inocularse directamente en medios de cultivo para anaerobios,

segiin circunstancias.

El tejido obtenido por debridacion o biopsias puede ser una fuente de informacion para las infecciones.
Como el riesgo de contaminar la muestra con la flora normal y transitoria es muy grande, la

recoleccion cuidadosa de la muestra es muy importante para el diagnéstico de laboratorio.

El material de un absceso no drenado anteriormente, debe de contener el o los agentes etiolégicos de la
enfermedad en {a mayor parte de los casos. En cambio una herida abierta, dlcera o fistula se contamina

a menudo con microorganismos cutineos, de las mucosas o del medio ambiente.
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OBRJETIVOS DE UNIDAD.

Que se aislen e identifiquen las bacterias que ocasionan infecciones en heridas, como, por medio de
una buena toma de muestra, cultivo, tinciones, pruebas bioquimicas primarias y secundarias para
conocer el agente etiologico.

OBJETIVOS DE OPERACION.

I. Que se obtenga la muestra de una herida, como, aspirando el liquido o pus de la profundidad
de Ia herida con la ayuda de una aguja y jeringa estériles, o bien con un hisopo, debridando la

herida, para su siembra en los medios adecuados.

2. Que se siembre la muestra, como, en medios de cultivo de Tioglicolato Agar Sangre, A.
Chocolate, Sales manitol, Mac Conkey, cetrimida, para obtener crecimiento de la posible flora

bacteriana involucrada en el problema.
3. Que se identifique el género bacteriano, como, por medio de tinciones, (gram, y diferenciar si
es G+ o G- y su morfologia), catalasa, oxidasa, motilidad, 6xido —fermentaciéon de glucosa,

para elegir las pruebas bioquimicas secundarias ¢ identificar la especie.

4. Que se identifique la especie bacteriana, como, con pruebas bioquimicas secundarias, para dar

un resultado de género y especie.
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MATERIAL

Medios de cultivo en caja.
Por equipo

Agar sangre 1
Agar chocolate 1
Agar sales manitol 1
Agar Mac Conkey 1
Agar cetrimida 1

1

Agar soya tripticaseina

Medios de cultivo en tubo

Por equipo ~
Caldo soya tripticaseina 2
Lisina, ornitina, arginina, fenilalanina lclu
Gelatina : 1
Malonato
Medio de Stuart
Citrato

Vogues Proskauer

KIA o TSI

SIM

Nitratos i

1

1

i ) 1

Rojo de metilo 1
1

1

1

Hidrélisis de hipurato 1
Medio de O/F 1

De los siguientes CHOs,se requiere 1 por equipo y 10 por grupo de cada uno: sorbitol, manitol, xilosa,
manitol, glucosa, maltosa, sacarosa, galactosa,trealosa.
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Reactivos

Aceite de inmersion

Aceite mineral estéril
Agua destilada estéril

Rojo de metilo

Alfa naftol 5%

Hidroxido de potasio 40%
Reactivo de Ehrlich o Kovac’s
Alfa naftilamina

Acido sulfanilico

Zinc metilico

Cloruro férrico

Cristal violeta

Lugol

Alcohol acetona

Safranina

Peroxido de hidrogeno 30%

N-N-tetrametilparafenilendiamina

Otros

Pipetas de 1 ml. estériles
Pipetas de 5 ml. Estériles
Asa bacterioldgica
Palillos estériles
Mecheros

Porta objetos

Cubre objetos

Papel filtro estéril

Material bioldgico

Sangre de camero

Plasma

Suero descomplementado
Equipo

Microscopio optico
Microscopio estereoscopico
Estufa

Bailo mari
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DIAGRAMA DE TRABAJO

l Muestra, secrecién de heridas J _—

Enriquecer en caldo
BHI

I Sembrar por dilucién en: la/

*'Sembrar en AS en
- condiciones de
anaerobiosis.

Comparar el tipo

de crecimicnto en
anarrnhingic

y
Identificar género
- por medio de

prucbas
- - bioquimicas.

‘. g Identificacién de género'y
SClCCCIPHHr IR C,SPCCAi‘? con pruebaq Sl
colonias - .| - primarias : y secundarias. > |7
sospechosas R N AT
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HOJA DE RESULTADOS

EQUIPO: FECHA:

INDOL

ROJO DE METILO

VOGES-PROSKAUER

CITRATO

TSI o KIA

AC. SULFHIDRICO

UREA

¢-ALANINA

LISINA

ARGININA

ORNITINA

MOTILIDAD

MALONATO

]
GELATINA I

OXIDO-FERMENTACION

MANITOL

ADONITOL

SORBITOL

GLUCOSA

SACAROSA

MALTOSA

XILOSA

GALACTOSA

TREALOSA

NITRATO

OXIDASA

CATALASA

TINCION DE GRAM

M.o. Identificado:

Ver tablas de identificacion.
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DISCUSION

Para el diagnéstico bacteriolégico se debe seguir un programa bien definido de procedimiento y
control de calidad con la finalidad de asegurar un buen resultado en el estudio microbiolégico en cada
una de las técnicas a trabajar y establecer los estidndares necesarios para satisfacer los requerimientos
de cada enfermo.

El personal de bacteriologia tiene la 1ltima responsabilidad para asegurar que una técnica
estandarizada sea seguida cada vez que llega un nuevo paciente y que los procedimientos sean llevados

a cabo adecuadamente.

Es de suma importancia conocer las técnicas cominmente utilizadas para la identificacion bacteriana y
lograr llegar a un buen diagnostico.
Un factor importante que produce errores en el Diagndstico Bacterioldgico es sin duda la modificacion

o alteracién de la toma de muestra asi como omitir pasos en ¢l diagrama de trabajo ya estandarizado.

Aunque suele ser imposible prever y evitar las contaminaciones ambientales (estufa y refrigerador) que
alteran la pureza de los medios de cultivo antes y después de ser inoculados se puede reducir a un
minimo su ocurrencia, tomando las debidas precauciones. Las estufas y refrigeradores estan sucios

porque no existe un programa de mantenimiento y limpieza y no porque sca comiin la contaminacion.

