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INTRODUCCION

Actualmente la informacion de los libros electréonicos proporcionan a los
estudiantes a obtener fuentes de acceso a la informacion para la consulta de un
tema de interés, ya que un libro su contenido electronico se encuentra organizado
como un libro ordinario, cuenta con un formato visualmente atractivo por contener
esquemas e imagenes que vuelven mas accesible y comprensible el texto.
Generalmente un libro electronico es considerado un material didactico que ha
llegado a sumarse como una nueva herramienta para la ensefianza y aprendizaje.
Por ello la elaboracién del presente libro electronico que se encuentra en CD-
ROM contiene informacién atil y relevante sobre microorganismos de
Staphylococcus sp y Streptococcus sp de importancia clinica el cual se encuentra
estructurado por cuatro capitulos y un anexo. El capitulo | contiene informacién
sobre introduccion a la microbiologia hecho para alumnos que tienen su primer
acercamiento con la asignatura. En el capitulo Il redacta Staphylococcus de
importancia clinica. En el capitulo Il se encuentra informacién sobre la Familia
Streptococcaceae. En el capitulo IV se encuentran los resultados obtenidos de la
siembra e identificacibn de bacterias de importancia clinica como el
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus pyogenes y
Streptococcus agalactiae. En el apartado de anexos contiene informacién de cémo
llevar a cabo las técnicas de laboratorio como tinciones, pruebas bioquimicas,
pruebas especiales, entre otros para la identificacion de dichas bacterias de
importancia clinica que se trabajaron en la parte experimental, ademas este

apartado cuenta con imagenes de resultados de referencia.



MARCO TEORICO

1. Libro electrénico

Un libro electrénico, también conocido como e-Book, ecolibro o libro digital es una
publicacién cuyo soporte no es el papel impreso, sino un archivo electrénico que
no se degrada y puede ser reproducible. La innovacion del libro electrénico fue
integrar al texto recursos multimedia como: sonidos, videos, ilustraciones, graficas
tridimensionales e hipervinculos, lo que permite ser mas atractivo para el usuario.
Ademas las ventajas del uso de un libro electrénico generan ahorros en
encuadernacion, reimpresion y gastos en hojas de papel. Por otra parte su
capacidad de almacenamiento por volumen es de alta capacidad por disco (58.000
imagenes/ disco, cifra que constantemente esta cambiando), permite almacenar
gran cantidad de informacion que cuenta con tablas, diagramas, iconos e
ilustraciones que pueden estar organizadas del mismo modo que las de un libro

impreso.

Por lo general los formatos utilizados para disefiar un libro electronico son PDF,
publicacion electrénica (epub) , mobipocket, entre otros y para su lectura al utilizar
la tinta electronica a blanco y negro ésta no tiene retroiluminacion, por lo tanto no
hay cansancio alguno para la vista, pudiéndose prolongar asi por varias horas la
lectura sin afectar la vista del usuario. Conforme avanza la tecnologia, el libro
electrénico ha encontrado la forma de mejorar los libros ordinarios ya que se
puede almacenar y trasladar gran cantidad de libros electrénicos en cualquier
dispositivo que cuente con un ordenador, memoria expandible y pueda leer

formatos en PDF!2,



Los libros electronicos se refieren a una publicacién cuyo soporte no es un papel
sino que su texto se presenta en formato digital y se almacena en diskette, CD-

ROM, USB, computadoras portéatiles, entre otros dispositivos electronicos.

Sin la limitacion que impone la impresién y la encuadernacion, los libros
electronicos ofrecen enlaces de hipertexto, ejecutan busquedas de palabras clave,
proporcionan notas marginales y amplian la nocién del conocimiento y aprendizaje
de muchas otras maneras. Algunos de los beneficios de utilizar libros electrénicos
es que no pesan, son portétiles, duran sin arruinarse, no se desgastan como las
hojas de un libro impreso ya que después de un tiempo las hojas se ponen
amarillas. Por otra parte se pueden descargar los libros electrénicos a través de
internet en cuestion de minutos y como prioridad se pueden traducir los textos al

idioma que se desee? 4,

Figura.l Libro electrénico?



Ventajas

La informacion cargada en un libro electronico es rapida, econémica y

ecologica.

e Su enorme capacidad de almacenaje.

e Facilidad de transportar el ejemplar electrénico.

e Busca los fragmentos de texto que interese de forma instantanea.

¢ No se daiian con facilidad debido a que se encuentran en un CD-ROM.

e El desarrollo de programas de ensefianza basados en el autoaprendizaje.

e Costo minimo por libro electronico.

e Son novedosos.

e Se puede reproducir en CD-ROM.

e Los libros electrénicos tienen herramientas para facilitar la lectura (buscar,
resaltar, insertar comentarios, etc.)

e El disefio del libro electronico ayuda a mejorar la comprensién del texto.

e Su innovaciéon multimedia de los libros electronicos ayudan a mejorar el
proceso de ensefianza y aprendizaje.

e Se pueden guardar muchos ejemplares en una computadora o en cualquier

dispositivo portatil, ya que este tipo de libros ocupan poca memoria.

Son innovadores.

Por otra parte la existencia de libros electrénicos no representa una amenaza para
las obras impresas en papel, no existe competencia entre ellos, pues los intereses

de los consumidores de ambos productos difieren®.



Tipos de libros electronicos

v' Libros hipermedia: Son libros multimedia que cuentan con caracteristicas
especiales para una mejor organizacion textual electrénica.

v’ Libros Multimedia: Se pueden realizar combinaciones del texto, imagenes
estaticas, animaciéon y sonido todo en un medio de difusion.

v Libros de dibujos estaticos: Son los que poseen una coleccion de dibujos
inéditos estaticos.

v' Libros de dibujos animados: Son los que contienen dibujos animados
hiperactivos en vez de imagenes fijas.

v’ Libros parlantes: Incluyen sonidos grabados y diversas técnicas de sonidos
hiperactivos.

v Libros telematicos: Benefician a los libros multimedia y redes de comunicacién

electrénica, esto para ofrecer servicios como correo electrénico en multimedia®.

Aspectos pedagdgicos

La tecnologia educativa como disciplina pedagdgica es un excelente apoyo para el
alumno, ya que genera un conocimiento y desarrollo de estrategias de aprendizaje
auténomo sin complejos. Por ello la vanguardia de la nueva tecnologia del libro
electrénico para la educacion cuenta con elementos multimedia, acceso a lared y
puede permitir el acceso rapido a la informacién en cualquier sitio, sin embargo la
educacién pedagogica ya esta aprovechando estos recursos como herramienta util

para mejorar el aprendizaje del estudiante.



Educacién pedagogica digital para la ensefianza y aprendizaje

Un libro electronico educativo debera al menos ofrecer un material didactico en
formato digital, de manera que tanto el profesor pueda crearlo como el alumno
pueda utilizarlo. Ademas este material que cuenta con un texto en formato digital y
que presenta tecnologia multimedia el cual lo vuelve mas atractivo, impulsara al

estudiante a generar un mejor aprendizaje.

La tecnologia educativa prepara, las condiciones del aprendizaje de manera que
éste sea mas eficiente y las habilidades del alumno aumenten en lugar de verse
restringidas, por ello el potencial educativo que poseen los textos electrénicos y
los beneficios que estos ofrecen ayudaran al estudiante, por lo que sus
componentes multimedia promueven la capacidad de retroalimentacién y el
desarrollo de independencia intelectual de los lectores ya que las nuevas

tecnologias de educacién incrementan la productividad intelectual del alumno”: &,

Los componentes educativos electrénicos son frecuentemente disefiados para la
ensefianza y aprendizaje, esto ocurre por la interaccion de los estudiantes con los
elementos que se presentan en un libro electrénico. Los textos electronicos
representan una alternativa como fuentes de busqueda de informacion en el
proceso investigativo por lo tanto favorecen el aprendizaje. Por otra parte es
necesario entonces, que los docentes incorporen nuevas tecnologias en especial
las fuentes de informacién electrénica en el salén de clases, a los proyectos

pedagogicos y de investigacion.



El aprendizaje puede ser enriquecido por medios virtuales de la siguiente manera:

1- Materiales didacticos, objetos tales como libros, revistas, apuntes, entre otros.
2- Contexto natural, seria enriquecido a través de los sistemas de realidad virtual,
Simuladores y videos® 10,

2. El mundo microbiano

Los microbios también denominados microorganismos son seres vivos diminutos
gue presentan multiples formas y tamafios que no se pueden ver a simple vista ya
qgue los microbios s6lo pueden ser visualizados a través de un microscopio; el
grupo incluye bacterias que son células procariotas que no poseen nucleo celular
definido, los hongos y parasitos protozoos son células eucariotas que poseen un
nacleo celular definido, los virus que son parasitos intracelulares obligados que

tienen en su interior ADN y ARN y también incluyen algas marinas.

Los microorganismos tienen muchas aplicaciones comerciales a nivel industrial ya
gue algunos microbios son manipulados para la produccion de antibiéticos, acidos
organicos, vitaminas, enzimas y alcoholes. Ademas de la produccion principal de

vinagre, encurtidos, suero de leche, queso, yogurt y bebidas alcohdlicas 1 12,

3. Staphylococcus de importancia clinica

El género Staphylococcus contiene al menos 30 especies, los tres de importancia
clinica son: Staphylococcus aureus que es coagulasa positivo lo que los difiere de
las otras especies y su patogenicidad varia provocando intoxicacion alimentaria o
infecciones cutaneas. Staphylococcus epidermidis es coagulasa negativo, son

normales en la piel, aunque suelen causar infecciones casi siempre vinculados



con dispositivos y cateteres implantados. El Staphylococcus saprophyticus es
causa principal de infeccion en vias urinarias (IVU), uretritis y vaginitis. El
Staphylococcus aureus habitualmente forma colonias de color amarillo o dorado
cuando se desarrollan en medios de cultivo que contengan altas concentraciones
de salinidad (NaCl al 7.5 %). El aislamiento primario de las colonias de
Staphylococcus epidermidis, en general son colonias de color gris o blanco,
muchas colonias desarrollan pigmentos so6lo después de incubacion prolongada.
El Staphylococcus saprophyticus sus colonias por lo general son de color
grisaceo, en agar sangre es no hemolitico, es coagulasa negativo y en el humano
la bacteria se encuentra en la vagina y la uretra. Ademas, el género de
Staphylococcus sp se puede encontrar principalmente en muestras como pus,

esputo, cultivo nasal y cultivo faringeo y liquido cefalorraquideo®? 4.

3.1. Caracteristicas Generales de los Staphylococcus

Son bacterias en forma de diplococo o agrupadas en racimo de uva; son Gram
positivos; no forman esporas y no presentan flagelos. Su metabolismo es
anaerobio facultativo, son catalasa positiva, oxidasa negativo, fermentan
carbohidratos y son alfa, gamma y beta hemoliticos en agar sangre. Los
Staphylococcus se localizan en piel y mucosas del ser humano; también se
encuentran en animales de sangre caliente, en las superficies de objetos inocuos,
en el suelo, suspendidos en el aire, agua y alimentos contaminados. Los
Staphylococcus son relativamente resistentes a la desecaciéon por calor (resisten

50°C durante 30 min), pero se inhiben con facilidad a ciertas sustancias como por



ejemplo el hexaclorofeno al 3 %, ademas este género muestra susceptibilidad

variable a muchos antimicrobianos.

3.2 Factores de patogenicidad y manifestacion clinica
Enzimas

Catalasa

Los Staphylococcus contienen citocromo catalasa que descomponen el H202 en

H20 + Oz, por lo que esta enzima es antifagocitica.

Coagulasa

Es especifica de Staphylococcus aureus actlua transformando el fibrinbgeno en

fibrina formando una capa sobre la bacteria que le protege de la fagocitosis.

Lipasas

Actua sobre diferentes sustratos (aceites, grasas, ceras, etc.) que permite
colonizar areas de la piel con altas concentraciones de éstas.

Estafiloquinasa

Es una fibrinolisina que activa el plasmindgeno, los transforma en plasminay
actua rompiendo enlaces peptidicos que lisan la fibrina.

Hialuronidasas

Actla sobre el acido hialurénico que se encuentra presente en el pegamento de
las células de los tejidos, favoreciendo asi la difusién de la bacteria en los tejidos.
Nucleasas

Tienen propiedades endonucleoliticas y exonucleoliticas que pueden actuar

sobre el ADN y el ARN.



Gelatinasa

Esta enzima es segregada como gelatinasa exocelular para degradar proteinas.
Beta- Lactamasa

Es una enzima que posee el género Staphylococcus su funciéon es desdoblar el
anillo B- lactamico de la penicilina (penicilina B- lactamasa-1) por lo tanto la
penicilina pierde su efectividad.

Toxinas Extracelulares

Toxina Alfa

Es una toxina con accién hemolitica sobre eritrocitos y ademas lesiona plaquetas.
Toxina Beta

Es una esfingomielinasa que actia sobre esfingomielina de la membrana de los
eritrocitos produciendo hemdlisis.

Toxina Delta

Es hemolitica, lesiona linfocitos, plaquetas y eritrocitos.

Toxina Gama

Solo produce lisis de eritrocitos.

Toxina Exfoliativa

Es toxina especifica de Staphylococcus aureus la cual produce descamacion.
Toxina del sindrome de shock Toxico (TSST)

Induce fiebre, rash y dafia érganos. Es una complicacion muy severa, con alta
mortalidad, presenta fiebre y shock progresivo que va desarrollando hipotension
arterial hasta pérdida de la presion venosa, taquicardia, taquipnea y alteracion del

Sistema Nervioso Centrali6 17,
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4. Familia Streptococcacea

Rebeca Craighill Lancefield estudié la universidad de Columbia, New york y fue
guimica bacteridloga de profesion. Rebeca realiz6 la clasificacion seroldgica
extrayendo los carbohidratos de la pared celular de los Streptococcus hemoliticos,
analizé el caracter antigénico y la especificidad de la membrana, mediante el
analisis de algunas proteinas de la pared identifico los serotipos M y T. Los
antigenos destacados en el sistema de grupos de Lancefield son polisacaridos de
la pared celular (Streptococcus del grupo A, B, C, Fy G) y los &cidos lipoteitoicos
de la pared celular (especies de Enterococcus) ya que estas caracteristicas
mencionadas sirvieron para diferenciar las cepas no patdgenas, con las cepas
Beta-hemoliticas. Lancefield clasifico el tipo de hemdlisis que producen los
Streptococcus en medios de Agar Sangre de la siguiente manera:

Hemdlisis alfa

Hemodlisis parcial y la zona de crecimiento de colonias aparece rodeada de un halo
verdoso

Hemdlisis Beta

Destruccion total de eritrocitos y el halo que rodea las colonias es totalmente
transparente.

Hemdlisis Gamma

No hay lisis de eritrocitos y no genera halo alrededor de colonia.

Hemolisis alfa-prima

Un pequeio halo de eritrocitos parcialmente lisados permanecen adyacentes a la

colonia, rodeada de una zona de hemdlisis completa que se extiende en el cultivo.

11



4.1. Caracteristicas del género Streptococcus Sp.

El género Streptococcus son bacterias Gram positivas esféricas que por lo general
forman cadenas largas en cultivos liquidos y cadenas cortas o diplococos en
medios sélidos, son inmdviles, no esporulados, anaerobios facultativos, aunque
algunas cepas crecen mejor en condiciones anaerobias, si bien casi todas las
especies crecen en el aire, el crecimiento de la mayoria de ellas es estimulado por
el aumento del COz2, los Streptococcus son homofermentadores, lo que significa
que el Unico producto de la fermentacion de la glucosa es el acido lactico, sin

produccion de gas y H2S los Streptococcus son catalasa y oxidasa negativo'® 1°,

4.2. Factores de patogenicidad y manifestacion clinica

Hemolisinas

Estreptolisina O

Es una exoenzima inmunogénica toxica que actla sobre eritrocitos humanos que
se inactiva facilmente con la presencia de Oz y es producida principalmente por
Streptococcus - hemolitico que pertenece al grupo A. La bacteria en agar sangre
de carnero es capaz de lisar los eritrocitos produciendo B-hemolisis alrededor de
las colonias.

Estreptolisina S

Es el agente causante de las zonas hemoliticas alrededor de las colonias de
estreptococcus que crecen sobre la superficie de placas de agar sangre, se
elaboran en presencia de suero de alli el nombre de estreptolisina S, no es
antigénica, su efecto toxico suele ser mas intenso en rifidn (nefrotdxico) y no se

inactiva en presencia de oxigeno.

12



Toxina Eritrogénica

Es causante del exantema de la fiebre escarlatina y se produce en algunas cepas
de Streptococcus pyogenes que se encuentran parasitadas por bacteriéfagos en
estado lisogénico. Ademas esta toxina es un potente pirébgeno que actla
directamente en el hipotalamo produciendo fiebre en el humano.