~El bacteriélogo puede sugerir al médico un Diagnostico y un Tratamiento , por medio de un

dntibiograma para los pacientes que asi lo requieran o sean pedidos.

En la preparacion de los medios asi como en ¢l proceso de sembrado y manejo de las muestras el
bacteridlogo debe realizar buenos procedimientos asépticos y profesionales para disminuir el riesgo de

contaminacion y evitar dar malos resultados en el diagnéstico.
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CONCLUSIONES

Al proporcionar al estudiante de Bacteriologia Diagnéstica una introduccion practica a la
identificacion en el laboratorio de los agentes microbianos asociados con enfermedades
infecciosas de tipo bacteriano se favorece el aprendizaje y se amplia su conocimiento en el
area microbiolégica.

Los alumnos al término del semestre salen con una visién mas amplia sobre los diversos
enfoques en el laboratorio de Bacteriologia para proporcionar a los médicos resultados
oportunos y determinar un diagnostico y tratamiento enfocado principalmente a aquéllas
muestras de origen humano.

Mediante una revision bibliografica y la practica se conocieron los patrones que afectan para

obtener un buen diagnéstico bacterioldgico y la forma adecuada de una toma de muestra.

Entre los principales factores que afectan este tipo de diagnéstico se encuentran: la mala
toma de muestra, falta de control de calidad y un programa de control ambiental en el
laboratorio al inocular los medios y trabajar las muestras, mala eleccion , manejo y
preparacion de los medios de cultivo.

Se recomienda que todo el personal del equipo de salud que se encuentre involucrado en un
diagnéstico bacteriologico desde el tiempo de la preparacion de los medios y material hasta
¢l momento mismo de su utilizacion y reporte de resultados, cuente con los conocimientos
necesarios, la capacitacion y responsabilidad necesarios para éste tipo de analisis, pues
cualquier omision o error en las consideraciones antes mencionadas pueden causar errores
significativos para dar un buen resultado en el diagndstico y tratamiento de los

microorganismos encontrados.
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1.

Los objetivos planteados inicialmente se cumplieron satisfactoriamente, ya que se le
proporcionaron al alumno toda una gama de herramientas para llevar a cabo un buen diagnéstico

bacteriolégico, asf como tener las técnicas de rutina de los analisis mas comunes.

El presente trabajo servira a los alumnos que cursan la materia de Bacteriologia Diagndstica, asi
como a todas aquéllas personas que estan involucradas en el diagnéstico microbioldgico, ya que
posee diagramas de trabajo, técnicas y tablas de identificacién de los microorganismos patégenos
mas comunes que afectan al ser humano.

El manual fue elaborado en base a los insumos con que cuenta el laboratorio y en ciertas partes

estdn limitadas las técnicas por el mismo motivo.
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ANEXO No. 1
TINCIONES BACTERIOLOGICAS

PARA OBSERVACION DE LA CAPSULA:

Tincidn_negativa: Se coloca una gota de tinta china y una asada del microorganismo en cuestion, se
extiende sobre el portaobjetos, se deja secar y se observa al micrscopio.

No tifie el objeto. Tinta china: si la bacteria esta rodeada totalmente por la tinta entonces no hay capsula
y si hay un espacio entre la bacteria y Ia tinta entonces esto quiere decir hay presencia de capsula, por
que la tinta china tiene carga negativa al igual que la capsula.

Bacterias capsuladas: Se vislumbra el cuerpo bacteriano obscuro y alrededor de ésta se ve un espacio

transliicido en donde no penetra ¢l colorante, por la presencia de la capsula.

TINCION DE GRAM:
Colocar una gota de agua destilada estéril en un porta objetos y hacer un frotis con una muestra de
bacteria (tocando la colonia con el asa).
Secar al medio ambiente.
Fijar al calor del mechero.
Agregar cristal violeta por 1 minuto.
Lavar al chorro del agua.
~Agregar lugol por 30 segundos.
Decantar
“ Decolorar con alcohol.-acetona 15 segundos.
- Enjuagar al chorro del agua.
Agfegar safranina por 1 minuto.
Enjuagar al chorro del agua.
Secar y observar al microscopio
Gram positivas (se tifien de azul o morado)

Gram negativas (se tifien de rojo o rosa)
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TINCION DE ACIDO AL.COHOL RESISTENTES:

Ziehl-Neelsen.

>

© ® NS ©

Realizar frotis sobre un porta objetos.

Cubrir el frotis seco, fijar por calor o (metanol tibio en caso de muestras clinicas), con un
pequeiio rectdngulo de papel filtro.

Aplicar de 5-7 gotas de carbolfucsina para mojar completamente el papel filtro.

Panar la flama por debajo del portaobjetos cubierto con la solucién hasta que se evapore pero
sin dejar secar.

Quitar el papel con una pinza, enjuagar con agua y dejar secar.

Decolorar con alcohol-dcido hasta que no aparezca colorante en el lavado (2 minutos aprox.)
Agregar el azul de metileno (1 a 2 minutos)

Enjuagar, escurrir y secar al aire (1 a 2 minutos)

Examinar con un objetivo de inmersién 100x.

*Las mycobacterias se tifien de rojo y el fondo de azul celeste.
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TECIS COW

Kinyoun: Método modificado de Ziehl-Neelsen EAU.A L,E ORIG-N |
- 113 B e

Hacer frotis, y fijar.

Cubrir el frotis con Fucsina fenicada 3 minutos.
Lavar con agua corriente.

Decolorar con 4cido sulfiirico 1%, hasta que ya no corra el colorante
Lavar

Contrastar con azul de metileno 30™

Y Y V VY VY

A\

Y

Lavar, secar y observar
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ANEXO No. 2

C1L AN OO

R m

O N cnbaent 1 AN

LIMITES MICROBIANQS DE

IREY

Clase 100 3530* Cero <3
Clase 1000 35300¢ 247* -
Clase 10000 353000* 2470* <20

Clase 100000 3530000* 24700* <100
*Niimero Maximo de Particulas permitidas por metro cubico.
RFICIE EN B, <1116>

Nivel de Unidades Formadoras de Colonias 8UFC) en el aire.