Enzimas

Estreptoquinasa (fibrinolisina)

Producida por la mayoria de los Streptococcus p-hemoliticos; provoca la
transformacién del plasmindgeno en plasmina, enzima proteolitica activa que
dirige a la fibrina y a otras proteinas.

Estreptodornasa

Es una ADNasa que despolimeriza el ADN e induce la formacion de anticuerpos.
Difosfopiridina nucleotidasa

Los Streptococcos que producen esta sustancia tienen la capacidad de destruir a
los leucocitos.

Desoxirribonucleasas

Enzima que actia sobre el 4cido desoxirribonucleico (ADN) y cuando se acumula
en las secreciones purulentas produce un material viscoso que atrapa a las
bacterias permitiendo asi su difusion.

Leucocidina

Es una enzima llamada Nicotinamida-adenina-dinucleotido-glucohidrolasa que

tiene accidn selectiva contra en el metabolismo de los leucocitos?°.

13



Cuadro 1. Clasificacién de Lancefield y principales aspectos clinicos 2122,

Grupos de
Lancefield

Sin grupo

Grupo
Viridians

S.

S.

S.

Género y
especie

pyogenes

agalactiae

dysgalactiae

Enterococcus

E. feacalis
E.
E. durans

faecium

. sanguinis

. salivarius

. pneumoniae

. mutans

Hemolisis

B

e

Enfermedades al
humano

Celulitis en heridas,
Impétigo,
Septicemia, Fiebre
reumatica,
Glomerulonefritis y
Erisipela
Endocarditis,
Neumonitis, Infeccién
neonatal, Neumonia,
Meningitis y
Septicemia

Sepsis puerperal,
Infeccién de heridas,
Endocarditis y
Celulitis

Infeccion del tracto
genitourinario y
gastrointestinal,

Peritonitis,
Endocarditis e
Infecciones de

heridas

Caries dentales,
Endocarditis,
Septicemia y Acceso
cerebral

Septicemia,
Endocarditis,
Sinusitis y Meningitis

Neumonia lobar,
Otitis, Endocarditis,
Bacteriemia y
Sinusitis

Caries dental,
Meningitis.
Endocarditis y
Bacteremia

14

Sitio
localizado

Faringe y
piel

Faringe,
vagina,
heces y
orina

Faringe,
vagina y
piel

Intestino
grueso

Boca,
faringe,
vagina y
piel

Faringe y
boca

Faringe,
boca y
traquea

Boca,
dientes y
faringe

Pruebas de
laboratorio

Disco de Bacitracina
A, Anticuerpos
fluorescentes,

Aglutinacioén en latex

Y Bactrim

Prueba de Camp,
Hidrolisis de
Hipurato, Bilis
Esculina 'y
Aglutinacién en latex

Hidrolisis de
Hipurato
Fermentacion de
Trehalosa, sorbitol y
Aglutinacién en latex

Hidrolisis de Bilis —
Esculina,
Aglutinacién en latex
y PYR

Fermentacion de
inulina y Produccion
de polisacaridos,
viscosos en caldo de
sacarosa al 5 %

Acido a partir de
glucosa, sacarosa,
maltosa, no acido a

partir de glicerol,

manitol y sorbitol
Reaccion de
Quellung, Solubilidad
de bilis y
Susceptibilidad a la
Optoquina

Acidificacion de
carbohidratos y
Aglutinacién en
latex



5. Siembra e identificacion de Staphylococcus y Streptococcus de

importancia clinica

5.1 Staphylococcus aureus

Es un diplococo inmovil que mide de 0.5-1 um de diametro, forma un aspecto de
racimo de uvas en conjunto, en extendido de pus los cocos aparecen solos (coco),
en pares (diplococo) o racimos, es Gram positivo, es p-hemolitico en medios de
agar sangre, su metabolismo es anaerobio facultativo, no esporulado, es productor
de la enzima coagulasa lo que la diferencia de las demas especies, licua la enzima
gelatinasa, posee la enzima catalasa, carece de citocromo oxidasa y fermenta la

mayoria de carbohidratos.

El Staphylococcus aureus producen toxinas denominadas toxina-1 del sindrome
de choque toxico al igual que la enterotoxina F y la exotoxina C pirdgena, el
prototipo del superantigeno en los humanos se vincula con la fiebre y afeccion de
multiples sistemas incluyendo erupciéon descamativa de la piel. Por otra parte la
bacteria es sensible a la nobovicina y es resistente a la penicilina dejando a los
antibioticos mas eficaces para combatirlo como los del grupo aminoglucocidos,

tetraciclina y antibiéticos como cefalosporina, oxacilina, entre otros?3 24,

5.2 Staphylococcus epidermidis

Es un diplococo inmovil que mide de 0,5-1 um de diametro, es no esporulado,
anaerobio facultativo, es catalasa positivo, coagulasa negativo y termonucleasa
negativo, crece por respiracion aerébica por la fermentacion de glucosa, sacarosa,

lactosa y forma productos de acidos terminales,no produce gas, es ureasa positivo
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y es Y-hemolitico en agar sangre. Es parte de la biota normal en piel, aunque S.
epidermidis suele ser patdgeno en pacientes con sistema inmune comprometido
por ser el blanco principal para desarrollar una infeccion; estas infecciones pueden
ser tanto nosocomiales o adquiridas en la comunidad ya que representan una
amenaza mayor para los pacientes hospitalizados por encontrarse dicho
microorganismo en trasplantes de protesis y catéteres cuando estos no estan bien
esterilizados. Otro problema resulta ser el uso continuo de antibidticos vy
desinfectantes en los hospitales, lo cual hace mas resistente y virulenta a la

bacteria?> 26,

5.3 Streptococcus pyogenes

El Streptococcus del grupo A se presenta como célula oval o esférica, mide de
0,5-1 um de didmetro, se encuentra agrupada en cadenas cortas en medios
sélidos o en cadenas largas en cultivos liquidos, es Gram positivo, inmovil, no
esporulado, es B-hemolitico en medio de agar sangre, carece de la enzima
catalasa y citocromo oxidasa y su metabolismo es anaerobio facultativo, crece en
presencia de CO2, fermenta carbohidratos produciendo acido lactico, &cido
férmico, etanol y diéxido de carbono. Las infecciones por esta bacteria se
desaminan con mucha facilidad por gotitas respiratorias generadas al gritar, toser
y estornudar a una distancia de 60 a 150 cm de un individuo sano. Su proteina “M”
es una sustancia importante de virulencia de la bacteria, esta proteina tiene la
apariencia de prolongaciones en la pared celular del Streptococcus. Cuando la
sustancia se encuentra presente en los Streptococcus son virulentos y en

ausencia de anticuerpos especificos tipo “M” pueden resistir la fagocitosis
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efectuada por leucocitos polimorfonucleares.La bacteria es resistente a Optoquina,

pero es sensible a Bacitracina y a la mayoria de los antibiéticos?”: 28,

5.4 Streptococcus agalactiae

El Streptococcus del grupo B se caracteriza por agruparse en cadenas largas, es
inmoviles, no esporulado, es Gram positivo, carecen de la enzima catalasa y
oxidasa, es B- hemdlitico en medios de agar sangre, su metabolismo es anaerobio
facultativo, fermenta la mayoria de carbohidratos, es resitente a Bacitracina y a la
sustancia de Optoquina. El Streptococcus agalactiae elabora un hidrato de
carbono grupoespecifico que puede detectarse en las personas infectadas y para
saber un diagnostico rapido de la infeccion estreptocdcica se puede detectar en
liguido cefalorraquideo, sangre y orina. Este microorganismo del grupo B se
caracteriza principalmente por producir una proteina difusible y termoestable
(Factor de CAMP), que interactua con la p- hemolisina que es secretada por S.
aureus el cual produce esfingomielinasa C ya que al unirse al factor de CAMP
provocara un sinergismo de la hemdlisis y por lo tanto se formara una punta de

flecha en la siembra.

Es muy comun encontrar a Streptococcus agalactiae como biota nativa del aparato
genital, aparato respiratorio y aparato digestivo; la bacteria es un patdégeno
oportunista en adultos comprometidos por quimioterapia, Diabetes Mellitus tipo I,
dafio hepatico y embarazo de alto riesgo. Ademas este microorganismo suele
presentarse en infecciones como pielonefritis, gangrena, endocarditis, meningitis

principalmente en neonatos y ademas puede provocar septicemia?® 3,
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los mddulos de Microbiologia General y Microbiologia Médica que se imparten en
diferentes semestres de la Carrera Quimica Farmacéutico Bioldgica que pertenece
a la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza; se manejan microorganismos de

importancia clinica, que deben ser identificados correctamente.

Por ello se elabordé un libro electrénico sobre Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes y Streptococcus agalactiae el
cual incluye informacion sobre cémo realizar cultivo e identificacion de dichas
bacterias. Este trabajo no pretende sustituir literatura especializada del tema, mas
bien ser un material de consulta para aquellos alumnos que cursan los modulos de

Microbiologia.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Elaborar un libro electronico sobre microorganismos de los géneros

Staphylococcus y Streptococcus de importancia clinica como material didactico

para los moédulos de Microbiologia, integrando fotografias de la siembra e

identificacion de las bacterias de interés.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

v

v

v

v

Recopilar informacion relevante sobre los géneros Staphylococcus vy

Streptococcus.

Corroborar la identificacion de las cepas de Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes y Streptococcus agalactiae.

Tomar fotografias a la parte experimental para incorporarlas al libro electrénico.

Pasar el archivo de Word a formato PDF vy digitalizar a libro electrénico.
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METODO

O-

Buscar informacion referente a los géneros Streptococcus y Staphylococcus en
diferentes fuentes como: revistas y libros tanto impresos como electrénicos.
Luego se realizé la revision y seleccién de informacion relevante.

Siguiendo las instrucciones del marbete se preparé medios de cultivo de Agar
Sangre de Carnero al 5%, Agar Sal y Manitol, Agar Soya Tripticaseina, Agar
Estreptosel, Agar S-110, Agar Chocolate, Agar Sangre de Caballo (Casman) y
Agar Chapman.

Por estria cruzada se sembro y aislé las bacterias de Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Streptococcus pyogenes Yy Streptococcus
agalactiae.

Los medios de cultivo se incubaron a 37 °C por 24 horas.

Posteriormente se realiz6 la lectura de morfologia colonial.

Para la tincién de Gram se tomé una colonia aislada de cada microorganismo.
Siguiendo las instrucciones del marbete se prepararon las pruebas bioquimicas
de TSI, MIO, SIM, LIA, Citrato de Simmons, Urea, RM-VP, y Carbohidratos con
Campanas de Durham.

Se realiz6 la siembra de pruebas bioquimicas.

10-Se incubaron a 37 °C por 24 horas.

11- Realizacién de la lectura de los resultados obtenidos del metabolismo

bacteriano.

12- Cada prueba se realizo por triplicado y se eligio el mejor resultado para la

toma de fotografias, con el propdsito de ser incorporadas al libro electrénico.
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13- La informacion tedrica y la parte experimental se integré en formato de Word.
14- La revision final se llevo acabo en formato de Word.
15- El documento de Word se pas6 a PDF.

16- Se digitaliz6 a libro electronico.

22



RESULTADOS

Se elabor6 un libro electronico sobre Staphylococcus y Streptococcus de

importancia clinica en formato PDF el cual se encuentra estructurado de la

siguiente manera:

v

v

Capitulo 1: Introduccion a la Microbiologia

Capitulo 2: Staphylococcus de importancia clinica

Capitulo 3: Familia Streptococcaceae

Capitulo 4: Siembra e identificacién de Staphylococcus y Streptococcus de
importancia clinica

Anexos

Los capitulos del libro electronico se encuentran integrados en CD-ROM vy a

continuacion se presentan las imagenes de portadas de cada capitulo:
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Capitulo 1

Intgoduccion a la Microbiologia

Antoni Van Leeuwenhoek

Figura 2. Capitulo 1 Introduccion ala Microbiologia?

En este apartado el alumno encontrara informacion sobre la microbiologia
basandose en su historia, la importancia en el hombre, caracteristicas generales
de la célula procariota, requerimientos para el crecimiento microbiano, clasificacién
de medios de cultivo, tipos de siembra, morfologia colonial, tinciones, tipos de
esterilizacion, clasificacion de antimicrobianos, métodos de sistemas comerciales

manuales y automatizados, entre otros temas de importancia.
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Capitulo 2.

2, Staphylococcus de importancia Clinica.
2.1C.

Los Swphyfococcus son céllas esféricas  Gram

§ postivas, de casi 1 ym de ddmet habitualmente
digpuestas en racmos iTegulares, parecidcs 3 GMoS
Fig81. Staphylococzus (MEB). ge uvas, Crecen con rapidez sobre muchos tpos de

medios y son b activos, ¥ producen
pigmentaciones que varia desce el color llanco hasta el amanio intenso & ulimo

por & fementacktn del manitol que contiene &l medo de cultivo. Algunos son

A miembros de 1a fiora nommal de ta piel y mucosas en 10s humanos; otros causan

Staphylococcus de /mportanc«ia e

pablogia como formacion de abscesos, varias infecaonss pogenas e induso

sepicemia mortal. E bpo de envenenamient mds comdn alimentanio es causado

por una ® bs Estos on

rapidez 2 muchos y presentan

dificiles.

El género Staphytococcus contiene al menos 30 especies, los tres de mportanda
dlinica son: Staphyfococcus aureus es cpagulasa positivo lo que los difiere de las
ofras espedes y su gravedad varia desde inbxicadon alimentaria o ifecciones

cutaneas. Staphylococcus epideqmidis son coagulasa negaivo, son nomales en

|a piel. aunque suelen causar Cas siemgpre @n

¥ aparatos 2 e una awsa de

infecciones delaparato urinario en mijeres %

Figura 3. Capitulo 2 Staphylococcus de importancia clinica®

En capitulo 2, el alumno tendra acceso a informacion sobre Sthapylococcus de
importancia clinica encontrando caracteristicas generales, estructura antigénica,

mecanismos de accion, factores de patogenicidad y virulencia de las especies.



CAPITULO3

3. Familia Streprococcaceae

3.1 Caraclensticas Genarales de los Streprococcus.
El género Streptococcus son bactedas Gram
poshvas esféricas que porlo general forman
cadenas largas durante su creamiento, Se
distibuye amplamente en 13 nabiraleza
Algunos son miambrs de 1a flora nomal
human; otros en su minoria se vinculan en

Produdir infectiones n humanas y animales

Figura.92. Streprococc is, [MEB).

Los Stephcocus se dstinguen por presentar en elos diferentes hemalisis en los
medios de cuivo slidos como o agar sangre (hemolisis o, hermolisis B o no
presentan hemolsis) Y 1a mayoria o8 este género de Stepiococcus estd
clasficado sequn o grpo de Lancefied, otros perenocen al gnapo Vindans v

olros penenecen 3 10 NEUMOCOCoE

En su mofologia e on ks cocos s0n , 8déricos u ovordes y

5@ disponan en cadenas largas, se dviden segln su plano pempendicular d eje d2
lo rgo de |a cadena. La longitd de las cadenas yaria ampliamente v ests
condiconada por factores amblentales. Los Streptococaus son Gram posivo, sn

embargn cuando 1 capa envejeoe (afejamiento de capa) ¥ 1as bacterias mueren

pierden su Grampositiidady s 1orman con aspecto de Gramnegativos B4

Figura 4. Capitulo 3 Familia Streptococcaceae*

Capitulo 3. Este capitulo contiene informacién sobre la familia Streptococcaceae,
caracteristicas generales del género Streptococcus, estructura antigénica, factores

de patogenicidad y manifestacion clinica, ademas de la clasificacion de Lancefield.
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Figura 5. Capitulo 4 Siembra e identificacion de Staphylococcus y

Streptococcus de importancia clinica®

Capitulo 4. En este capitulo se visualizaran las fotografias de los resultados que
se obtuvieron de la parte experimental como lo fue la siembra por estria cruzada y
aislamiento de colonias en diferentes medios de cultivo, morfologia colonial,
morfologia microscépica, pruebas bioquimicas y pruebas especiales que nos
permiten identificar bacterias de importancia clinica como Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus aureus, Streptococcus Pyogenes y Streptococcus

agalactiae.



ANEXOS

Figura 6. Anexos de Pruebas bioquimicas y pruebas especiales®

En anexo se encontrard informacién sobre fundamentos y técnicas de como llevar
a cabo paso a paso una tincién de Gram, siembra y esterilizacion de pruebas
bioguimicas, ademas de pruebas especiales ya que cada técnica cuenta con

imagenes de resultados de referencia.
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ANALISIS DE RESULTADOS

El presente libro electronico se elabord sobre microorganismos de Staphylococcus
y Streptococcus de importancia clinica, el cual debe ser utilizado como material
didactico para los médulos de microbiologia del area de la salud ya que contiene
informacion que fue extraida de diferentes fuentes electrénicas confiables con el
propésito de integrar la informacion en un sélo documento y con la finalidad de
tener un material didactico mas practico. Para la parte experimental se realiz6 la
siembra e identificacion de bacterias de importancia clinica como son
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermis, Streptococcus pyogenes y
Streptococcus agalactiae y en los resultados obtenidos se observd diferencias
entre las especies de Staphylococcus que se trabajaron, ya que para S. aureus al
aislar en Agar Sangre de Carnero al 5 % presenté B- hemdlisis, en Agar Sal y
Manitol fermento el componente manitol y por lo tanto se observaron colonias de
color dorado. En la tincion de Gram se visualizd cocos en racimo de uva, Gram
positivos; Mientras que en Staphylococcus epidermidis en el medio de Agar
Sangre de Carnero al 5 % fue Y- hemolitico, en Agar Sal y Manitol no fue capaz
de fermentar el manitol y por lo tanto las colonias pigmentaron a blanco, en la
tincibn de Gram se observé diplococos Gram positivos, para las pruebas
bioquimicas ambas especies de Staphylococcus son catalasa positivo, prueba que
también diferencia del género Streptococcus por ser catalasa negativo, en TSI
ambas fermentaron carbohidratos de glucosa, lactosa y sacarosa, no produjeron
gas y H2S, en la prueba de MIO, CS, y SIM resultaron negativo, en la prueba de

LIA solo fermentaron glucosa en la capa profunda, en caldo Urea S. aureus resulto
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ser positivo y en S. epidermidis se observo que metabolizo la Urea lentamente
permitiendo ver una alcalinidad tenue, en RM-VP ambas cepas resultaron
positivas, para la fermentacion de RF + carbohidratos el principal carbohidrato que
diferencio S .aureus de S. epidermidis fue el manitol dando acides solo la bacteria
de S. aureus. En la prueba de coagulasa se observé que sol6 S. aureus es capaz
de convertir el fibrinégeno en fibrina del plasma debido a que sol6 S. aureus posee
la enzima de coagulasa, por el contrario S. epidermidis no es capaz de formar
coagulo en el plasma debido a que no posee la enzima coagulasa. Por otra parte
en los microorganismos de Streptococcus pyogenes y Streptococcus agalactiae al
sembrar en medios de cultivo como el Agar Sangre de Carnero al 5 % y Agar
Casman produjeron B-hemodlisis, para la tincion de Gram ambas cepas resultaron
ser cadenas largas, Gram positivas. En las pruebas bioquimicas S. pyogenes y S.
agalactiae resultaron ser catalasa negativo, en la prueba de TSI fermentaron
carbohidratos de glucosa, lactosa y sacarosa, no produjeron gas, en la prueba de
SIM, LIA, UREA, CS y RM resultaron negativo, para la prueba de VP solo S.
agalactiae fue capaz de producir acetilmetilcarbinol (acetoina). Para una mejor
identificacion se utilizd pruebas especiales como la determinacién de sensibilidad
a Bacitracina y Optoquina lo cual resulto ser que S pyogenes es sensible a
Bacitracina y resistente a Optoquina, mientras que S. agalactiae resulto ser
resistente a ambos antibioticos. En la prueba de CAMP se utilizé el medio de
cultivo Agar Sangre de Carnero al 5 % y al sembrar el S. agalactiae con S. aureus,
se observd que el Streptococcus del grupo B, fue capaz de aumentar la B-

hemodlisis de S.aureus para formar en la siembra una punta de flecha (sinergismo).
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Por otra parte para la estructuracion del libro electronico se organizo la
informacion por capitulos en formato PDF para después digitalizarse a libro
electronico; cada capitulo contiene imagenes y esquemas que lo hace mas
atractivo para el estudiante. En anexos se encontrara informacion de
fundamentos, técnicas y resultados de referencia de tincion de Gram, pruebas
bioquimicas y pruebas especiales para que el estudiante consulte y compare sus
resultados obtenidos con los del libro electronico y asi facilitar su aprendizaje para
la identificacion de microorganismos de Staphylococcus y Streptococus de

importancia clinica.
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CONCLUSION.

Se realizé un libro electrénico con informacién de fuentes confiables como revistas
electronicas, libros electronicos e impresos, ademas cuenta con fotografias que
ilustran como se debe realizar desde un cultivo hasta la identificacién de bacterias
como Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus

pyogenes y Streptococcus agalactiae.

Este proyecto pretende ser un material didactico para que sea utilizado por los
alumnos de la licenciatura de Quimica Farmacéutico Biologica de la Facultad de

Estudios Superiores Zaragoza.
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RECOMENDACIONES

v" Poner a prueba el libro electronico a los alumnos que cursan los médulos de
Microbiologia de la carrera de QFB.

v Facilitar el libro electrénico en portales virtuales creados por la UNAM para que
los alumnos ingresen a la informacion electronica.

v" Mantener el libro electrénico en bibliotecas de la FES Zaragoza, de Ciudad
Universitaria, asi como las demas facultades e instituciones que tengan interés
por el material didactico, para que los alumnos que cursan el modulo de
microbiologia de las diferentes licenciaturas tengan acceso a la informacion

electrénica.
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Capitulo 1

1.1 El mundo microbiano y su importancia para el hombre

Historia

Antoni van Leeuwenhoek nacio el
24 de octubre de 1632, originario
de Holanda, realizo sus estudios
en Amsterdam y fue el primer
cazador de microbios por aportar
descripcién de seres diminutos
gue no se pueden ver a simple.
Con la ayuda de su invento, un
microscopio relativamente burdo
Leeuwenhoek examino objetos
animaculados que encontré en
agua de lluvia, heces y material de
raspado dental; Ademas con el

apoyo de su microscopio analizo

espermatozoos de seres humanos

Figura 1.1 Antoni Van Leeuwenhoek.
(1632-1723)"

e insectos. Leeuwenhoek

demostré que los gorgojos, pulgas y mejillones se desarrollaban en huevecillo; Por
estos y otros hallazgos tiempo después se le mencion6é como el padre de la

microbiologia
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La importancia de la microbiologia en la vida del hombre es fundamental para su

supervivencia, por ejemplo algunos microorganismos pueden proporcionar al

o~

J
y .

Ny 4

'.

f

{

.

-

J,

-
P &

Figura 1.2. Antibi6ticos? |
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hombre una fuente econdmica de
vitaminas como la vitamina B12 que
es producida por especies de
Pseudomonas y Propionibacterium,
la riboflabina es otra vitamina
producida por fermentacion sobre
todo por hongos como Ashbya
gossypii. La vitamina C (acido
ascorbico) se produce por una
modificacién complicada de glucosa
que es elaborada por especies de
Acetobacter. Originalmente todos los

antibiéticos eran productos del

metabolismo microbiano, actualmente se sabe que muchos de los antibi6ticos se

producen de forma sintética, semisintetica y por sintesis quimica.>*

Para la produccion de vacunas se presentan varias etapas:

v Inactivacién: Se preparan los antigenos atenuados

v Purificacion: Los antigenos aislados son purificados

v' Formulacién: Los antigenos purificados se combinan con adyuvantes

estabilizantes y conservantes para formar la preparacién de la vacuna

Facultad de Estudios Superiores Zaragoza; UNAM.
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En las bebidas alcohdlicas los microorganismos intervienen en la producciéon de
casi todas las bebidas alcohdlicas, la cerveza y el vino son elaborados con la
utilizacion de la levadura Saccharomyces cerevisiae (levadura de fondo). El
método de preparacion de la cerveza consiste en utilizar cebada germinada que
libera almidones y enzimas amilasas (malteado), las enzimas de la malta
hidrolizan el almidon o azlucares fermentables (maceracion); el liquido se esteriliza
y se agregan lupulos para el sabor, luego se
agrega la levadura y se incuba de 3-10 °C.
La funcion de la levadura es convertir
azucares en alcohol y CO; ya que la
levadura crece en el fondo del recipiente de
fermentacién. En la preparaciéon de vinos
como el Ron, el Cofiac y Wiski también se
utiiza la levadura de Saccharomyces

cerevisiae por convertir los azucares de la

uva en alcohol de un 50-95 %.57 Figura 1.3. Industria3Cervecera y
vinatera

Cabe mencionar que la microbiologia industrial ha sido sumamente util para la
humanidad, actualmente sigue evolucionando y ademas se considera parte
esencial de varias tecnologias basicas para la obtencion de muchos productos
comerciales ya que la microbiologia industrial ha aportado grandes beneficios a

nivel mundial.®
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1.2. Estructura Bacteriana

1.2.1. Célula procariota

Las caracteristicas de las células procariotas es su tamafo relativamente

pequefio, miden en um de diametro. Presentan estructuras subcelulares

delimitadas por membranas que tienen funciones especializadas ya que tales

estructuras las difieren de las células eucariotas. Una célula procariota cualquiera

tiene relativamente pocos genes que permiten la adaptacion fisiolégica de un

Estructura de la célula procariota

citoplasma

Figura 1.4. Célula Procariota®

microorganismo en su ambiente.
Su intervalo para los posibles
ambientes de esta célula es muy
amplio y se adapta al nicho
ecologico. Ademas tiene la
capacidad de intercambiar
porciones de informacion
genética esta informacién puede
transportarse en plasmidos. La

célula procariota no presenta

nacleo definido debido a que su material genético se encuentra disperso en su

citoplasma. Por otra parte las estructuras de las células procariotas se pueden

observar en un microscopio electronico de barrido y se encuentran divididas de la

siguiente manera:

1.2.2 Capsula:

Contribuye a la capacidad de invasion de la bacteria patdgena en organismos; las

Facultad de Estudios Superiores Zaragoza; UNAM.

Pagina 9



Células encapsuladas estan protegidas de la fagocitosis por las células del
huésped; la capsula y la capa mucilaginosa con frecuencia se utiliza para describir
capas de polisacéaridos. La composicién quimica del glucocaliz bacteriano es un
polimero viscoso (adherente) y gelatinoso, se
encuentra localizado por fuera de la pared celular
y estd compuesto por polisacaridos, polipéptidos
0 ambas sustancias. La composicion quimica del
glucocdliz varia en las distintas especies. Si la

sustancia que lo compone esta organizada y se

adhiere firmemente a la pared celular el
glucocéliz recibe el nombre de capsula. La S

. . — 5
presencia de la capsula la presentan Figura 1.5. Capsula

principalmente  Neumococos (Streptococcus pneumoniae) y Klebsiella

pneumoniae.

1.2.3 Citoplasma

Es la sustancia celular limitada por la membrana plasmatica. El citoplasma esta
compuesto por alrededor de un 80% de agua y contiene sobre todo proteinas
(enzimas), hidratos de carbono, lipidos, iones organicos, y numerosos compuestos
de bajo peso molecular, el citoplasma es espeso, acuoso, semitransparente,
elastico, es comprendido de una zona nuclear ya que presenta el ADN, particulas
llamadas ribosomas y tiene depdsitos de reserva llamadas inclusiones. Es muy

probable que los filamentos proteicos presentes en el citoplasma quizas sean los
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CITOPLASMA responsables de las configuraciones

bacilar y helicoidal de las bacterias. Las

RNA
polymerase

5 / bacterias a menudo almacenan

Nucleoid

materiales de reserva en la forma de

granulos insolubles, que tienen el aspecto

Cytoplasm/ribosomes
(protein synthesis)

Figura 1.6. Citoplasma Bagterianoﬁ I de cuerpos refringentes en el citoplasma.

Los ribosomas se encuentran en el interior del citoplasma, las cuales actian como
sitio de sintesis de proteinas, Los ribosomas se encuentran en decenas de

millares de estructuras sumamente pequefias lo que confiere un aspecto granular.

e Inclusiones.

En el interior del citoplasma de las células procariotas existen diversos tipos de
depositos de reserva denominados inclusiones, los granulos Metacromaticos son
inclusiones de gran tamafio y son caracteristicos de Corinebacterium difteriae ;
las vacuolas gaseosas se encuentran presentes en numerosas células
procariontes acuaticas como las cianobacterias y bacterias fotosintéticas; otras
como Magnetosomas son inclusiones producidas por bacterias Gram negativas
como Magnetospirilum magnetotacticum que actian como imanes; Las
inclusiones lipidicas se observan en varias especies como en el interior de su
citoplasma de los géneros de Micobacterium, y Bacillus, también estas bacterias
presentan acido-poli-beta-hidroxibutirico como reserva en su citoplasma. Por lo
tanto las inclusiones mencionadas que se encuentran en el interior del citoplasma
bacteriano se pueden detectar utilizando colorantes liposolubles como el colorante

de Sudan.
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1.2.4 Pared Celular

La pared celular bacteriana es una estructura compleja y semirrigida responsable
de la configuracion de la célula. La pared celular rodea a la fragil membrana
plasmética y protege a esta membrana y al interior de la célula de los cambios
adversos del medio externo. Casi todas las células procariotas poseen pared
celular y la funcion principal de la pared celular consiste en evitar la ruptura de la
célula bacteriana cuando la presion hidrostatica intracelular es mayor que la
presion hidrostatica extracelular. La pared celular también contribuye al
mantenimiento de la forma de una bacteria y sirve como sitio de anclaje para los
flagelos. A medida que aumenta el volumen de la célula bacteriana, la membrana
plasmética y la pared celular se expanden segun la necesidad, esta estructura por

lo regular es el sitio de accién de algunos antibioticos.

La pared celular esta compuesta por una red macromolecular Illamada
peptidoglucano (mureina) que puede ser una estructura solitaria o estar
combinadas con otras sustancias. El peptidoglucano a su vez esta compuesto por

un disacarido repetitivo unido por polipéptidos que rodea y protege en totalidad a

la célula.
GRAM POSITIVAS GRAM NEGATIVAS
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5 ¢ =
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Figura 1.7. Pared Celular
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1.2.5 Estructuras externas de la pared celular
Glicocéliz

Es una sustancia superficial de las células procariotas y esta sustancia rodea a la
célula; el glucocaliz es un compuesto gelatinoso compuesto de polisacaridos, de
polipéptidos o de ambos. Su complejidad varia entre las distintas especies
bacterianas. El material glucocdliz es viscoso (pegajoso) y en su mayoria se

forma en el interior de las células para ser excretados a la superficie.

Si esta sustancia se encuentra l

organizada y firmemente unida a la pared

celular al glucocdliz se le denominara

capsula. Otra funcion del glucocéliz

il

pegajoso es la adhesion de la bacteria en LD

distintas superficies con el fin de

sobrevivir en su ambiente natural.
Figura 1.8. Componentes de la estructura

glucocaliz de una célula procariota8
Flagelos

Uno de los componentes estructurales externos de las bacterias son los flagelos
(palabra que significa latigo), son largos apéndices de filamentos que utilizan las
bacterias para impulsarse y desplazarse. Las bacterias flageladas son moviles ya
gue tienen la capacidad de moverse por si mismas, cada flagelo procariético es un
rotor helicoidal, semirrigido, que empuja la célula al girar a partir del cuerpo basal.
La rotacion del flagelo puede ser en el sentido de las agujas o en el contrario; a lo

largo de su eje. La células bacterianas pueden alterar la velocidad y direccion de
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rotacion de sus flagelos y son por lo tanto capaces de exhibir distintas formas de
motilidad. Algunas especies de bacterias dotadas de un gran numero de flagelos
como Proteus pueden “invadir “un medio de cultivo, exhibiendo un crecimiento

rapido en forma de ondas a este fenomeno se denomina movimiento de swarmig

et Monotrichous bacterium

1

Figura 1.9. Clasificacion de Flagelos Bacterianos®

Los flagelos se clasifican de la siguiente manera:

Atricos: No poseen flagelos en sus extremos de la pared externa de la bacteria
Monotricos: Poseen un solo flagelo polar en el extremo de su pared celular
Anfitricos: Presenta flagelos en cada extremo de la pared celular

Lofotricas: Tienen dos o mas flagelos, en uno o ambos extremos de la pared

Peritricas: Flagelos Distribuidos en toda la extensién de la célula bacteriana
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1.2.6 Fimbrias y Pili

Muchas bacterias Gram negativas contienen apéndices pilosos que son mucho
mas cortos, mas rectos y delgados que los flagelos y cumplen funciones de
fijacion y transferencia de ADN méas que una funciébn de motilidad. Estas
estructuras compuestas por una proteina llamada pilina le dan a la bacteria un
trayecto helicoidal alrededor del nucleo y sus funciones son muy distintas a las

fimbrias y pili

Las fimbrias pueden nacer en polos de la célula bacteriana o estar distribuidas en
forma regular en toda la superficie. EI nimero de fimbrias puede ser incrementado
a miles de fimbrias por célula. Al igual que el glucocaliz las fimbrias permiten que
la célula se adhiera a distintas superficies incluidas las de otras células como las

fimbrias de la bacteria Neisseria gonorrhoeae_el agente causal de la gonorrea

| Figura 1.10. Flagelos peritricos de Eschericheae coli*® |
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ADN bacteriano Pla’smidos 1.2.7 Nucleoide

Las células procariotas no tienen un

O nacleo verdadero, almacenan su ADN en
una estructura conocida como nucleoide

O gue consiste en una molécula circular
Unica y continta, que varia en tamafio de

Figura 1.11. Genoma bacteriano™® 0.58 a casi 10 millones de pares de bases

y su region nuclear esta llena de fibrillas de ADN. Sin embargo unas cuantas
bacterias han mostrado poseer dos, tres, o incluso cuatro cromosomas diferentes

como es el caso de Vibrio célera y Brucella melitensis

1.2.8 Membrana Citoplasmatica

Es una delgada estructura que se extiende
por dentro de la pared celular encerrando el
citoplasma de la célula. La membrana
citoplasmatica procariota esta formada
principalmente por fosfolipidos y proteinas
estas moléculas se pueden observar a
través de un microscopio electronico de

barrido ya que se encuentran dispersas

formando dos lineas paralelas a través de

la membrana celular. Figura 1.12. Membrana
citoplasmatica de célula procariota*?
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La funcién mas importante de la membrana citoplasmatica es actuar como barrera
selectiva a través del cual entran y salen
sustancias de la célula; en esta tarea las
membranas son muy selectivamente
permeables (también se les denomina
semipermeables). Esto indica que
determinadas moléculas e iones atraviesan

la membrana mientras que otros no

pueden.