VO pormctro culico de ane

Eaposionn 30 mm
LEC caja petn

100 Menor de 3
10,000 Menor de 20 10
100,000 Menor de 100 15

*Definid en el Federal Standard 209E, September 1992.

**Volumen suficiente de aire que debe ser muestreado para producir resultados finitos.

Clase LHC por placa de contacto

Nivel de UFC para Superrficies de Equipos e Instalaciones.

100
10,000 S
100,000 10

Guantes Cubre bocas/botas/traje

*Placa de contacto variable entre 24-30 centrimetros cuadrados. Cuando se utilice n hisopo debe cubrirse

un drea mayor a 24 cm cuadrados pero menor a 30 cm cuadradoos.

Nivel de UFC en Superficies del Uniforme del Operador.

100

3

5

10,000

20

10

Placa de contacto variable entre 24 a 30 centimetros cuadrados . Cuando se utiliza un hisopo debe

cubrirse un area mayor a 24 cm cuadrados pero menor a 30 cm cuadrados.(5)
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ANEXO No. 3

BIOTEST RCS.

102

Existen dos tipos de Biotest: el RCS y el RCS Plus. Ambos utilizan el mismo principio.

El RCS es el mas sencillo, su control del tiempo de muestreo sc controla por medio de botones en
intervalos que vandesde 30 segundos hasta 8 minutos, ofreciendo una capacidad de analisis de 20 a
320 litros, a una velocidad de 40 litros de aire por minuto.

El equipo utilizado debe ser calibrado y verificado de acuerdo a los siguientes parametros:

# Eficiencia de las baterias
%> Angulo de las aspas del abanico

» Tiempo de muestreo.

: ‘El equipo:RCS pfus, es mas novedoso. Tiene capacidad de almacenar un total de 10 volimenes de
- "muestreo dlfercmes Presenta 7 memorias preestablecidas cuyos valores son: 10, 20, 50, 100, 200, 500
o y: 1000 htros en orden ascendente. Las tres memorias restantes quedan disponibles para las necesidades
kde cada empresa y pueden ser desde | a 999 litros. Tiene una velocidad aproximada de 54 litros de

aire por minuto. Tiene alarma sonora para indicar que se ha terminado el muestreo.
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ANEXO No. 4

MAS 100 (Merck Air Sampler 100).

El MAS 100 es un equipo de monitoreo de ambiente para deteccion de carga
microbiana en areas estériles y puntos criticos. E| MAS 100 genera una corriente
de aire que serd succionada y que servird de transporte para los diversos
microorganismos existentes en el drea muestreada. Dichos microorganismos
impactaran sobre una superficie de agar, rica en nutrientes, que permitira el
crecimiento de los microorganismos succionados y su posterior lectura en UFC ,
La concentracidn de microorganismos de dichos ambientes, debera ser reportada

por UFC por litros de aire succionados.
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ANEXO No. §

SISTEMAS PARA MONITOREO DE SUPERFICIES

HY - LITE +2 ENVIROCHECK RODAC PLATES.

- o
'M-hnm. unda'ﬂl!

=wc1g CON |
FAL.A 5 ORWGEN |
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ANEXO No. 6
READYCULT.

lehange 1o -
alischagpe weares .

- No
SO oV

Prueba rapida para la determinacion de presencia/ausencia de coliformes totales y E.
Coli en 18-24 hrs., enagua de consumo humano o de proceso (El método tradicional
tarda 72 hrs., para la determinacion de E. Coli)

La determinacion de presencia /ausencia de estos m.p., se lleva a cabo mediante dos
reacciones enzimaticas. La primera reaccion con el sustrato cromogénico X-
galactosidasa genera una coloracion azul ante la presencia de coliformes totales. La
segunda reaccion con el sustrato MUG genera una fluorescencia al leer bajo luz
ultravioleta, Ambas reacciones tienen un grado de certidumbre de 97-99%. Dicha
certidumbre puede ser aumentada por la reaccion de Indol con el reactivo de Kovac’s.
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ANEXO No. 7
NUMERO MAS PROBABLE DE ORGANISMOS
Tubos inoculados: 3 con 10 ml de la muestra (serie 1)
3 con1 mlde la muestra (serie 2)
3 con 0.1m! de la muestra (serie 3)

N Ll st o
3 R A NN o Fnores de contranza

(KLY Ll Ot (R
Minimia AN RRNTIT

0 0 1 3 0.5 9

0 1 0 3 0.5 13

1 0 0 4 0.5 20

1 0 1 7 1 2]

1 1 0 7 1 23

1 1 1 11 3 36

1 2 1] 11 3 36

2 0 (] 9 1 36

2 0 1 14 3 37

2 1 (] 15 3 “

2 1 1 20 7 89

2 2 0 21 4 47

2 2 1 28 10 160
3 0 (1] 23 4 120
3 0 1 39 7 130
3 0 2 64 15 380
3 1 0 43 7 210
3 1 3 75 14 230
3 1 2 120 30 380
3 2 0 23 15 380
3 2 1 150 30 440
3 2 2 210 35 470
3 3 0 240 36 1300
3 3 1 460 71 2400
3 3 2 1100 150 4800 j

(10)
Ejemplo:

Seriel (3) Serie2 (1) Serie3 (0) R=43NMP/100 ml.
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ANEXO No 8,
HOJA DE RESULTADOS ESPERADOS EN CONTROL DE CALIDAD DE MEDIOS DE CULTIVOQ.