Fiaura 1.13. Mesosoma Sental13

La membrana citoplasmatica es importante en la degradacién de nutrientes y en la
produccién de energia. Las membranas citoplasmaticas de las bacterias contienen
enzimas capaces de catalizar las reacciones quimicas que rompen las sustancias
nutritivas y producen ATP. En algunas bacterias se encuentran pigmentos y
enzimas implicadas en la fotosintesis (La conversion de energia luminosa en

energia quimica).

Las membranas citoplasmaticas de las bacterias contienen a menudo uno 0 mas
plegamientos grandes, irregulares, denominados mesosomas, generalmente estos
se ven asociados a una zona nuclear o proxima al lugar de division celular.
Aunqgue la funcion exacta de los mesosomas es desconocida podrian jugar un
papel en la reproduccion y el metabolismo. Cuando se divide una célula bacteria
(fision binaria) se forma una pared llamada septotransverso y el material genético

de la célula parental se reparte entre dos células hijas idénticas.
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1.2.9 Endosporas

Las esporas son muy resistentes a la desecacion y al calor y a los compuestos
quimicos, cuando se encuentran en condiciones nutricionales favorables y se por
lo tanto se activa. Miembros de varios géneros bacterianos son capaces de formar
endosporas los mas comunes son los bacilos Gram positivos, los anaerobios
obligados del género Bacillus y los anaerobios obligados del género Clostridium.
Dichos microorganismos sufren un ciclo de diferenciacion en respuesta en
condiciones ambientales como el proceso denominado esporulacién; es
desencadenado por el casi agotamiento de varios nutrientes (Carbono, Nitrogeno
o Fosforo). Cada célula bacteriana forma una espora interna Unica que es liberada

cuando la célula madre sufre autolisis.®*

ﬂ;"’ \.j——‘;;x;;‘_._,\— “\\ .
Peptidogiucano i '( @>‘ (@2 Ql\tr;lzrsc:nn:hcu

Pmnae, -~ =
Erren senE T
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Figura 1.14. Etapas de la formacion de endosporas™®
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1.3 Requerimientos para el crecimiento microbiano

Los requerimientos que necesitan los microorganismos para llevar un crecimiento
y desarrollo adecuado se obtienen a través de factores fisicos y factores quimicos

los cuales se dividen de la siguiente manera:
1.3.1 Temperatura

La mayor parte de los microorganismos crecen bien a la temperatura de 37 °C el
cual es integra para los seres humanos. Sin embargo, ciertas bacterias pueden
desarrollarse en temperaturas extremas que impedirian la supervivencia de casi
todos los organismos eucariontes. Cada especie bacteriana crece en temperaturas
minima, optima y maxima en particular. Los microorganismos se clasifican en tres
grupos principales sobre la base de sus limites como son los psicrofilos (microbios
por afinidad al frio), Mesdfilos (Microbios con afinidad a la temperatura ambiente)
y termofilos (Microbios con afinidad por el calor). La mayoria de las bacterias
crecen solo dentro de un espectro limitado de temperatura y las temperaturas de
crecimiento maxima y minina sol6 estan separadas por 30 °C. Su crecimiento es

deficiente a las temperaturas alta y baja extremas, dentro de su espectro.*

Termofilo 2 FErse—
Bacrilus stearothermophius lllperterméﬁlo ﬂ!w

Mesofilo Thormococcus color Pyrolotus fumant
60

Escherichia col e 106

ofilo

39

Taxa de crescimento

Psicrofilo

Polaromonas vacuolata

o 10 20 30 40 &0 60 70 80 20 100 10 1204

Femperatura (°C)

Figura 1.15. Grdfica. Tasa de crecimiento a diferente Temperatura15
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Las bacterias se clasifican segun su temperatura en:

v

v' Termofilos Extremos: Crecen a una temperatura mayor de 90

Psicrofilas: Son bacterias que crecen mejor a temperaturas bajas de 0 a 5 °C.

Psicrofilas Estrictos: son las bacterias que llegan a resistir la temperatura de
la antartica y mueren si se exponen a temperatura ambiente y tardan en crecer
de 2-3 semanas.

Psicrofilas Facultativas: Son aquellos microorganismos que pueden crecer a
0 °C, pero crecen mejor a una temperatura de 20 a 30 °C.

Mesoéfilos: Crecen a temperaturas que rodean entre los 25 a 40 °C. Estas
especies corresponden a la mayoria de bacterias patégenas y de microflora
normal.

Termofilos: Son bacterias que crecen a una temperatura optima sobre los 45
°C. La region del crecimiento de muchos termdfilos se extienden a la region de
los mesofilos a estos se le conocen como terméfilos facultativos y crecen de

50-60 °C

°C 12,13.

Copyright © The McGraw-Hill Companies, Inc. Permission required for reproduction or display.

Hyperthermophiles

Thermophiles

Mesophiles
SN

Psychrotrophs

Growth rate

Psychrophiles
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. .. 16
Figura 1.16. Tasa de crecimiento en respuesta a la temperatura
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Concentracion de lones Hidrégeno pH

La mayoria de los microorganismos tiene un pH muy estrecho debido a que el pH
es determinado empiricamente para cada especie. La mayor parte de los
microorganismos crece a un pH de 6-8; Algunas bacterias denominadas aciddfilas
toleran notablemente la acidez soportando los rangos de pH de 2-5; Por otra parte
los hongos filamentosos y las levaduras crecen con valores de pH por lo general

cercade 5 a6.

Cuando las bacterias se cultivan en el laboratorio a menudo producen acidos que
al final interfieren sobre su propio crecimiento. Para neutralizar los acidos y
mantener un pH adecuado se agregan al medio de cultivo sustancias quimicas
gue actuan como buffers. En algunos medios las peptonas y aminoacidos actlian
como buffers y muchos medios también contienen sales de fosfato. Estas ultimas
tienen la ventaja de mostrar su efecto buffers en los limites de pH del crecimiento
de la mayoria de las bacterias y no son toxicas; de hecho proveen fosforo, un
nutriente esencial. Los microorganismos regulan su pH interno pese a la amplia
gama de cifras de su pH externo

mediante su bombeo de Preferencias por el pH de algunas bacterias

protones hacia el interior al |

| |

exterior de la célula, El sistema pH 2' 3 4 5 6 I7 8 9 10 1I1

. neutrofilos if
o aciddfilos | alcalofilos

” ]~ ansahansia "
Acelobacler Pseudomonas Natronobactenum

de intercambio de

Sulfolobus Lactobacillus Rhizobium

contribuye a la regulacion del pH

interno en los microorganismos. T
Figura 1.17. pH bacteriano para su crecimiento
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1.3.2 Necesidad osmotica y Fuerza lonica

Casi todos los nutrientes que obtienen los microorganismos se encuentran
disueltos en el agua. Por ende los microorganismos requieren agua para crecer
ya que estan constituidos por un 80-90% de agua. Los microorganismos que
requieren altas concentraciones de sales se les denomina halofilos como por
ejemplo la bacteria de Staphylococcus aureus que crece y se adapta mejor en
condiciones elevadas si se aisla en un medio salino como el de Agar sal y manitol
o agar Chapman (ASM modificado). También estan las bacterias que necesitan de
presiones osmoticas se les denomina osmdfilas. La mayor parte de las bacterias
pueden tolerar una amplia variedad de presiones osmoticas y fuerzas iénicas
externas, debido a su capacidad de regular la osmolaridad interna y concentracion
ibnica. La osmolaridad esta regulada por el transporte activo de los iones K* al
interior de la célula; la fuerza idnica interna se conserva constante por una

excrecion compensadora de

Hipertanice lsatonico Hipatanico

__!:, ‘ R Lol
;" -

putresina, una poliamida organica

cargada positivamente debido a ' |

i §
que la putresina porta varias :1-'—{&

i

cargas positivas por molécula se

produce un gran descenso en la ol
fuerza i6nica con un costo pequefio ;
= (51 UErE Gerrdilen, Plasmolizada Flacida Turgente

Figura 1.18. a) Células procariotas en Solucion
Hipertdnica, Solucidn Isotdnica y Solucién
., . 18
Hinotodnica
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1.3.3. Nutricion gaseosa

Los nutrimentos en el medio de cultivo deben contener todos los elementos

necesarios para la sintesis bioldgica de nuevos microorganismos.

— Fuentes de Carbono

Las plantas y algunas bacterias pueden usar energia fotosintética para reducir al
diéxido de carbono (CO,) a expensas del H,O. Estos microorganismos pertenecen
al grupo de los autotrofos. Existen otros autotrofos son los quimiolitotrofos,
microorganismos que utilizan sustratos inorganicos, como el Hidrégeno o el
tiosulfato en calidad de reductor y el CO, como fuente de carbono. Es importante
gue se proporcionen los sustratos del crecimiento en concentraciones adecuadas
para la cepa microbiana en desarrollo, las concentraciones que apoyan el

crecimiento de un microorganismo pueden inhibir el de otros.

— Fuentes de Nitr6geno

El N, es un componente importante

Fijacion de nitrogeno
et PrOtEMnA de las proteinas y de los &cidos
Ny + 6H— 2NH; ==
= Acido nucleico]  nucleicos, constituye casi el 10%
del peso seco de la célula
ATP  ADP+P,

bacteriana, por lo cual la bacteria
puede realizar una fijacion de

nitrégeno convirtiendo el ATP en

: —— : ADP + fosforo.'***>
Figura 1.19. Fijacion del N2 en célula

bacterian a19
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La capacidad para fijar el nitrbgeno se encuentra en bacterias ampliamente
divergentes las cuales han desarrollado estrategias bioquimicas para proteger a
sus enzimas fijadoras de nitrégeno del efecto del O,. La mayor parte de los
microorganismos pueden recurrir al amoniaco (NH4*) como fuente Unica de N,y
muchos de ellos pueden producir este ion a partir de aminas (R- NH,) o de los

aminoacidos.
— Fuentes de Azufre

Al igual que N2 el azufre es un componente de muchas sustancias celulares
organicas. El azufre en su forma elemental no puede ser utilizado por plantas o los
animales sin embargo algunas bacterias autotrofas pueden oxidarlo a sulfato
(SO4?) La mayor parte de los microorganismos puede utilizar el sulfato como
fuente de azufre mediante la reduccion al nivel del H,S.; Algunos microorganismos
pueden asimilar el acido sulfhidrico directamente del medio de cultivo, Pero este

compuesto puede ser toxico para muchos de los microorganismos.
— Fuentes de minerales

Tanto el mg®* como el K' son esenciales para la funcién e integridad del
crecimiento microbiano ya que también utilizan Ca** como constituyente esencial
Ca®* como constituyente de las paredes celulares de las bacterias Gram
Positivas, aun que es necesario en las bacterias Gram negativas. Al formular un
medio de cultivo es necesario brindarles a los microorganismos fuentes de K,
Mg**,Ca**,Fe®" pero también se requieren de otros minerales como por ejemplo

Mn?*,Mo?*,Co**,Cu?*,Zn*" y de la captacion de Fe**.'’
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Cuadro 1. Efecto del oxigeno sobre el crecimiento de diferentes tipos de bacteria. 18

Condiciones

Efecto del
O, sobre el
crecimiento

Explicacion
de los
patrones de
crecimiento

Explicacion

de los efectos

del 02

Aerobios
Estrictos

Solo crecen los
aerobios que
requieren el O,

El crecimiento
sucede solo
donde se
difundieron
concentraciones
elevadas de O,
en el medio

La presencia de
las enzimas
catalasay
superoéxido
dismutasa
neutraliza las

formas toxicas de
O,, puede utilizar

oxigeno

1.4 Medios de Cultivo

Anaerobios
Facultativos

Crecen
aerobios y
anaerobios;
el
crecimiento
es mayor en
presencia de
O
El
crecimiento
es mejor
donde hay
mayor
cantidad de
oxigeno pero
se produce
en el tubo

La presencia
de las
enzimas
catalasay
Superodxido
dismutasa
netraliza
formas
toxicas de
O

Anaerobios
Estrictos

El crecimiento
cesaen
presencia de
O,

El crecimiento
ocurre solo
donde no hay
O

Carecen de
enzimas
neutralizan las
formas lesivas
del O,, no
pueden tolerar
oxigeno

Anaerobios
Aerotolerantes

Solo crecen los
anaerobios pero
el crecimiento
continua en
presencia de O,

El crecimiento
sucede de
manera
uniforme; el O,
no tiene efecto.

La presencia de
las enzimas
catalasay
superoéxido
dismutasa
neutralizar en
parte las formas
toxicas del Oy;
toleran el oxigeno

Microaeroéfilos

Solo crecen los
aerobios;
requieren O, en
bajas
concentraciones

El crecimiento
sucede solo
donde se difunde
concentraciones
bajas de O, en el
medio

Produce
Cantidades
letales de formas
toxicas del O,
si se exponen al
oxigeno
atmosférico
normal

Los medios de cultivo se elaboran con una mezcla de nutrientes esenciales, que

en concentraciones adecuadas y en condiciones fisicas Optimas permiten el

crecimiento de microorganismos. Los medios de cultivo pueden clasificarse en

soélidos, semisdlidos y liquidos y estos son necesarios para el laboratorio de
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microbiologia para ello se necesita llevar acabo un buen control para su

fabricacion, conservacion y uso.

El agar

Es un polisacarido que se extraen de las algas
marinas y posee algunas propiedades muy
importantes que lo convierten en valioso para la

microbiologia ya que proporciona al medio su

consistencia sélida cuando se emplea en un

Figura 1.20. Medios de cultivo
porcentaje de 1.5% aprox. Se utiliza peptona en deshidratados?°

la mayoria de los medios de cultivo para definir un producto soluble en agua este
es obtenido por la hidrolisis de proteinas. Las proteinas son hidrolizadas por
enzimas para dar origen a los aminoacidos y péptidos que pueden ser utilizados
por las bacterias para obtener los aminoacidos y nitrébgeno necesario para su
metabolismo. El fosfato di potasico forma un sistema de buffer cuya funcion es

proporcionar un pH estable para el éptimo crecimiento de los microorganismos.

Los medios de cultivo se preparan en cajas de Petri, también puede permitirse que
se solidifiguen en tubos de ensaye dejando solidificar en posicion inclinada o
posicion erecta. EI medio de cultivo debe guardarse en una atmosfera fresca y
himeda para evitar la evaporizacion utilizando refrigeradores a una temperatura
de 4 °C. Sin embargo no se recomienda que se guarden por un periodo
prolongado y en los medios liquidos estériles se recomienda mantenerlos en una

gradilla en posicion vertical para que estos no se contaminen con la superficie del
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tapon de rosca. La mayoria de los medios de cultivo comiunmente utilizados se
encuentran en el comercio en forma de polvos secos, estos productos
deshidratados se transforman facilmente en medios de cultivo, por adicion de

agua destilada para su rehidratacién. *"#

Medios de cultivo segln su origen:

a) NATURALES: son medios preparados a partir de sustancias naturales de
origen animal o vegetal como ser extractos de tejidos o infusiones y cuya

composicién quimica no se conoce exactamente.

b) SINTETICOS: son medios que contienen una composicién quimica definida

cualitativa y cuantitativamente

c) SEMISINTETICOS son medios sintéticos a los que se les afiaden factores de
crecimiento bajo una forma de un extracto organico complejo, como por ejemplo

extracto de levadura.

| Figura 1.21. Medios de Cultivo seqln su origen?*
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Seglin su consistencia

a) LIQUIDOS: se denominan caldos y contienen los nutrientes en solucién acuosa.
b) SOLIDOS: se preparan afiadiendo un agar a un medio liquido (caldo) a razén
de 15 g/Litro. El agar es una sustancia inerte polisacéarido (hidrato de carbono) que
se extrae de las algas marinas. Como esta sustancia no es digerida por las
bacterias no constituye ningan elemento nutritivo; Este conjunto convenientemente
esterilizado puede ser vertido en placas de Petri o en tubos de ensayo tener la
posibilidad de aislar y diferenciar bacterias, "procesos que antes no eran posibles

en medio liquido".

c) SEMISOLIDOS: contienen 7.5 g de agar /litro de caldo. Se utilizan para

determinar la motilidad de las especies bacterianas por lo que actualmente se

encuentran disponibles comercialmente con el agregado de agar.*®

MEDIO DE CULTIVO SOLIDO - .

Figura 1.22. Medio de Cultivo segtn su consistencia22
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Por su composicién de Medios De Cultivo.

v' Medios de Cultivo Complejos
(Sintéticos y Semisintéticos).
Casi todas las bacterias heterotrofas y los
hongos que se trabaja en un laboratorio se
cultivan de modo sistematico en medios
complejos, compuestos por nutrientes como
extractos de levadura, plantas, carne vy
digerido proteico y otras fuentes ya que entre
los diferentes lotes del medio puede haber

leves variaciones de la composicion quimica.

EXTRACTO DE
| \E\/ADURA

*6 soluble de autolisado 9¢
detevaduras seleccion adas

Amw_luls"

Figura 1.23. Compuesto principal

de un medio de cultivo complejo23

En los medios complejos se requiere energia, Carbono, Nitrégeno y Azufre de los

EXTRACTO

DE CARNE

Preparadc

@mmrdq/ﬂﬂ'

Figura 1.24. Componente un medio de

. . 24
cultivo complejo

microorganismos son aportados sobre todo
_ en por las proteinas ya que estas pueden
| ser utilizados de forma directa por parte de
los microbios. Si bien por una digestion
parcial por acidos o enzimas las reducen a
cadenas mas cortas de aminoacidos
denominados peptonas; la mayoria de las

&. 4 bacterias pueden degradar las peptonas

para poder continuar con su metabolismo.
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Los extractos de carne o de levadura le proporcionan al medio las vitaminas y
otros factores de crecimiento organicos. Los extractos de levadura tienen
contenidos particularmente elevados de vitaminas del complejo B; Si un medio
complejo se halla en forma liquida se denomina caldo nutritivo y si se le adiciona

el polisacarido agar al 1.5% el medio solidificara y se le denominara agar nutritivo.

v' Medios de cultivo Selectivos.

Se categorizan como medios de cultivo selectos porque estan disefiados para
suprimir el crecimiento de bacterias no
deseadas y por lo tanto solo debera crecer el
microorganismo deseado. Estos medios sus
componentes son los que se encargan de
inhibir el crecimiento de los Enterosaprofitos

debido al alto contenido de sales biliares.

Figura 1.25. Medio selectivo, Agar
Sal Y manitol. Estria Cruzada,

= 25
colonias de S. aureus

Sin embargo en algunas ocasiones encontraremos saprobios en estos medios de
cultivo que resisten las concentraciones altas de sales biliares; ejemplos de estos
son el Agar Salmonella—Shigella; Agar Desoxicolato-Citrato, Agar xilosa Lisina
Desoxicolato y especialmente el Agar Sal y Manitol el cual por sus altas
concentraciones de sal al 7.5y 10% y solo creceran microorganismos del género
Staphylococcus debido a que son bacterias haléfilas denominadas asi por tener

alta afinidad a la salinidad. Para el crecimiento de hongos patégenos el agar
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dextrosa sabouroud que tiene un pH acido de 5.6 se utiliza como medio de cultivo

selectivo por poseer altas concentraciones de dextrosa y antibioticos.

v' Medios de Cultivo Diferenciales.

Estos medios de cultivo permiten distinguir con mayor facilidad las colonias del
microorganismo deseado de otras colonias que crecen en la misma placa. Estos
medios de cultivo por lo regular contienen componentes como lactosa, sales
biliares y principalmente un indicador que ayude a diferenciar por la coloracion

que producen las colonias de cada

XLD
microorganismo. Los indicadores mas A: lactosa (+)
B: lactosa (-)
C: SH, (+)

utilizados son: Azul de Metileno, el rojo

neutro, rojo de fenol, cristal violeta o purpura

de bromocresol, ademas de estos -
A: lactosa (+)

B: lactosa (-)

ingrediente el medio contiene nutrientes

esenciales para el crecimiento bacteriano. Figura 1.26. Diferenciacion de
pigmentacion de colonias®®

Se sabe que por lo general las enterobacterias no fermentan la lactosa, por lo
tanto no habré viraje del color del medio, en tanto los la mayoria de los Gram
positivos si fermentan la lactosa produciendo &cido y por lo tanto se observara el
viraje del color. Un medio diferencial que contiene eritrocitos como agar sangre de
carnero al 5% se puede ver la diferenciacion de especies patdégenas por la lisis de

eritrocitos del medio de cultivo. Ejemplo de medios de cultivo Diferenciales son:

- Agar Mac Conkey - Agar EMB - Agar Sangre

- Agar XLD - Agar Sal y Manitol -S-110
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1.5 Tipos de siembra bacteriana

Para estudiar las propiedades de un microorganismo es necesario sembrar en
un cultivo puro libre de otros microorganismos. Para obtenerse debe aislarse de
una sola célula bacteriana y cultivarse de tal manera que su progenie también

permanezca aislada. Para esto se dispone de varios métodos:

v' Sembrado en placa

Las células que crecen sobre o dentro de medios sélidos se encuentran inmoviles;
por consiguiente, si unas cuantas células se colocan en o sobre un medio
gelificado, esta célula crece y da una colonia aislada. Los tipos de siembras que
se realizan sobre la superficie de un medio de cultivo en placa sélido son por

estria cruzada, estria masiva y estria abierta a partir de una cepa pura.

La siembra por estria: En medios de cultivo con agar en su superficie se realiza
la inoculacion primaria con un asa o hisopo para desaminar la muestra en las 4
bandas realizadas. El inoculo se
desamina con un movimiento hacia
atrds y hacia adelante en cada
cuadrante girando la placa a 90 °C.
El asa se debe esterilizar en un
mechero al rojo vivo y se debe enfriar
en la superficie del agar cada vez

gue se realice un cuadrante.

Figura 1.27. Siembra por Estria Cruzada’®’ |
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Vaciado en placa

En este método se mezcla una suspension de células con agar fundido a 50 °C y
se vacia en caja de Petri cuando el agar solidifica, las células se inmovilizan en
este y crecen las colonias. Si la suspensién de células estaba suficientemente
diluida, las colonias estaran bien aisladas, de tal suerte que cada una tiene una
gran posibilidad de haber derivado de una célula Unica. Sin embargo para estar
seguros, se toma una colonia del tipo deseado, se suspende en solucion salina
estéril y se vuelve a sembrar en placa. La repeticion de este procedimiento varias

veces asegura la obtencion de un cultivo puro.

SEI'IBI;H :‘!f Coierias e superiicie
gatengion :
La messtra e pineted Bobreta Ls mussims 38 extiends e baciti A v
supariie o agar @i miomencs)  SURVBMATE itlizante una 453 mmﬂaﬂﬂwm
il e
Ckinies

: Coonigsoe  indikies en
&lembra por veriido fuperficia o medo

an piace e j Eﬁz

L4 midtie 88 plpstia e aiatle medio asdr] y 68 Rl o0 0
on unp plecs sl migatla £ & ndeule it

Figura 1.28. Método de Vaciado en placa28
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v' Método por dilucién

Un método menos seguro es el método de dilucion por extension. Al diluir cultivos
mixtos en caldo, se obtendrd una diluciébn final que solo contendra al
microorganismo mas predominante en la muestra inicial. Posteriormente se aplica
el procedimiento al vaciado en placa agregando primeramente 1 mL de la dilucion
y enseguida el medio de cultivo fundido a 50 °C, para después mezclar en
movimiento en forma de ocho suavemente en la caja Petri sobre la base de la
mesa. Este proceso es importante para que la bacteria que se intenta aislar esté

presente en cantidades mayores que las otras que se encuentran mezcladas.

Siembra en tubo

suspensidn de 9 mlde
células microbianas  solucidn salina

(a) Dilucidn seriada

colonias

| agar,
| sobrefusidn

{b)Nertido en la placa | (¢) Colonias aisladas

(€

Figura 1.29. Método por dilucién para obtencion de colonias aisladas®
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En las siembras con tubos de ensaye, los medios de cultivo son principalmente
liguidos, ademas se pude realizar en semisdlidos (0.3-0.5% de agar) o sélidos (1-

2% de agar) y estos pueden ser inoculados con alambre de nicho. %
1- Medio Sdlido en pico flauta

Los pico flauta o picos inclinados en agar se inoculan de la siguiente forma:
Primero se atraviesa el, fondo del agar hasta las tres cuartas partes con el
alambre de inoculacion y posteriormente este se retira siguiendo el mismo camino
de puncion y después al llegar a la superficie se desamina el inoculo sobre la
superficie del pico flauta formando una estria en forma de S. Este método se

puede realizar en pruebas bioquimicas de TSI, KIA, LIA, y CS.

~
o

Figura 1.30. Siembra por picadura % partes del medio sdlido y estria abierta en
superficie30
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v' Medio semisdlido

Los tubos con agar semisélido en los cuales pueden detectarse la prueba de
motilidad, se inoculan puncionando el agar con el alambre recto hasta las tres
cuartas partes, el cual debe retirarse a lo largo del mismo camino que se usé para
atravesar inicialmente el medio de cultivo, ya que es importante que se evite un
movimiento en forma de abanico porque puede dar como resultado un patron de

crecimiento a lo largo de la linea

" ; Punciéng
de entrada que puede ] limpia

interpretarse errbneamente como
motilidad bacteriana. Los medios

semisolidos en los cuales se Filamento

puede realizar la deteccion de

motilidad son en MIO Y SIM.
Muestra  Medio (agar semisolidg

Figura 1.31. Inoculacion por puncion con asa recta.
. . op.q 31
Medio Semisdlido

2- Medio Liquido

Los medios liquidos en tubo pueden

Flameado Flameado

inocularse colocando al tubo inclinado

ey

M

o .
1)
v

|
Muestra  Inoculacion hlncubac;dn

32|

")
en un angulo de aproximadamente 30°,

posteriormente con un asa de

inoculacion de inoculacion se coloca la

muestra tocando la superficie interna

del vidrio, exactamente por encima del

Figura 1.32. Inoculacion por agitacion
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punto donde la superficie del medio forma un angulo agudo cuando el tubo se
vuelve a colocar en posicion vertical., el area de inoculacion queda sumergida en
el medio. Otra forma de inoculacion por agitacién es depositando la muestra en
un asa bacterioldgica, luego introducir el asa al tubo que contiene el medio liquido

y posteriormente agitar suavemente. Realizar la siembra con los métodos

anteriores cerca de la flama de un mechero, para evitar contaminacién. %%’

1.5.1 Morfologia Colonial

Cuando las bacterias crecen en la

\iy. 3

Ny

My I

'\,l "“v
A

oy superficie de un medio de cultivo
LAY

\
W, \i'
)

solidificado, las células bacterianas
qgue proliferan quedan practicamente
en posicion fija y forman colonias de
millones y millones de células
aglomeradas que se observan a
simple vista para poder ser

diferenciadas por morfologia colonial.

Figura 1.33. Crecimiento de colonias

aisladas en la superficie de Agar Sangre33

Las Colonias formadas por aglomeracion tienen dimensiones apenas visibles, son
masas de varios milimetros de didmetro, las colonias presentan caracteristicas no
solo de volumen, sino también de forma y textura. En algunos casos hay
pigmentacion de colonias, que si bien hasta cierto punto, esto va depender del

indicador que contenga el medio de cultivo, en circunstancias son de gran valor
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diferencial, por lo tanto la morfologia de las colonias bacterianas son de mayor

importancia para la diferenciacion de especies.

La dimension de las colonias bacterianas, en condiciones favorables para el

cultivo son uniformes para cada tipo de especie.

Algunas caracteristicas tomadas en cuenta para la morfologia colonial son

las siguientes:

Cuadro 2. Tipos de morfologia colonial.
Forma Borde Elevacion Superficie
Puntiforme i | Entero
- W Plana . Lisa o rugosa
Circular :
Ondutado Elovada e | Mato 0 brillante
Rizoide ” Convexa . | Seca o cremosa
Lobulado
Irreguiar . Crateriforme  ddi Invasiva o
superficial
Fllamertosa % - Filamentoso ACUMINAdn i,
e
Figura 1.34. Morfologia Colonial®*
Diametro:

Las colonias que se forman en la superficie de un medio de cultivo sélido en placa
se debe medir el diAmetro de una colonia aislada en mm, por ejemplo las colonias
del género Streptococcus son relativamente pequefias de 0-1mm de diametro,
mientras que las colonias de Staphylococcus y bacilos entéricos son algo

mayores.
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Borde:

Las formas de la colonia dependen de sus bordes y de su espesor. El borde puede
ser liso o regular en mayor o menor grado, el espesor puede ser mucho mayor en
el centro de la colonia. En ocasiones las podemos encontrar a las colonias con

borde entero, ondulado, lobular, filamentosa, dentada o enrollada.

Color:

Depende del indicador que se utilice en cada medio de cultivo y de las condiciones
de incubacion; en algunos casos las colonias presentan pigmentacion propia como

resultado del metabolismo bacteriano.

Forma:

La forma de una colonia bacteriana puede presentarse como puntiforme, irregular,

circular. Filamentosa, rizoide y fusiforme.

Elevacion:

La elevacién de las colonias bacterianas se pueden apreciar tomando el agar en
placa y acercar a la vista las colonias para observar si se presentan con elevacion

plana, elevada, convexa, cdncava, pulvinada y umbilicada.

Luz Reflejada:

Se puede observar las colonias como:

a) Brillantes

b) Mate
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Luz Transmitida:

-Se observan las colonias levantando la placa y colocandose a contra luz.
- Opacos: Cuando no permite el paso de la luz.

- Traslucidas: Cuando permite levemente el paso de la luz

- Transparentes: Permiten el paso de la luz

Superficie:

Las colonias se observan en su superficie lisa, reluciente, estirada y radial. En

caracteristicas se reportan como Lisa, Rugosa o Granular.
Consistencia:

Encontramos colonias secas, friables como las colonias que al ser tocadas con un

asa estéril no pueden desplazarse facilmente de la superficie del medio de cultivo.
— - Suave: Butirosa. Consistencia a mantequilla

Consistencia Mucoide. Tiende a formar Hilos

— Dura: No se desprende al tocar la superficie con el asa.

Hemolisis:
Hemoalisis alfa: Las colonias se encuentran rodeadas de una zona verde debido a

la oxidacion de la hemoglobina.

Hemalisis Beta: Las colonias se encuentran rodeadas de una zona transparente

debido a la destruccion total de eritrocitos
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Hemolisis Gamma: Las colonias no presentan ningn cambio de color alrededor

de la colonia.

Alfa prima: un pequefio halo de eritrocitos de carnero intactos o parcialmente

lisados permanecen adyacentes a la colonia. 4%

- - ~ T~
> w
/
v
- : /

Figura 1.35. Tipos de hemolisis en agar sangre de carnero al 5 9%3°

1.6. Tinciones

Las tinciones son técnicas que nos permiten observar con la ayuda de un
microscopio Optico las estructuras bacterianas ya que las bacterias sin la ayuda de
los colorantes no se alcanzan apreciar. Las tinciones se combinan quimicamente
con las estructuras que posee la célula procariota pero para ello se utilizan
colorantes especificos que nos ayudaran a tefiir a los microorganismos para que
puedan ser observados en vivo y a todo color sus estructuras. Es por ello que las
tinciones se clasifican en simples, tinciones diferenciales y tinciones especiales.
Las tinciones Basicas consisten en un cation coloreado unido a un anion incoloro,

mientras que los acidos constituyen exactamente lo contrario.
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Las células bacterianas son abundantes en &cidos nucleicos, las cuales portan
cargas negativas en formas de grupo
fosfato; estos se combinan con
colorantes basicos con carga positiva.
Los colorantes &cidos no tifien a la
célula bacteriana y por lo tanto, pueden
utilizarse para tefir el fondo con un
colorante de contraste (Safranina) Las

tinciones béasicas tifien uniformemente a

las células bacterianas, a menos que se

destruya el RNA citoplasmatico.