NMedho e Fotevsnbn romovion o Inhibhacion Shicroarcanosme Respuesta

cultinve Crecmnent Crecimien Hunpimmea
Streptococcus pyogenes | Colonias pequeilas claf
+ + Grupo A con B-hemolisis en 24
AGAR Streptococcus pneumonia{ Colonias grandes y
SANGRE | * + blancas con a-heméli
en 24 hrs.
Staphylococcus aureus Colonias grandes y
+ + blancas con 3-hemdlis
: en 24 hrs.
Haemophilus influenzae t§ Colonias pequeiias en
forma de rocio bien
definidas en 24 hrs,
en presencia de CO,
:Neisseria meningitidis Colonias planas con
- tonalidad verdosa en

24 hrs., en presencia
de COz
tococcus pneumonia{ Colonias grandes y

i blancas, con a-hemol
en 24 hrs., en presenci
de COz
Colonias amarillas
grandes, con borde
estrellado, con cambid
del medio.
nonas aeruginosa| Colonias blancas grand

: B , con borde estrellado,
sin cambio del medio.
Colonias blancas

AGAR
CHOCO
LATE

1+
+

‘Escherichia coli

AGAR .

BROLA
CIN

Candida alb ican:s:

S o R Colonias amarillas
AGAR ) '} Escherichia coli grandes y el medio
EMB i sin cambio

Pseudomonas aeruginosa} Colonias rosadas grang
y el medio sin cambio

Staphylococcus aureus
No crecimiento.
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Moo de caline

[ ENTRRI YL

Cocvamnont

Fooooon

Iy on

Chocnone g

Mavron

BTN

THNTITINE

T

AGAR Enterobacter aerogenes Colonias amarillas
VERDE - ATCC grandes y el medio
BRILANTE sin cambio.
Pseud, aerugis Colonias rosadas
+ - + ATCC grandes y el medio
sin cambio.
Staphylococcus aureus
+ - - ATCC. No cambio.
Staphylococcus aureus Cto de colonias
+ + - ATCC. regulares y blancas co
AGAR brillo, vire del medio
SALES rosa a amarillo.
MANITOL Pseudomonas aeruginosa
+ - + ATCC., No crecimiento.
Escherichia coli ATCC.
+ - + No crecimiento.
Staphylococcus aureus. Al
AGAR Pseudomonas eeruginosa
MUELLER |+ + ATCC.
HINTON Escherichia coli Se realizaron
ATCC. antibiogramas.
Esterilidad: (+) No cc do; (+) C do

Promocion de crecimiento: (+) Desarrollo del m.o.; (-) No desarrollo del m.o.
Inhibicién de crecimiento: (+) No desarrollo del m.o.; (-) Desarrollo del m.o.
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Ancxo No. 9. Tabla dc lectura para AP 20-E . UNA
EXi 9
TABLA DE LECTURA.

ONPG Ortonitrofenolgatactésido | B-galactosidasa Incoloro Amarillo (1)
ADH Arginina Arginina dehidrolasa Amarillo Rojo/naranja (2)
LDC Lisina Lisina descarboxilasa Amarillo Naranja
ODC Ornitina Ornitina descarboxilasa Amarillo Rojo/naranja (2)
CIT Citrato sodico Utilizacion del citrato Verde palido/amary Azul verde/azul (3)
H,S Tiosulfato sddico Produccion de H,S 1 ncoloro/grisaceo dsito negro
URE Urea Ureasa Amarillo
TDA Triptofano Triptofano desaminasa

Amarillo Marron oscuro
IND Triptofano Produccion del indol JAMES/ INMEDIATO o0 IND/ 2 min

JAMES =~ = JAMES
incoloro Rosa
verde claro/amarillo
IND IND

Amarillo Anillo rojo
VP Piruvato sodico Produccion de acetaina. . LVP 1 mas VP 2 / 10 minutos

Incoloro Rosado/rojo
GEL Gelatina de Kohn Gelatinasa No hay difusion}  Difusion de pigm)|

pig 0 negrd Negro.

GLU Gl Fer ion/oxidacion (4) | Azul/azul verdoso | Amarilio
MAN Manitol Fermentacion Joxidacion (4) | Azul/azul verdoso } Amarillo
INO Inositol Fer ion /oxidacion (4) | Azul/azul verdoso ] Amarillo
SOR sorbitol Fermentacion /oxidacion (4) | Azul/azul verdoso | Amarillo
RHA Ramnosa Fer ion /oxidacion (4) | Azulazul verdoso | Amarillo
SAC Sacarosa Fermentacion /oxidacion (4) | Azul/azul verdoso__| Amarilio
MEL Melobiosa Fermentacion /oxidacion (4) | Azul/azul verdoso | Amarillo
AMY Amigdalina Fer ion /oxidacion (4) | Azul/azul verdoso | Amarillo
ARA Arabinosa Fermentacion /oxidacion (4) | Azul/azul verdoso | Amarillo
(034 Sobre papel filtro Citocromo oxid OX [ 1-2 minutos

Incoloro violeta
NO, Produccion de NO, NIT 1 mas_NIT2/2-3 minutos

Tugo GLU
Amarillo Rojo
Zn
NO, Produccion a gas N;
—Reje————— Amarilo—
MO8 API M o Microscopia Movilidad 1Inmovil Movil
MCC Medio Mac Conkey Crecimiento A i Presenci
OF Glucosa (API OF) Cerrado : Fermentacion Verde Amarillo
Abierto: Oxidacion Verde Amarillo

1) Un amarillo muy palido debe considerarse como positivo

2) Un color naranja después de 24 horas de incubacion debe considerarse negativo

3) Lalectura debe hacerse en la cupula (anaerobiosis)



* Ancxo No, 10, Diversos Frascos dé hemocullivo

UNAM

ANEXO NO. 10

DIVERSOS FRASCOS PARA HEMOCULTIVO

TUBO DE SISTEMA ISOLATOR BOTELL A DE SISTEMA BACT/ALERT

TFCIS co
FAL' ’%m

et
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BOTELLA DEL SISTEMA SEPTI-CHECK BOTELLA DE RUIZ CASTANEDA

BOTELLA DE SISTEMA BACTEC.
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Anéxo No. 1i.- Filtsacién de membrana para Pseudk UNAM

FILTRACION DE MEMBRANA PARA PSEUDOMONAS

I Colocar 100 ml., de la muestra (agua declorada) |

LFiltrar con filtros nﬁllipore de 0.22p de didmetro 1

Realizar conteo colonial en la cuadricula y auna

lizar prueba de oxid

Correr pruebas bioquimicas primarias y
;.Y secundarias..
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Tabla No. |- Identificacion para Staphyl yMicr

UNAM

TABLA No. 1

TABLA DE IDENTIFICACION PARA

Staphylococcus y Micrococcus.

Ty

Crecimiento anaerobias

Catalasa

+|+

+|€

o+

Oxid

Carbohidratos (formacion de &cidos)

Glucosa

Lactosa

Maltosa

Manitol

Manitol (aerdbico)

++l++]+]+[m]e

+| |af+|al+]|m|

Sucrosa

Xilosa

Voges Proskauer

Reduccion de nitratos

+

e]a

als |aja} jalala|+|O

Licuefaccion de gelatina

Ureasa

Arginina hidrolasa

Fosfatasa

Coagulasa

I Y 1 e

[N -SRI -N[-5

Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus saprophyticus
Micoroccecus luteus
Micrococcus afermentans
Micrococcus varians, M. Lactis
7. Micrococcus roseus

Ealhalbaibadl s doud

" Resultados muy variados en éste _método.

(d) Resultados dudosos.
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Tabla No. 2. Identificacién para Streptococcus UNAM

TABLA No. 2

TABLA DE IDENTIFICACION PARA

Streptococcus.

Hemdlisis I I II _

Crecimi a45°C - - - -4 -1 - - -1 + -

Requerimiento de CO, - - - - - - . + - - - ~

Cr i en 6.5% NaCl - -1 - - -] - - - - - -
Crecimiento en 10% de bilis <y 4+ -1 + - . - + d d

Crecimiento en 40% de bilis -1+ - - - - d d d
Crecimiento en 1/4000 de telurito - d . d d d
Carbohidratos (formacién de acido)

Glicerol - -1l -1+ - -1 +] - - - - -

Lactosa +[ dl d| d] -1 +| -1 +{ +] + +] +

Maltosa + +] +[ +l +] d +7 +] +] + +] +

Manitol -t -1 -1 -0 -4 - 41 - - - - -

Rafinosa -1 -4 -1 - ~t -1 -1 4d d - d

Salicin +] +{ d} df +| +] +] +] | +[ +] +

Sorbitol - -t d} - -1 +] +| - - - - -

Sucrosa +] +] +1 + +| +| +] + + + +

Trealosa +] +f +] ] - < +[ +] d{ +| +] d

Vogues Proskauer - . . . - d + -

Hidrolisis de esculina =]l -f -1 d| ~{ + -~ + dj d
Licuefaccion de gelatina - -1 - - -1 - - - - - - .
Hidrélisis de arginina +{ +{ + - - +] + - -
Hidrolisis de hipurato -1 +1 d - - - - - - - N -
CAMP -1 +! -1 - -1 -1 -1 - - - - - - -
Solubilidad en bilis -4 <1 -1 - =] <] -1 -] +] - - - - -
Sensibilidad a bacitracina 0.04 U.1. +1 v) o v] - =l -] -1 -1 vl - - - - -
Sensibilidad a optoquina -} -1 - - -] -7 - -1 +f - - - - -
1. Streptococcus pyogenes 8. Streptococcus anginosus

2. Streptococcus agalactiae 9. Streptococcus pneumoniae

3. Swreptococcus dysgalactiae 10. Streptococcus salivarus

4. Streprococcus equisimilis 11. Streptococcus milleri

5. Streptococcus equi 12. Streptococcus sanguis

6. Streptococcus zovepidemicus 13. Streptococcus mitior

7. Streptococcus grupo E 14. Streptococcus mutans
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Tabla No. 3. Identificacion para Corynebacterium y blisteria UNAM

TABLA Neo.3

TABLA DE IDENTIFICACION PARA

Corynebacterium y Listeria

Motilidad -1 -1 - -1 - - -] - - - - + + +
Catalasa +] +] +] +f +] o+ +]| +| - - + + +
Produccion de granulos metacromaticos| d - + +| + + - d d d - - -
Hemolisis en agar sangre-suero d] +} - -l d) d] -1 -1 +] + + + - .
Utilizacién de carbohidratos en O/F F| F| F| F| F| F] -] -| F| F F F F F
Produccién de 4cido a partir de:
Glucosa +f ] +] ] ] ] - - +} + + + + +
Lactosa -1 -1 -1 -1 dp d] -1 -1 +] +] -1 d] + +
Maltosa df +{ - - +] + + + +
Manitol - -1 - < - . . - - - N . + Y
Salicin - -1 - - - - A - - - pre ¥ +
Sucrosa - -1 +} +| - d - - +] d d d - -
Trealosa - +| -] +] - - -] . - - - + + +
Xilosa - - - . . - . R - + d - - -
Vogues Proskauer - -] - -{ - - -1 - - - N e + +
Hidrolisis de esculina . . . . B - . + + +
Licuefaccion de gelatina - +] - - -{ d] -1 -1 +] + - - - -
Reduccion de nitratos +| - + +{ d{ -] +[ - . - - - -
Ureasa -+ -] df +] +] -] +] - - - -
Hidrolisis de arginina - - - -~ +| +{ - - - - -