Figura 1.36. Colorantes Acidos y Basicos™°

v' Tincién simple:

Se utiliza para observar las forma y estructuras basica de un microorganismo,
utilizando un sol6 colorante que sea de tipo basico y que contenga un cromégeno
con carga positiva ya que la pared celular de las bacterias posee componentes
con carga negativa que atraen y enlazan al cromogeno. Los colorantes basicos

gue mas se utilizan son el azul de metileno, fucsina y Cristal Violeta.
v Tincion diferencial:

Estas reaccionan de modo diferente con las distintas clases de bacterias y por lo
tanto son empleadas para establecer una distincion entre ellas. Las mas utilizadas
son la tincién de Gram vy la tincion de BAAR (Bacilos Acido Alcohol Resistentes)

ya que se utiliza mas de un solo colorante para tefiir las estructuras microbianas.
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v Tincion de Gram

®
. g?ms{

3 <,

-
&

-
2 e : .
Figura 1.37. Tincion de Gram. Cocos
% <” 10um

(Color morado) y Bacilos (Color rosa)37

La tincion de Gram se basa en las diferencias que hay entre las paredes celulares
de las bacterias Gram positivas y Gram negativas, la pared celular de las bacterias
Gram positivas posee una gruesa capa de peptidoglucano, ademas de acidos
teicoicos anclado en la cara interna de la pared celular y unido a la membrana

plasmética se encuentra el &cido lipoteicoico.

Por el contrario, la capa de peptidoglucano de las Gram negativas es delgada, y
se encuentra unida a una segunda membrana plasmatica exterior (de composicion
distinta a la interna) por medio de lipoproteinas. Tiene una capa delgada de
peptidoglicano unida a una membrana exterior por lipoproteinas. La membrana
exterior esta hecha de proteina, fosfolipidos y lipopolisacaridos, la clave es el
peptidoglicano, ya que es el material que confiere su rigidez a la pared celular
bacteriana ya que las Gram positivas lo poseen en mucha mayor proporcién que
las Gram negativas, la diferencia que se observa en la resistencia a la
decoloracion, se debe a que la membrana externa de las Gram negativas por ser

soluble en solventes organicos como por ejemplo la mezcla de alcohol/acetona.
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La capa de peptidoglicano que posee es demasiado delgada como para poder
retener el complejo de cristal violeta- yodo de lugol que se formd previamente, y
por lo tanto este complejo se escapa, perdiéndose la coloracion azul-violacea.
Pero por el contrario, las Gram positivas, al poseer una pared celular mas
resistente y con mayor proporcion de peptidoglicanos, no son susceptibles a
la accion del solvente organico, sino que este actla deshidratando los poros,
cerrandolos, lo que impide que pueda escaparse el complejo cristal violeta/yodo,

para mantener asi la coloracidén azul-violacea.
v Tincién BAAR ( Bacilos Acido Alcohol Resistentes)

Fue descubierta por el medico Franz Zielh y el bacteridlogo friedrich Neelsen. La
tincion se basa en que las paredes celulares de ciertos ciertos parasitos y
bacterias contienen acido micdlico de cadena larga de 50 a 90 atomos de carbono
qgue les confiere la propiedad de resistir la decoloracién con alcohol-acido esto

después de la tincion con colorantes basicos. Por ello a los bacilos que se tifien

con esta técnica de Zielh-Neelsen se les ra 5
) L & .
denomina  Bacilos Acido  Alcohol "
Resistentes (BAAR). Las bacterias acido ~ o3 £ " T
--: . \

. . . y - \\

resistentes como Micobacterium ‘ ; Ty 2 2
! - . ’ . ..’ : '~f,. Ny -

. . . - a & \
tuberculosis y algunos actinomices se r ) 5‘.4.‘, ' A
» o ) | £
tifen de color rojo, mientras que los / R 3 A 5

‘ \‘v ‘/‘ . ,:
BAAR negativos se tifien de color azul : .
—
intenso. F|gun:a 1.38. Tincion de BAAR (B;;:llos
Acido Alcohol Resistentes)
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v" Tincién Negativa.

En este procedimiento consiste en la tincion TINCION NEGATIVA
de fondo con un colorante &cido para dejar a Bietas
las células incoloras en contraste. Por lo .
*
general se utiliza el colorante negro de . ®
nigrusina este método sirve para observar ‘ ‘ .

bacterias o estructuras que dificilmente se

tifen como las esporas y capsula. Cryptococcus neoformans
| Figura 1.39. Tincion negativa39 |

Tincioén de tinta china.

Se usa ampliamente para poder llevar a cabo la observacién de la presencia de
capsula, principalmente este tipo de tinciones se lleva a cabo en microorganismos
como S. pneumoniae y K. pneumoniae. Ya que el color de la tinta china es negro
esto nos va permitir observar la capsula después, el alto contenido de lipidos que
contiene no va a permitir la penetracion del colorante en ella, asi, que sera la Unica

parte del microorganismo NO tefido.

Técnica:

1) En un portaobjetos colocar una asada del cultivo y agregar una gota
pequefia de tinta china y un cubreobjetos

2) Observar a seco fuerte y lente de inmersion.
Interpretacion: Capsula se observa como una zona transparente alrededor

del microorganismo que se tefiira de negro.
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v' Tincién de Capsula

Se pone de manifiesto mediante una coloracion negativa o una modificacion de
ella. La tincion de Rojo Congo es utilizada para lograr la identificacion de K.
Pneumoniae ya que al igual que la tincidn de tinta china, el colorante Rojo Congo
sera el Unico que pueda penetrar al cuerpo del bacilo sin lograr tefir la capsula

que cubre a este.

Técnica.

1) Colocar una gota de Rojo Congo en el portaobjetos
2) Hacer una suspension de la cepa. Fijar
3) Adicionar mordiente de Capsula por 3 minutos.

4) Secary observar a microscopio optico a 40x y 100x

Interpretacion: El bacilo se observara de color rojo y la capsula como un halo

transparente.

| Figura 1.40. Capsula. Tincién de Rojo Congo™°
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v' Tincién de Flagelos. (Leifson)

Los flagelos son estructuras demasiado finas (12 a 30 mm de diametro) para ser
visibles en el microscopio de luz sin embargo si se tratan con una sustancia
coloidal inestable de sales de &cido tanico para formar un precipitado denso en la
pared celular y en los flagelos, se pueden poner de manifiesto su presencia y
disposicion en las células. En las bacterias peritricas los flagelos se agrupan en
forma de manojo durante el movimiento y pueden ser suficientemente gruesos

como para observarse en las células vivas.

Técnica:

1) Hacer un circulo en un portaobjetos perfectamente limpio, previamente
este debié de ser sumergido en mezcla crémica por 24 horas. Y lavar con
agua destilada, enjuagar con alcohol y secar con tela limpia portaobjetos.

2) Colocar dentro del circulo una gotita de la

suspension coloidal e inclinar el portaobjetos para

extender la muestra Zies 088 @_\ﬁ’
3) Fijar la preparacion al aire libre sl e 1

4) Humedecer la preparacion con el colorante de

Leifson y dejar a temperatura. Ambiente por 10 min. ety (\%@J i
. H \R '

5) Lavar con agua corriente. —— — —
Figura 1.41. Flagelos Peritricos

6) Secar y observar con el objetivo de inmersion. tefiidos con T. Leifson. Bacillus

41
Cereus

Interpretacion: Los flagelos en general se tifien de color rojo en aquellas

bacterias que NO presentan flagelos extremadamente delicados.
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v' Tincién de Esporas. ( Shaeffer- Fulton)

Las esporas se observan de la manera mas simple como cuerpos refringentes
intracelulares en suspensiones bacterianas sin tefir o como zonas incoloras
dentro de las células bacterianas tefidas con los métodos habituales. Las esporas

comunmente se tifien con el colorante verde de Malaquita y Carbolfucina.

La composicién de la espora en relacion con la de la célula originaria varia
principalmente por su menor contenido de agua y la presencia caracteristica de
acido dipicolinico. La resistencia a las condiciones fisicas desfavorables se debe al
compuesto formado por el &cido dipicolinico y sales de calcio, formando un

dicoiplinato de calcio.
Técnica:

1) Cubrir la preparacion con verde de malaquita y calentar a emision de
vapores por un minuto sin dejar secar el colorante.

2) Lavar con H,O corriente.

3) Cubrir la preparacion con safranina durante 15 -
minutos. : (-

4) Lavar con H,O corriente y dejar secar al aire. »

Interpretacion: Las esporas aparecen de color S

verde y el citoplasma de color rojo. Figura 1.42. Esporas. T. de Sheaffer-

Fulton42
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v Tincion de Granulos metacrématicos

Se utiliza para la identificacion del género pr=——=v % P
% .“". o’ ‘ Sar
Corynebacterium el cual presenta la estructura de 'o\;';.‘.t. Usite & ¢
L T ‘;, M
7 o 0 » '
granulos metacromaticos que lo caracterizan; lo | ‘.-‘y Tere , o
\ v LA 3
. . ) : ., “;’" ? . '.‘I": : c." !.0,_ 1 ..0.
cual se pueden identificar por medio de la tincion ', Sl © @ 40 o;,,,‘i X
2R R IR ARG
. ., ) A\ ¥ as\a® b o M | F) .
de Albert y la tincion de Loeffer. . OENG I 2e 4 A S Sy
\ | K@ \- P . ° )’ p
A =B 0
’ |
Tincién de Albert: oy e VI ¢
. PAREE i LNt
‘d ) Jop s o 01,
1) Teifiir con el colorante de Albert por 3 a 5 min. Figura 1.43. Cory "Eb“te"”g
Granulos Metacrématicos

2) Lavar con H,O corriente
3) Cubrir con solucion

4) Lavar con H,O y dejar secar al aire.

Interpretacion: El citoplasma aparece de color verde y los granulos de color azul

intenso
Tinciéon de Loeffler:

Se lleva a cabo esta tincidon para diferenciacion del género corynebacterium para

la observacion de granulos metacrématicos. Utilizando el colorante de Loeffler.

1) Cubrir el frotis de colorante de Loeffler y dejar actuar por 1 min.

2) Lavar con agua corriente; observar la preparacion a 40x y 100x

Interpretacion: Los granulos toman el colorante rapidamente y aparecen de color

azul intenso y el citoplasma verde.?®
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e Morfologia Microscopica

La morfologia de las células procariotas bacteriana son: esféricas llamadas cocos
y en bastoncillos llamadas bacilos. Una bacteria en forma de bastoncillo se le

lama bacilos. Las células tienen muchas

otras formas como cocobacilos, un

2 J >
J ) esporos bacterianos
bastoncillo curveado corto o en forma de diplacices
Ya Q9
o . . Y QW
coma se le llama vibriones, mientras que R0 N
) ~ bactéria flagelada
. . 2003
un bastoncillo curvo lo suficientemente | . ... =
largo para formar espirales se le llama \_ ®g

vibriGes

espirilo. Una célula helicoidal larga con o
bacilos

pared flexible y un mecanismo Unico de

motilidad se le llama espiroqueta. Las Figura 1.44. Morfologia Bacteriana™

bacterias que varian en su forma se les llaman pleomorficas.

Plano de &
dvision
B Diplococos
¢ =

(a)

En las agrupaciones la mayoria de las

células procariotas esto se ve en especial
en los cocos porque se pueden dividir en
mas de un plano. Las células se dividen
en un plano pueden formar cadenas de

(®)

longitud variable, algunos cocos forman

Figura 1.45. Agrupacién de cocos™ cadenas largas, estos son tipicos del
género Streptococcus, los cocos que se dividen en 2 a 3 planos perpendiculares
uno a otro forman paquetes cubicos como las sarcinas, los cocos se dividen en

planos al azar que pueden formar racimo de uvas tales como los Staphylococcus.
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1.7. Sistemas Comerciales Manuales

yapt 20€ I

A

ONPG  ADH LDC QDQ LCIT| d2‘: URE TDA IND T LVP]

O < —~mmm N Z

' el '

OXI
AGELS 9_L_‘-!AMA_N INO son RHA SAC MEL A MY ARA

Figura 1.46. Pruebas bioquimicas manuales*®

Son celdas aisladas con sustrato
liofiizado que se inoculan
individualmente y que permiten
realizar simultaneamente entre 10
y 50 pruebas bioquimicas. Los

resultados de las pruebas se

expresan de forma numeérica y se agrupan de tres en tres, de manera que el

resultado de cada trio de pruebas queda reducido a un digito. Cada especie esta

definida por un codigo numérico, resultado de la decodificacion de las reacciones

de las pruebas que se utilizaron. Para codificar el digito de un trio de pruebas se

establece el siguiente sistema:

e Siuna prueba cualquiera es negativa, se le asigna un valor de cero

e Sila primera prueba es positiva, se le asigna el valor de 1

e Sila segunda prueba es positiva, se le asigna un valor de 2

e Silatercera prueba es positiva, se le asigna un valor de 3

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

gué bacteria pertenece. Algunos de los sistemas comerciales disponibles en el

mercado son: API (bioMéieux), Enterotube (BBL), Oxi/Ferm Tube (BD),

systems.MicrolD (Remel). Y Biochemical ID systems (Microgen)
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1.7.1 Sistemas Comerciales Automatizados

En el mercado hay varias compafias que fabrican y distribuyen equipos
automatizados siendo los mas utilizados: MicroScan (Siemens), Vitek | y Il
(BioMerieux) y Phoenix (Becton Dickinson Diagnostic System) ya que el sistema
de base de datos es asistido por computadoras para identificar los
microorganismos. Todos los fabricantes utilizan metodologias diferentes para el
mismo fin y brindan informacion de la identificacion bacteriana en tiempos
cercanos a las 4 horas. Los equipos, también pueden tipificar y realizar la
sensibilidad antibacteriana, antifungica de levaduras dependiendo del
microorganismo en estudio.

Los equipos automatizados, representan una gran ayuda para los integrantes de
los laboratorios de microbiologia, pero no pueden sustituir al personal entrenado,
capacitado y actualizado en esta area. A modo de ejemplo seria el caso de la
susceptibilidad a organismos fastidiosos como Neisseria ssp. y Haemophilus spp,
algunos bacilos Gram negativo no fermentadores y bacilos Gram positivos, perfiles
de resistencia especificos para determinados organismos de la familia
Enterobacteriaceae, asi como antibiéticos que no se encuentren dentro de los

dispositivos (tarjetas o paneles segun fabricante) del equipo automatizados.?
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Figura 1.47. Sistema Automatizado microbiolégico (MicroScan) marca. Walk Away 96. pLUs*’
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1.8. Control Microbioldgico.

El control microbiano comenzd alrededor de casi 100 afios de los cuales se
dividen en métodos fisicos y métodos quimicos que se utilizan para destruir o
inhibir el crecimiento de microorganismos patdogenos que se encuentran en el
medio ambiente o fomites que contaminen la poblacion humana y animal. Ya que
estos métodos utilizados no solo han revolucionado la asepsia de las industrias
alimentarias si no también ayudan a mantener un mejor control de calidad en
cuanto a la sanitizacién de productos comerciales que llegan hacer blanco facil por
parte de los microorganismos. Por lo tanto el control de crecimiento microbiano se
debe de tomar muy en cuenta para eliminar principalmente las esporas que

resisten a la desecacion.

1.8.1 Métodos Fisicos

Cuando se seleccionan métodos para el control microbiano deben considerarse

sus efectos sobre otros elementos

Grafica de supervivencia ; _ _ _
ademas de los microbios. Por ejemplo.

1000 Ciertas vitaminas o algunos antibiéticos
100 - . . : :
= en solucién podrian ser inactivados por el
o 10 -

- : calor. Muchos materiales de laboratorio u
0.1 hospitalarios, como sondas de goma y
0 1 - 3 4 latex, se alteran por el calentamiento

Dosis (kGy) _ _ _ _
repetido. También hay consideraciones

Figura 1.48. Cinética exponencial de econdmicas; por ejemplo, puede ser

inactivacién”®
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menos costoso utilizar material de plastico desechable y preesterilizado a

comparacion de estar lavando y esterilizando repetidamente el material de vidrio.

CALOR

Este método fisico se utliza para destruir microorganismos mediante la
desnaturalizacion de enzimas, es decir los cambios resultantes de la estructura
tridimensional de proteinas produce su inactivacion. La resistencia al calor
varia entre los diferentes microbios, esta diferencia puede expresarse a través
del concepto de punto térmico mortal (PTM) que es la temperatura mas baja
necesaria para causar la muerte de todas las bacterias en suspension liquida
particular en 10 min.

Otro factor que se debe considerar en la esterilizacion es el tiempo requerido,
que se expresa como tiempo de muerte térmica (TMT) que es el menor
tiempo necesario para que todas las baterias de un cultivo liquido mueran a
una temperatura determinada. Tanto el PMT como el TMT son guias Utiles que
indican la intensidad del tratamiento requerido para destruir a una poblacién
dada de bacterias; ElI Tiempo de reduccién decimal (TRD o valor D) esta

relacionado con el grado de resistencia bacteriana al calor.