1. Corynebacterium diphteriae 8. Corynebacterium hofmannii

2. Corynebacterium ulcerans 9. Corynebacterium hacmolyticum

3. Corinebacterium xerosis 10. Corynebacterium pyogenes

4. Corynebacterium atinrium 11. Corynebacterium vaginale

5. Corynebacterium renale 12. Listeria monocytogenes

6. Corynebacterium ovis 13. Listeria gravi

7. Corynebacterium bovis 14. Listeria murrayi
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Tabla No. 4. ldenti i6n para Clostridium UNAM
TABLA No. 4.
TABLA DE IDENTIFICACION PARA,
Clostridium
Motilidad =] ] Fj H] ] A ] ] ] ] ]+ O+ + + | +] +
Esporas UX| UX| TX| VX| VX| VX| VK| TX| TX| VX| UX| ux| vz| uvx] wvx| ®& 1 & | v
Microaerofilico el L #) - sl ) e ) =) -] -} -] - - - - |+
Hemolisis +] -] -] +| + - -] +] + - d + | +
Acido a partir de:
Glucosa +]| +| ] ] 4| ] +] ] ] ]+ +]| +] + + + -] -
Lactosa +] +| +] +] +} ] +] -} | -} -] =} -] =~ - - -1 -
Salicin =] 4+ ] )+ H] -]+ -1 -] -] - - - -] -
Sucrosa A+ +| + +] +] - +] ] -] -] -] -] - - - - - -
Reduccién de +1 o+ +] -]+ + -] - e =] #a +al +a | *a| *a| -
NO;
Indol -l -T-C~l-T-T-l-T-Tdl <t--Tbl +{ + 1 +1 +] -
Gelatina +| - S N Y Y + + T _ W
Digestion(came)] -] -] -] - -] =] -] -] <] =] -] +[ +] + + - - +
Ureasa “l =l =1 e} el -t o)) of -] -] d] -] - + - +
Acido sulfhidrico§ +) -] -] -} - +! . + + + -+

Clostridium welchii
Clostridium butyricum
Clostridium terticum
Clostridium carnis
Clostridium fallax
Clostridium septicum
Clostridium chauvoei
Clostridium innocum
Clostridium difficile

VNN

10. Clostridium oedematiens

11. Clostridium botulinum

12, Clostridium botulinum C,D.E
13. Clostridium sporogenes

14. Clostridium bifermentans

15. Clostridium sordellii

16. Clostridium tetanomorphym
17. Clostridium tetani

18. Clostridium histolyticum
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Tabla No. S. Identificacion para 4 b

, Moraxclla, Brucella y Bordetella

UNAM

TABLA No. 5

TABLA_DE IDENTIFICACION PARA

Acinetobacter, Moraxella, Brucella y Bordetella.

Gram - - - - 1= - - - g - - -
Catalasa + J+ j+ |+ |+ ]d + I+ ]- + |+ |+ +
Oxidasa - - + I+ T+ 1+ J+ q+ g+ {+ I+ {4+ -
Produccion de icido en O/F o j- - - - - - - O |[-a j-a [-a .
Hemolisis BB |- - - 8 - - -p |- - -
Crecimi a42°C + |+ |- D |- - d {+ [- |- - 1- .
Crecimiento en agar sangre + |+ |- D {+ [+ [+ I+ |+ |+ )+ [+ +
Requerimientos de suero - - + ID |- - - N - - - - -
Crecimiento en agar Mac Conkey + {+ 1- |D |d 1I- + 1. - - - 1- +
Citrato como fuente de carbono + |d - D |w |- - d - - - - d
Acido a partir de:
Glucosa + |- - - - - - - - - - - -
Lactosa + [- - - - - - - - - . - -
Maltosa d_ |- - - - - - - + 1- - - .
Xilosa + |- - . B . |- . |- N +
Reduccion de nitratos - - + d d d + |- d + 1+ |+ .
Licuefaccion de gelatina d - + - - + - - d - - - -
Ureasa d |- - - d |- + |- - + [+ |+ +
@-alani - - - - - - + (- +

1. Acinetobacter anitratus 8. Moraxella urethralis

2. Acinetobacter iwoffii 9.  Moraxella Kinglii

3. Moraxella lacunata 10. Brucella melitensis

4. Moraxella nonliquefaciens 11. Brucella abortus

3. Moraxella osloensis 12. Brucella suis

6. Moraxella bovis 13. Bordetella pertussis

7. Moraxelia phenylpyruvica 14. Bordetella paraperiussis
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Tabla No. 6. Identificacion para Pseud

UNAM

TABLA DE IDENTIFICACION PARA:

TABLA No.6.

Pseudomonas

Gram - - - - - - - - - -
Oxidasa + + + + + d + + d +
Pig; N +a| +b R +c | dd +e . +c - -
Fluorescencia en U: V. + + + - - - - - -
Creci » 2 5°C - + d - - N d - N
Creci ) 8 42°C + - - - d - d + ~
Creci > en Mac Conkey + + + + + + + -
Crecimiento en KCN + d - - + - + d R
Citrato como fuente de carbono + + - + - + - +
Acido a partir de:
Glucosa + + + - + - + + + +
Lactosa - - - - + - - + - -
Maltosa - - d - + + d + d N
Manitol + + d - + - d + + -
Salicin - - + - - - - -
Sucrosa - d - - + - - + d -
Xilosa + + + - + - + + N ¥
Hidrolisis de almidon - - - - - - + d - -
Reduccion de nitrato a nitrito + d - d + + + + +
Reduccion de nitrato a gas d - - - - - + d - +
Hidrolisis de gelatina + + - + + + - + d -
Hidrélisis de caseina + + - + + + - + .
Urcasa + d d - + - d d d .
Hidrdlisis de arginina + + + - - - d + + -
Descarboxilacion de lisina - - - - + - - -
Descarboxilacion de omnitina -~ - - - d - - - . _
Hidrolisis de tween 80 d - - + - + d +

1. Pseudomonas aeruginosa 6. Pseudomonas maliophilia

2. Pseudomonas fluorescens 7. Pseudomonas stutzeri

3. Pseudomonas putida 8. Psend Y lomallei

4. Pseudomonas diminuta 9.  Psendomonas mallei

5. Pseudomonas cepacia 10. Pseudomonas pickettii

Pioctanina a
Fluoresceina b
Amarilla [
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Tabla No. 7. identificacion para ¥ibrio, 4

UNAM

TABLA No. 7

TABLA DE IDENTIFICACION PARA

Vibrio, Aeromonas, Plesiomonas y Chromobacterium

Gram

Motilidad + + + + + + + - +
Swarming - - - - + - - - - -
Crecimi a 37°C + + + + + + + N + -
Crecimiento a pH 9 + + ¥ + ) < d -
Crecimi in NaCl - - - - - + + .
Crecimientoen 6% NaCl - - - + + - - - - .
Crecimi en medio KCN d d d + . + - - + d
Citrato como fuente de carbono + + + + + + - d +
Acido a partir de:
Glucosa - - - - - d - - - -
Lactosa + + + - - d + - - -
Sucrosa + + + - + + - d d -
ONPG + + + + + + + + -
vP - + d - + d - - - -
Indol + + + + + + - - -
Hidrolisis de gelatina + + + + + + - +
Hidrdlisis de + + + + + - . + -
Hidrolisis de arginina - - - - - + d + + -

1. Vibrio cholerae 6. Aeromonas hydrophila

2. Vibrio Cholerae eltor 7. Plesiomonas shigelloides

3. Vibrio spp &8 Aeromonas Salmonicida

4. Vibrio parahaemolyticus 9. Chr itm viol

5. Vibrio alginolyticus 10. Chromobacterium lividum
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Tabla No. 8. Identificacion para Neisseria y Branhamella

TABLA DE IDENTIFICACION PARA

Neisseria y Branhamella

TABLA No. 8

Tincién de Gram - - - - - - - - N -
[Crecimiento en condic. aerobicas - - - - - - - - - -
Catalasa + + + + + + + + + +
Oxidasa + + + + + + + + + +
Utilizacion de glucosa en O/F o [e) i o [5) R - - B .
Produccion de pigmentos - - + + - - - - + -
Hemolisis cr > a 22°C ~ - + + + + w w w
Requerimiento de sangre y suero - - - - - - - -
Produccion de dcido a partir de:
Glucosa + + - + + d - - - -
Lactosa - - - - + - - - N N
Maltosa - + - + - - - - - -
Sucrosa - - - d - + - - - -
Reduccion de nitratos - - - - + + - + +

1. Neisseria gonorrhoeae 6. Neisseria animalis

2. Neisseria meningitidis 7. Neisseria elongata

3. Neisseria flavescens 8. Branhamella catarrhalis

4. Neisseria pharyngis 9. Branhamella caviae

5. Neisseria mucosa 10. Branhamella ovis
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Tabla No. 9. Identificacion para Mycob fum UNAM

TABLA No.9

TABLA DE IDENTIFICACION PARA

Mpycobacterium

Catalasa - - N S 4l 4 4+
Pign ) en light - - -+ - - - + - - - -
Pig ) en dark - - - - + - - - - + - + -
Crecimiento < 3 dias - - - - - + - bt S T T4 -
Crecimiento a 25°C - - d + + + D+ + + + + H
Crecimiento a 33°C + H o+ + H o+ H o+ + + + )
Crecimiento a 37°C I I Y I - dl +] ] 4+ 4] 4
Crecimiento a 45°C B S S S ) Y I Y I O
Crecimicnto a 52°C - - - - - - - - - H - - |
Crecimiento en Mac Conkey - - - - - + - - + - - - -]
Crecimiento en NaCl 5% - - - - - + - d H + - -
Reduccién de nitratos + - -+ - + - - - +  + -
Hidrolisis de tween d - -l _+ - d - + - Ho+
Produccion de niacina + - - - - - + - - - -

1. Mycobacterium tuberculosis 7. Mycobacterium ulcerans

2. Mycobacterium bovis 8. Mycobacterium marinum

3. Mycobacterium avium 9. Mpycobacterium chelonei

4. Mycobacterium kansasii 10. Mycobacterium phlei

5. Mycob ium scrofule 11. Mycobacterium smegmatis

6.  Mycobacterium fortuitum 12. Mycobacterium gordona

13. Mycobacterium rhodochrosus
190
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Tabla No. 10. Identificacion para Haemophil UNAM
TABLA No. 10
TABLA DE IDENTIFICACION PARA
Haemophilus

Gram - - - - - - - -
Hemélisis - - + - - - - -
Catalasa + v + - - v + +
Oxidasa + + + - + - + +
Prueba de porfirina - + - w + + N _
Requerimiento de factores:
X (hemina) + - + - - - + +
V (NAD) + + + - + + -
Produccion de acido a partir de:
Glucosa + + + + + ™ + -
Fructosa - + w + + w - -
Sacarosa - + - + + w - -
Lactosa - - - + + - - -
manosa - - + + B B -

1. Haemophilus influenzae 5. H philus paraphrophil,

2. H philus parainfl) 6. H whilus segnis

3. H philus b Ivticus 7. Haemophilus aegyptus

<. Haemophilus aphrophilus 8. Haemophilus ducresg
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Tabla No. 11, Identificacién para Enterobacterias

ANEXO No 11
IDENTIFICACION PARA ENTEROBACTERIAS

§

-
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Anexo No. 12 Ejemplo de crecimiento en control de Catidad de Medios UNAM

ANEXO No. 12

EJEMPLO DE CRECIMIENTO EN CONTROL DE CALIDAD DE MEIDOS DE CULTIVO,

P acruginusu

AFCC 0027 3. aureis A1CC 653

B eoli ATCC

LIt A \

AGRR SAL Y mANNOL

Ensayo de promocion e inhibicion de crecimiento cn agar

Sales Manitol con Staphylococcus aureus,

Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli

V. weruginosa

CAYCC gy Candida albicany

ATCC 10231

Sownrens AFYCC 6538

———————— -

‘ BGAR NICKFRSON
Ensayo de promocion e inhibicion de crecimiento en agar
Nickerson con Candida albicans,

Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli.

TrCIsS CON 193
FAL 4 ©5 CRIGEN




* Anexo No. 12, Ejemplo de Crecimiento en control de Calidad de Medios UNAM

Staphylococcus aureus ATCC 6538

AGAR MUELLER HINTON

E. coli ATCC 8739

AGAR MUELLER HINTON

Ensayo de susceptibilidad de antibidticos en agar Mueller-Hinton. La zona de inhibicion

es el arca donde no sc observa crecimiento, ya que ¢l antibiGtico esta presente en

concentracion inhibidora para los m.o., susceptibles.
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Anexo No. 13, Crecimiento Colonial /cn'hllguxiosi ‘Mt‘sdios deCulhvo EaR

“UNAM .