CALOR HUMEDO

Este método destruye a los microorganismos sobre todo por la coagulacion de
las proteinas (desnaturalizacion), que es causada por la rotura de los enlaces
de hidrogeno que mantienen la estructura tridimensional. Este tipo de

esterilizacion por calor humedo es la ebullicién, que causa la muerte de las
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formas vegetativas de las bacterias patdgenas, de casi todos los virus y de los
hongos y sus esporas principalmente en unos 10 a 15 minutos o por lo general
mucho antes si el vapor fluye sin presién a una temperatura equivalente a la
del agua hirviendo; en cambio las endosporas y algunos virus no se destruyen
con tanta facilidad. La esterilizacion confiable por calor humedo requiere
temperaturas superiores a la ebullicion del agua estas temperaturas elevadas
se alcanzan con mas frecuencia mediante vapor bajo presion en autoclave. La
colocacién de la autoclave es el método preferido de la esterilizacibn a menos
que el material que se desea esterilizar pueda ser dafiado por el calor o la
humedad, La autoclave se utiliza para la esterilizacion de medios de cultivo,
instrumentos, ropas, jeringas, soluciones, equipos de transfusion, y muchos

otros articulos que puedan soportar temperaturas y presiones altas.

Valvula de escape Vapor hacia Valvula Valvula de funcionamiento
(para eliminar el vapor la Camara de Seguridad Manémetro (controles de Generador
después de la de vapor a la Camara)
esterilizacion) LL rL
i — — =1 g
/ 9 W
l ]
N
]

NIRNSAONE] U1 DRI N Aire M5 | 5L LS
tv’lataforma perforada R | Filtro para
——— Sedimentos
| : \ £
Generado[r de vapor

é_ Tr[w‘—[ B UL

‘ ; b bl
La valvula automatica de expulsién Regulador de Presion
l es controlada mediante termostato,

y se cierra al entrar en contacto con

vapor de agua, cuando el aire se agota

Hacia drenaje Suministro de agua
- -

Fieura 1.49. Esterilizacién nor calor himedo. Autoclave49
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e Pasteurizacion

En la microbiologia hace mas de 100 afios el quimico francés Louis Pasteur
descubrié un método practico para prevenir el deterioro de la cerveza y del vino.
Pasteur utilizaba un calentamiento leve que resultaba eficiente para destruir

microorganismos; aunque mas tarde se aplicé el mismo principio a la leche para

producir leche pasteurizada.

El objetivo de la pasteurizacion
de la leche era eliminar los
microbios patégenos, también
disminuir la  cantidad de

microorganismos, lo que prolonga

la buena calidad de leche en

condiciones de refrigeracion.

Figura 1.50. Ultrapasteurizacion industrial50 I

Muchas bacterias relativamente resistentes al calor (termoduricas) sobreviven a la
pasteurizacion pero es poco probable que causen enfermedades o el deterioro de
la leche refrigerada. El tratamiento de la pasteurizacién clasico de la leche esta se
exponia a una temperatura de unos 63 °C durante 30 min. La mayoria de los
procedimientos de pasteurizacion utilizados en la actualidad emplean
temperaturas mayores al menos de 72 °C, pero solo 15 segundos. La leche
también se puede esterilizar mediante temperaturas ultraelevadas
(Ultrapateurizacion) esta sirve para poder conservar la leche sin refrigeracion.

Este tratamiento consiste en calentar la leche a 140 °C durante 1 a 3 segundos.*°
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- Esterilizacién por calor Seco

Este proceso se aplica a todo material cuya resistencia térmica sea superior a los

Figura 1.51. Estufa para esterilizacion por
51

calor seco

150 °C por ejemplo material de vidrio o
metales con cierre hermético, ademas
de la esterilizacion de ceras, vaselina,
aceite, talco, etc. Todo material a tratar
de forma individual o conjunta debe
colocarse en recipientes de acero
inoxidable ya que al final del proceso
se debe dejar enfriar el material dentro

de la estufa.

Otra forma de esterilizacion por este método es la esterilizacion por aire caliente.

Los objetos por lo que se van a esterilizar por este método se colocan en una

estufa a una temperatura de aprox. 180 °C durante cerca de 2 horas asegura una

buena esterilizacion en instrumentos dentales, quirdrgicos.

Filtracion

Es el pasaje de un liquido, o de un gas a través de un material poroso lo

suficientemente pequefios como para retener microrganismos, se crea un vacio en

el frasco receptor; la presion del aire ejerce fuerza sobre liquido a través del filtro.

La filtracion se utiliza para la esterilizacion de materiales termosensibles, cultivos

liguidos, enzimas, vacunas y soluciones de antibioticos.
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Los filtros de membrana compuestos por sustancias como esteres de celulosa
o polimeros de plasticos, se han convertido en una herramienta de uso
frecuente en la industria y en el laboratorio. Estos filtros tienen solo 0.1 mm de
espesor. Los poros de los filtros de membrana incluyen por ejemplo tamafnos
de 0.22 um y 0.45 um, disefiados para retener bacterias. Sin embargo algunas

bacterias muy flexibles, como las espiroquetas y las micoplasmas sin paredes

celulares, a veces atraviesan

esos filtros debido a que las

Se afade el medio
no esteni

bacterias son mas pequefias

- Embud
que los poros utilizados. Se (2450

- Filtro de membrana

dispone de poros con apenas

Plataforma de vidrio

- Base
Adaptador de goma

de 0.01 ym, un tamafo que

Vacio

puede retener los virus e

—Medio
esteéril

incluso algunas moléculas @

proteicas grandes.

Figura 1.52. Esterilizacion de medios de cultivo
- . .. 52
liquidos por filtracion

e Bajas Temperaturas
El efecto de las bajas temperaturas sobre los microorganismos depende del
microorganismo en particular y de la intensidad de la aplicacion. La
temperatura habitual de refrigeracién es de 0 a 7 °C, la actividad metabdlica de
la mayoria de los microorganismos es tan reducida que no pueden
reproducirse ni elaborar toxinas. Ya que la refrigeracién tiene un efecto
bacteriostatico sin embargo las bacterias psicrofilas crecen lentamente a

temperatura del refrigerador que pueden alterar el aspecto y sabor de los
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alimentos después de tiempo. La congelacién lenta es mas perjudicial para las
bacterias, los cristales de hielo que se forman y crecen rompen las estructuras
celulares y moleculares. Muchos parasitos eucariontes como el nematodo que
produce la triquinelosis humana son destruidos por varios dias a temperaturas
de congelacion.

e Desecacion
En la ausencia de agua los microorganismos no pueden crecer ni reproducirse

pero pueden permanecer viables

durante varios afios. Después si

disponen de agua pueden / 0 /
recuperar su capacidad de

crecimiento y  division. Esta 2 ’ , 0 o ~
; \

propiedad se utliza en el /

laboratorio cuando se conservan | /
STHRY

los microorganismos durante la

liofilizacién, o congelacion.

Figura 1.53. Endosporas de Clostridium>>

La resistencia de las células vegetativas a la desecacion varia segun la
especie y el ambiente que rodea al microorganismo. Los virus suelen ser mas
resistentes a la desecaciéon pero no tanto como las endosporas bacterianas,

algunas de las cuales han sobrevivido durante siglos.
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Presion Osmotica

La utilizacion de altas concentraciones de azucares y de sales para conservar
los alimentos se basa en los efectos de la presibn osmdética. Las altas
concentraciones de ciertas sustancias crean un ambiente hipertonico que
determinan que el agua abandone la célula microbiana. Este proceso se
asemeja a la desecacion porque ambos métodos privan a la célula de la
humedad necesaria para su desarrollo. El principio de la presion osmatica se
utiliza en la conservacion de alimentos por ejemplo se utilizan soluciones
concentradas de sal para curar carnes comestibles y soluciones concentradas
de azlcar para conservar frutas. Como regla general los hongos filamentosos y
las levaduras son mas capaces que las bacterias en crecer en materiales con
baja humedad.

Radiacion

Tiene varios efectos sobre la célula, esto depende de la longitud de onda
utilizada, de su intensidad y de su duracion. La radiacion que causa la muerte
de los microorganismos (radiacion esterilizante) es de dos tipos ionizante y no

ionizante. La primera son rayos gamma,

rayos X o haces de electrones de alta

energia esta se utiliza para la

'Radiacion

esterilizacion de productos farmacéuticos

y materiales dentales y médicos Ionizante

desechables como guantes de cirugia,

jeringas, materiales de sutura y catéteres.

Figura 1.54. Esterilizacion ionizanteE'4 |
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La radiacion no ionizante

RADIACION ULTRAVIOLETA

tiene una longitud de onda

mayor que las ionizantes

DESCARGA por lo general superior a 1
DE AGUA
DESINFECTADA nm, la luz ultravioleta

ENTRADA DE AGUA
SINTRATAMIENTO

lesiona el ADN de las
células expuestas, porque
forma enlaces entre las

bases de piridina por lo

CAMARA Wz RAYOS UV -
REFLECTANTE GERMICIDA REFLEJADOS general en timinas que se

encuentra en las cadenas

de ADN.

Figura 1.55. Esterilizacion por radiacion uv>®

1.8.2 Factores Quimicos

Los agentes quimicos se utilizan para el control del crecimiento microbiano
tanto en tejidos vivos como objetos animaculados. Lamentablemente son
pocos los agentes quimicos que logran la esterilidad; la mayor parte de ellos
solo reducen las poblaciones microbianas a niveles seguros o eliminan las
formas vegetativas de los patdégenos. Un problema frecuente es la desinfecciéon
es la seleccion de un agente. No existe un desinfectante Unico que sea

apropiado para todas las circunstancias **
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Cuadro 3. Agentes quimicos utilizados para el crecimiento microbiano 32

Agentes
Tensoactivos

1- Fenol y sus
derivados

2-Fendlicos

3-Bisfenoles

Biguanidas
(Ciclohexidina)

Hal6genos

Alcoholes

Metales pesados

Eliminacién mecanica
de microorganismos a

través de lavados

Rotura de la
membrana
citoplasmatica,
desnaturalizacion de
enzimas

Rotura de la
membrana
citoplasmatica y
desnaturalizacién de
enzimas

Probablemente la
rotura de la membrana
citoplasmatica

Rotura de la
membrana
citoplasmatica

El yodo inhibe la
funcién de las
proteinas y es un
fuerte agente oxidante
acido hipocloroso que
altera componentes
celulares
Desnaturaliza las
proteinas y disolucion
de los lipidos.

Desnaturalizacion de
enzimas y otras
proteinas esenciales

De germinacién
de la piel y

eliminacién de
detritos

Se utiliza rara vez,
salvo como
estandar de
preparacion

Superficies
ambientales,
instrumentos;

superficies

cutaneas y

mucosas

Jabones de manos,
desinfectantes y
lociones cutaneas

Desinfeccién
cutanea, en
especial por el
lavado quirargico

Yodo es un
antiséptico eficaz
disponible con
tintura de yodo, el
cloro gaseoso es
para desinfectar el
agua
Termoémetros y
otros instrumentos
en el frotado de la
piel con alcohol
etilico antes de una
inyeccion

El nitrato de plata
se utiliza en R/N
evitar la oftalmia
neonatal
gonocdcica,
sulfadiazina como
crema topica para
quemaduras.
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Jabones
antibacterianos

Se utiliza como
desinfectante o
antiséptico rara la
vez debido a sus
propiedades
irritantes y su olor
desagradable

Derivados de fenol
que reaccionan
incluso en
presencia de
materia organica;
como el ortofenol

El triclosan es de
amplio espectro y
es eficaz contra
Gram positivas
Bactericida contra
bacterias Gram
positivas y Gram
negativas, no toxico
y persistente
El yodo y el cloro
pueden actuar solo
como componentes
de compuestos
inorganicos y
organicos

Bactericidas y
fungicidas pero no
es eficaz contra
endosporas 0 virus
sin envoltura, los
alcoholes utilizados
con frecuencia son
el etanol y el
isopropanol
Los metales
pesados como la
plata y el mercurio
son biocidas
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1- Compuestos de
amonio
Cuaternario
(Detergentes
Catiénicos)

Conservantes
guimicos de
alimentos.

1-Acidos
Organicos

2- Nitratos y
Nitritos

Aldehidos

Esterilizantes
guimicos
gaseosos

Per6xidos
(agentes
oxidantes)

Inhibicién de enzimas,
desnaturalizacién de
proteinas y alteracion de
la membrana
citoplasmatica

Inhibicién metabdlica,
afecta sobre todo a los
hongos filamentosos; su
acciéon no se relaciona
con su acidez

El componente activo es
el nitrito; producido por
la accién bacteriana
sobre el nitrato. El nitrito
inhibe ciertas enzimas
de microorganismos
anaerobios que contiene
hierro

Desnaturalizacion de
proteinas

Desnaturalizacion de
proteinas

Oxidacién

Antiséptico para
piel, instrumentos,
utensilios,
elementos de goma

El acido sorbico y
el &cido benzoico
son eficaces a pH
bajo, los parabenos
se utilizan mas en
cosmeéticos y
champus; el
propionato de
calcio en pan

Productos carnicos
como el tocino,
embutido y
salchichas

El glutaraldehido es
menos irritante que
el formaldehido y se
utiliza para
esterilizar
instrumentos
médicos
Excelente agente
esterilizante, en
especial para
objetos que podria
ser dafhado por el
calor como guantes
de latex, jeringas,
instrumentacion
médica
Superficies
contaminadas,
algunas heridas
profundas

Bactericida,
bacteriostatico,
fungicida, y viricida
contra virus que
poseen envoltura

Ampliamente
utilizado para
cosméticos,
bacterias de
alimentos y
hongos
filamentosos

Previene el
crecimiento de
Clostridum
botulinium en los
alimentos,
también imparten
un color rojo en el
producto carnico

Antimicrobiano muy
eficaz.

El 6xido de etileno
se utiliza con mayor
frecuencia.

El O3 es un buen
oxidante y el H,O,
es un mal
antiséptico pero un
buen desinfectante
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1.9 Genética Bacteriana

La genética es la ciencia de la herencia que estudia que son los genes, como
transportan la informacion, como se replican y como se transmite de generacion
en generacion la informacion genética del ADN. La informacion genética contenida

en una célula se denomina genoma.

Las bacterias tienen un cromosoma circular anico formado por una sola molécula
circular de ADN asociada con proteinas. EI cromosoma forma un bucle pegado y
adherido en uno o varios puntos en la membrana citoplasmética. EI ADN de E. coli
la bacteria mas estudiada tiene alrededor de 4.6 millones de pares de bases y casi
1 mm de longitud, 6sea que es 1000 veces mas largo que una célula completa. La
ubicacion de los genes sobre un cromosoma bacteriano se determina por

transferencia de genes de una célula a otra.

Cromosoma

i 5 fiid

et |

Figura 1.56. Bacteria lisada de Eschericheae coli®
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e Transformacién Bacteriana

Durante el proceso de transformacion los genes se transfieren de una bacteria a
otra como ADN “desnudo” en solucién”. Este proceso se demostré por primera vez
gracias al experimento realizado por Frederick Griffith el cual trabajo con dos
cepas Streptococcus pneumoniae marcada como (R) esta es una cepa virulenta
ya que cuenta con una capsula polisacarida que impide la fagocitosis, La otra cepa
marcada como (S) utilizada fue avirulenta, carece de capsula y no causa

enfermedad.

Experimento 1 Experimento 2

Inyeccion de Inyeccion de Inyeccion de células S | Inyeccion con células R
células R células S muertas por calor y células S
muertas for calor

El ratén vive El raton vive

RESULTADOS Y CONCLUSION: Aunque ni la cepa rugosa ni la cepa lisa muerta mediante el calor podrian
causar la muerte de un ratén, una combinacién de las dos cepas lo hizo. La autopsia del ratén muerto mos-
tré la presencia de una cepa S de neumococo viva. Estos resultados indicaron que alguna sustancia en las cé-
lulas S muertas debido al calor, habia sido capaz de transformar las bacterias R vivas en una forma virulenta.

Figura 1.57. Experimento de Frederick Griffith®’
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El experimento de Griffith demostré la transformacion genética para ello se utilizé
bacterias vivas encapsuladas que causaban enfermedad y muerte cuando se les
inyectaba al raton. Las bacterias vivas no encapsuladas eran destruidas facilmente
por los mecanismos de defensa del huésped y el raton permanecia sano después
de la inyeccidén. Luego de ser destruidas por el calor las bacterias encapsuladas
perdian la capacidad de causar enfermedad, sin embargo la combinacion de
bacterias vivas no encapsuladas y bacterias muertas por calor encapsuladas
provocaba enfermedad. De algin modo las bacterias vivas no encapsuladas
fueron transformadas por las bacterias muertas encapsuladas de modo que
adquirieron la capacidad de formar una capsula y por consiguiente de causar

enfermedad.

e Conjugacién

Otro mecanismo por el cual se transfiere el material genético de una bacteria a
otra se conoce como conjugaciéon. La
conjugacion es llevada a cabo por una
clase de plasmido, un fragmento principal
de ADN que se replica
independientemente del cromosoma de la .