CRECIMIENTO COLONIAL EN ALGUNOS MEDIOS DE CULTIVO

Crecimiento de E.coli en AXLD El
aspecto ' amarillo del medio alrededor
de las colonias indica utilizacion de
lactosa o sacarosa (0 ambas), porque
se ha producido una caida suficiente
en el pH por debajo del punto decisivo
del indicador rojo de fenol.

-Superficie de AMc con colonias
Lac(+) rojas. El difuso color rojo en el
agar es producido por m.o., que
fermentan avidamente la lactosa
produciendo gran cantidad de acidos
mixtos.

Superﬁcne = de AMc que ilustra
~colonias’Lac(+) rojas y colonias mas
' pequefias; claras Lac (-)
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Anexo No. 13. Crecimi Colonial cn al, Medios de Cultivo UNAM

Placa de AS que ilustra un
patron de swarming como
ondas, altamente sugestivo de
una cepa moévil de una especie
de Proteus.

Placa de AEMB que ilustra el
brillo verde metalico producido
por miembros de las
Enterobacterias Lac(+).
Sugestivos de E. Coli

Placas de AEMB que ilustra
un cultivo mixto de E. Coli
(colonias ¢ on brllo verde
metalico) Lac (+) y especies
de Skigella Lac (-). Colonias
semitranshicidas y no
pigmentadas.




UNAM

Ancxo Na. 14. Referencia de antibioticos para antibiograma

ANEXO No. 14 .
REFERENCIA DE ANTIBIOTICOS PARA 10
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Anexo No. 15 Resultados positivos de alg Prucbas Bioquimi UNAM

ANEXO No. 15

RESULTADOS POSITIVOS DE ALGUNAS PRUEBAS BIOQUIMICAS

Se ilustran 3 picos de flauta de
agar TSI El tubo del centro
muestra una conversiéon amarilla
de la profundidad que indica una
produccion de acidos a partir de
glucosa, en comparacion con la
no reactividad del tubo control a
la izquierda. El ennegrecimiento
del tubo a la derecha indica
produccioén de H,S.

Caldo Rojo de fenol que muestra
la conversion a amarillo del tubo
a la derecha por fermentacion de
glucosa, en comparacion con el
control negativo no inoculado a
la izquierda.

Medio con nitratos que muestra una
reaccion positiva luego del agregado
de a-naftilamina y éac. Sulfanilico.
El m.o,, en estudio ha reducido los
nitratos c¢n el medio a nitritos, que
reaccionaron con los reactivos
formando el pigmento rojo
p-sulfobenceno-azo-a-naftilamina
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Anexo No. 15 Resultados positivos de algunas Prucbas Bioquimicas

Caldos que ilustran las prucbas de rojo
de metilo (MR) y Voges Proskauer
(VP) .La aparicion de color rojo en el
tubo con rojo de metilo indica una
caida del pH a 4.5 o menos, el color
rojo en el tubo VP indica la presencia
de acetil-metil carbinol,, formado a
partir de la via metabolica del
etilenglicol.

Se ilustra medio O/F. Obsérvese que
el medio en el tubo a la derecha de
cada par esté cubierto por una capa de
aceite mineral (cerrado). El par de
tubos a la izquierda muestran una
conversion acida amarilla del medio,
lo que indica un fermentador de
glucosa. Solo la porcion superior del
tubo abierto del par a la derecha
muestra un color amarillo, lo que
indica un m.o., oxidativo.

Tiras de papel para prueba de
cifocromoaxidasa que mnestra una
reaccion positiva color plrpura
(arriba, en comparacion con el
control negativo {abajo). Un m.o,
que da una reaccion positiva puede
exchiirse de la familia de las
Enterobacterias.

TF7IS C°N
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Anexo |3, Resuhados positivos de algunas pruebas bioquimicas UNAM

Medio SIM (tubo 1) . Medio KIA
(Tubo 2). Aqui se muestran las
diferencias de sensibilidad para
detectar  H;S  por parte de
diferentes medios. El difuso
ennegrecimiento delicado en el
tubo SIM es producido por un
m.o., movil y débil productor de
H,S. Obsérvese que no se detecta
H,S en el tubo con KIA menos
sensible. o

: ,'_Tkubos‘:idty. kVFSlM que ilustran un
‘m.o.,’ inmovil (tubo 1) y un m.o,,
mc_'wil y productor de H;S (tubo 2)

“Medio Méeller cubierto con una
‘]-capa’: de aceite mineral para
proporcionar un medio ambiente
anaerobio. El indicador ptrpura
‘| ‘de- bromocresol es amarillo con

_.un pH acido y purpura con un pH
alcalino. Cualquier tubo que se
vea de color pirpura es indicativo
de m.o., que pueden descarboxilar
el - aminoacido (LOA) ‘en el
medio.
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Anexo No. 15.Resullados positivos de algunas Pruebas bioquimicas UNAM

Tubo de Agar citrato de Simmons que
ilustra la presencia de crecimiento en
el pico de flauta y una conversioén de
indicador azul de bromotimol a un
color azul alcalino, ambas
observaciones  indican que el
microorganismo puede utilizar citrato
de sodio como unica fuente de
carbono.

Tres picos de flauta de agar urea de
Christensen . El tubo a la derecha
muestra una prueba positiva fuerte
{color rojo en todo el medio que
indica una reaccion alcalina por
degradacion de urea), en comparacion
con el tubo conrol negativo a la
izquierda (color amarillo). La reaccion
en el tubo central es producida por
m.o., como especies de Klebsiella..

Tubos con medio SIM que ilustran el
caracteristico color rojo fucsia debajo
de la capa de cloroformo, indicando
una reaccion de indol positiva

" (izquierda) en comparacion con un
control negativo derecha).
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ANEXO No. 16

,r ESTRUC DE LA PARED CELULARA BACTERIANA

Grampositiva e
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