Pilus sexual
célula. Sin embargo los plasmidos difieren

de los cromosomas bacterianos en que

los genes que poseen no suelen ser

esenciales para el crecimiento de la célula

Figura 1.58. Transferencia de

. 072 ,.._ 58
bacteriana en condiciones normales. informacion genetica

Facultad de Estudios Superiores Zaragoza; UNAM. Pagina 67



Para llevar a cabo la conjugacion en primer se requiere que haya contacto directo

entre células, en segundo lugar las células que se conjugan deben de ser de tipo

sexual opuesto; las células donantes deben portar el plasmido y las receptoras no.

En las bacterias Gram negativas el plasmido contiene genes que codifican las

sintesis de los pilis sexuales. Las bacterias Gram positivas producen moléculas de

superficie cohesivas que determinan que las células se mantengan en contacto

directo.

Figura 1.59. Conjugacién Bacteriana®®

Célula conjugativa (F+), con su pelo
sexual, v otra no conjugativa (F-]

Contacto entre las dos células par
medio del pelo sexual

Contraccian del pelo sexual v contacto
célula-célula. Se forma un poro por
donde pasa el DN simple cadena
desde |la zélula dadora a |la receptora

Sintesis de las cadenas de DA
conjugativo; continua en la célula
dadora vy discontinua en la receptora

Zellado de los poros v separacian de
las células, Cada una de ellas contiene
una copia del Factar F
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Transduccion Bacteriana

Es un tercer mecanismo de transferencia genética entre las bacterias. En este
proceso el ADN bacteriano se transfiere de una célula donante a una célula
receptora dentro de un virus que infecta a las bacterias denominados
Bacteriofagos o Fago. Todos los genes contenidos dentro de una bacteria
infectada por un fago capaz de realizar una transduccion generalizada tiene la
misma probabilidad de ser empaquetados dentro de una cubierta de un fago para

ser transferidos.

Transduccion

Fago Lisis de la bacteria
Liberacion de viriones
Bacteria Nueva infeccion —a |

Bacteria
transducida

Figura 1.60. Transduccion producida por Bacteri6fagos®®

En la transduccion especializada sold se transfieren ciertos genes bacterianos en
un tipo de transduccién especializada de un fago que codifica ciertas toxinas

producidas por sus huéspedes bacterianos como la toxina diftérica por
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Corinebacterium diphtheriae, la toxina eritrogenica por Streptococcus pyogenes Yy

la toxina de shiga por E. Coli.

?P Transduccién especializada

Infeccién con el fago Al activarse el ciclo litico, en

1
I
J -
algunos casos, el virus se escinde
llevando un fragmento del ADN
EP bacteriano
| l

TN A A
s —[O-—~ | -[O |—[.%3

. Y A

El virus se integra (ciclo lisogénico) en una i eud T
posicién dada del cromosoma bacteriano -

-\

lisis llevan ADN bacteriano

[[
[[

(2
l
O

Al producirse una nueva infeccién lisogénica, el virus introduce
un fragmento del ADN de la bacteria infectada en primer lugar

} Figura 1.61. Bacteri6fagos en Infeccién Lisogénica®

Plasmidos

Un factor F es un plasmido conjugativo que transporta los genes para los pili
sexuales y para la trasferencia de los plasmidos a otra célula. Los factores de
resistencia R son plasmidos que poseen genes que confieren resistencia al
huésped contra los antibiéticos, los metales pesados o las toxinas celulares;
Ademas este factor plantea problemas muy graves para el tratamiento de
infecciones con antibiéticos. Otros plasmidos codifican proteinas que aumentan la

patogenicidad de una bacteria.*
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1.10. Antibidticos

La era de los antibidticos se inici6 en 1935, con el descubrimiento de las
sulfonamidas. En 1940 se demostré que la penicilina descubierta en 1929 por

Alexander Fleming, podia ser una sustancia terapéutica eficaz.

La investigacion de agentes quimioterapéuticos se centré principalmente
alrededor de las sustancias de
origen microbiano denominados

antibioticos.

El aislamiento, la concentracion, la
purificacion y la produccién masiva
de penicilina fueron seguidas por el
desarrollo de la estreptomicina, las

tetraciclinas, el Cloranfenicol vy

| Figura 1.62. Antibic’:ticos62 |

muchos otros agentes.

Un antimicrobiano ideal debe mostrar baja toxicidad, el farmaco debe ser nocivo si
se trata de atacar a un microorganismo sin dafar al huésped. La toxicidad
selectiva casi siempre es relativa y no absoluta; esto significa que un farmaco en
concentracion tolerada por el huésped puede dafiar un microorganismo infectante.
La toxicidad puede ser funcion de algun receptor especifico necesario para la
adhesion del farmaco; pero a veces depende de la inhibicibn de eventos

bioquimicos indispensables para el microorganismo, pero no para el huésped.
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Los mecanismos de accién de la mayor parte de los antimicrobianos aun no se
comprenden en su totalidad. Sin embargo estos mecanismos se pueden clasificar

bajo 4 inhibiciones:

1) La inhibicion de la sintesis de Acidos nucleicos

2) Inhibicién de las funciones de la membrana celular

3) Inhibicién de la sintesis de proteinas (o sea inhibicion de la traduccion y de la
transcripcion del material genético)

4) Inhibicion de la sintesis de la pared Celular

1.8.1 Los antibiéticos se clasifican segun su efecto antibacteriano.

Bacteriostatico: Impiden el desarrollo y multiplicacion de las bacterias sin

destruirlas, por lo que su efecto es reversible, cuando se retira el antibiético, la

bacteria se multiplica de nuevo. Cuadro 4. Clasificacién de bactericidas y bacteriostaticos
o ) BACTERICIDAS BACTERIOSTATICOS
Bactericidas: Su accion es total
— Aminoglucésidos — Cloranfenicol
SUdarco TeE b . — Bacitracina — Clindamicina
produciendo lisis bacteriana, con — Carbapenemos — Eritromicina
— Cefalosporinas — Lincomicina
efectos irreversibles, el prototipo |- Fosfomicina - Nitrofurantoina
— Monobactamicos — Sulfonamidas
del agente bactericida es actuar # Pcn-1c1'llr'1asydcmas'bctala.ct'a'nbncos = Tc'tracxcllr?as
— Polimixina B y demas antibidticos |- Trimetoprim
polipeptidicos
en la pared celular o de la |- Quinolonas
— Rifampicina
membrana citoplasmatica de la |~ Vancomicina

bacteria.

Los antibi6ticos son sustancias quimicas producidas por microorganismos y que
poseen accion antibactericida y un quimioterapéutico son compuesto obtenidos

por sintesis quimicas y con caracteristicas antibacterianas.
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» Por su espectro

l. De amplio espectro: Se consideran los antibidticos que son activos
sobre un numero amplio de especies bacterianas como: la tetraciclina
(antibiotico)

Il. De espectro Intermedio: Presentan su accion sobre un numero
ilimitado de especies bacterianas por ejemplo los macrélidos
(Antimicrobiano)

[l Espectro reducido: Solamente son activos sobre un numero reducido
de especies bacterianas, por ejemplo los glucopeptidos.

La combinacion de antibidticos en los pacientes hospitalizados o ambulatorios
reciben mas de un agente antibacteriano de los cuales interactian entre si y
también con otros farmacos, como los diuréticos ya que las combinaciones de

antibioticos pueden ser:

[ Cuadro 5. Efecto ante la combinacién de antibidticos. ]

Combinacion de antibidticos Efecto del antibidtico

Sinergismo Se presenta cuando la
actividad es mayor a la suma
de las actividades individuales
de cada antibiético.

Antagonico Se presenta si la actividad de
un farmaco se ve reducida por
la presencia de otro.

Aditivo Se presenta si el efecto de
ambos antibioticos
combinados, es igual a la suma
de los efectos individuales.
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Es importante la clasificacion de antibiéticos debido a la accién que presentan en

cada una de las estructuras del microorganismo principalmente en la inhibicion de

la sintesis de acidos nucleicos, inhibicién de las funciones de la membrana celular,

inhibicion de la sintesis de proteinas y la inhibicion de la sintesis de pared celular.

En la Inhibicion de la sintesis de acidos nucleicos: la accion antibacteriana
se da principalmente por los grupos como las quinolonas, pirimentamina,
rifampicina, sulfonamidas, trimetropim entre otros. Estos antibidticos y
quimioterapéuticos se encargan de inhibir principalmente la sintesis del
ADN microbiano al bloquear la ADN girasa.

En la inhibicion de las funciones de la membrana celular: la accion es la
salida de compuestos a su exterior de compuestos intracelulares que son
indispensables para la supervivencia del microorganismo. Entre los
antibioticos se encuentran la anfotericina B, nistatina, polienos vy
polimixinas.

En la inhibicion de la sintesis de proteinas: Al no sintetizar las proteinas los
microorganismos no crecen, ni se reproducen, ejemplos el cloranfenicol,
las tetraciclinas, eritromicinas, aminoglucocidos.

En la inhibicién de la sintesis de Pared Celular Todos los farmacos -
lactamicos son inhibidores selectivos de la sintesis de pared celular
bacteriana y por lo tanto son activos contra las bacterias en crecimiento.
Esta inhibicion solo es una de las diferentes actividades de los farmacos

antimicrobianos.
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Cuadro 6. Clasificacién de antibiéticos por grupo.®*

Antibidtico Estructura

Naturales: penicilina
procainica, penicilina
benzatinica, penicilina V.

Resistentes a penicilinasas: PenicinaV
oxaciclina, meticilina, Feroinederir g
nafcilina, cloxacilina, \ b
dicloxacilina, flucloxacilina. A\ OCHOOMH—CH—C

S Aminopenicilinas: ampicilina, ‘ ‘ h
Penicilinas amoxicilina /

s ’ (=N ——CH~CO0H
ampicilina/sulbactam, ”
amoxicilina/clavulanico.

0
Espectro extendido:

ticarcilina, piperacilina,
mezlocilina, carbenicilina.

12 generacion: cefalexina,
cefadroxilo, cefradina,
cefapirina, cefalotina.

22 generacion: cefuroxima, s
.. _ e / \C CHs
cefaclor, cefonicida, R— CO—NH—CH m—, K o
cefoxitin, cefotetan. |

co NH CH— COOH
Cefalosporinas 32 generacion: cefixima, | \ 7
ceftibutén, cefnidir, oH
ceftriaxona, ceftizoxima, '\|""
cefnidir,

Cefalosporil
CARRIER
cefoperazona/sulbactam.

42 generacion: cefepima,
cefpiroma

/Q—XHOK_ H (':HS
HNT SN H—I
Monobactamicos Aztreonam N

N
Y am

o *SOH
COOH’}\

Cl—EHS AZTREONAM
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Vancomicina,
teicoplanina,daptomicina,

Glucopéptidos ramoplanina

Amikacina, tobramicina,
metilmicina, kanamicina,
estreptomicina.

Aminoglucésidos

Eritromicina, claritromicina,
azitromicina, diritromicina,
miocamicina, losamicina.

Macrolidos

12 generacion: acido
nalidixico
22 generacion: ofloxacina,
enoxacina, ciprofloxacina,

Quinol pefloxacina.
uinolionas

tosufloxacina.

32 generacion: levofloxacina,

A
R CHy
N
-
i =NH
/CH
HOC|H H—0 /I‘IH )
T T P T
L g /H \cl(omcﬁo / CHNHCH
CHOH cl“ d HE(]H
CH HOCH
: \ |
Eshreptamicing |H
CHy D
H3C
A\
N—CHs
2
(o] CHy
CH, CHs
0 OH
ERITROMICINA CHy

ACIDO NALIDIXICO CH3

g

HaCo N N

COOH

Facultad de Estudios Superiores Zaragoza; UNAM.

Pagina 76



_ 42 generacién: moxifloxacina

OCH,
Diaminopirimidina [ _ i
+ sulfonamidas Trimetoprim/ Sulfametoxazol 0cH
TRIMETOPRIM NH,
CHaw, CHs

on Sty

Doxiciclina, Minociclina,

Tetraciclinas

Tigeciclina.
TETRACICLINA
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Capitulo 2

Staphylococcus de importancia Clinica

2.1 Caracteristicas generales de los Staphylococcus

El género Staphylococcus se encuentran en
diplococos o racimos de uva, llegan a medir 1 um de
diametro, son inmoviles, no esporulados, Gram

positivos, son metabdlicamente activos, fermentan

£A - carbohidratos y producen pigmentaciones que varia
Figura 2.1 Staphylococcus
(MEeB)®3 desde el color blanco hasta el amarillo intenso el

altimo por la fermentacién del manitol que es un componente que contiene el
medio de cultivo. Algunos son miembros de la flora normal de la piel y mucosas en
los humanos; otros causan patologia como formacion de abscesos, impétigo,
furinculos, toxina exfoliatina, infecciones pidégenas, septicemia mortal entre otros.
El tipo de envenenamiento alimentario mas comun es causado por una
enterotoxina termoestable de los Staphylococcus. Estos microorganismos llegan a
desarrollar con rapidez resistencia a muchos antimicrobianos y presentan
problemas terapéuticos dificiles de tratar. EI género Staphylococcus contiene al
menos 30 especies, pero los tres de importancia clinica son: Staphylococcus
aureus que es coagulasa positivo lo que los difiere de las otras especies y su
gravedad varia desde intoxicacion alimentaria a infecciones cutaneas.
Staphylococcus epidermidis son coagulasa negativo, son normales en la piel,

aunque suelen causar infecciones casi siempre vinculados con dispositivos y
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catéteres implantados en el corazén. Por otra parte Staphylococcus saprophyticus
es una causa de infecciones del aparato urinario en mujeres.*

En cultivo de los Staphylococcus crecen con facilidad sobre casi todos los medios
bacteriolégicos en condiciones aerobias microaerofilicas crecen con mayor rapidez
a 37 °C y en medios solidos las colonias son redondas, lisas, convexas y
brillantes. El Staphylococcus aureus forma colonias de color amarillo o dorado
intenso, son (- hemoliticos en agar sangre y son coagulasa positivo,
Staphylococcus epidermidis sus colonias son de color gris o blanco, en agar
sangre son a-Hemoliticos y son coagulasa negativo. ElI Staphylococcus
saprophyticus sus colonias por lo general son de color grisaceo, en agar sangre

son no hemoliticos y son coagulasa negativo.

1

ura 2.2. Agar sangre de carnero al 5%. 1- Colonias de S. epidermidis Y- Hemolisis,

olonias de S. aureus B - Hemolisis, 3- Colonias de S. Saprophyticus. Y-Hemolisis®*

Los Staphylococcus son relativamente resistentes a la desecacion por calor pero
se inhiben con facilidad a ciertas sustancias como por ejemplo el hexaclorofeno al

3%.

Facultad de Estudios Superiores Zaragoza; UNAM. Pagina 80



2.2 Estructura antigénica

Capsula
polisacaridica

Peptidoglicano

Acido teicoico
(ribitol)

Proteina A

Membrana
citoplasmatica

Citoplasma

Coagulasa
ligada

65

Figura 2.3. Estructura antigénica de Staphyloccocus
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La proteina A es un componente de la pared celular que se une a la porcion Fc de
las moléculas de 1gG excepto 1gG3, la porcién Fab e IgG unida a la proteina A es
libre de combinarse con un antigeno especifico. La proteina A se ha convertido en
un reactivo importante en la tecnologia del laboratorio de inmunologia; por ejemplo
la proteina A unida a las moléculas de IgG dirigida contra antigenos bacterianos

especificos forma una conglutinacién.®

FACTORES DE PATOGENICIDAD: ESTRUCTURACELULAR

Proteina A Y IgG

Capsula

Peptidoglicano
Pared celular - ]
l Ac. Teicdico

y /ﬁ\\

4 ,,~" \\\
Fibronectina .

I
— Fibrina \

|
(\ Agrupamiento celular/

Adhesinas

Figura 2.4. Mecanismo de accidn de la proteina A%6
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2.3 Factores de Patogenicidad y manifestacion clinica.

Los Staphylococcus pueden producir enfermedades por su capacidad de

multiplicarse y propagarse de modo

extenso en los tejidos mediante la

R Y YT ,
T
,'\ b

produccibn de muchas sustancias
extracelulares. Algunas de estas
sustancias son enzimas; otras se
consideran  toxinas  extracelulares,

muchas de las toxinas estan bajo

control genético de plasmidos. Figura 2.5. Lesiones en la piel causada por
Staphylococcus aureus®’

2.3.1 Enzimas y Toxinas

Enzimas

v' Catalasa:
Esta enzima que poseen los Staphylococcus descomponen el perdxido de

hidrogeno en agua y oxigeno.

v' Coagulasa:

Esta enzima puede impedir la progresion
de leucocitos en el area infectada por
producir coagulos en los capilares. La
especie que produce esta enzima es el

Staphylococcus aureus.

Figura 2.6. Impétigo causada por

Staphylococcus aureus®®
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v Lipasas
Actia sobre diferentes sustratos (aceites, grasas, ceras, etc.) que permite

colonizar areas de la piel con altas concentraciones de dichos sustratos.

v' Estafiloquinasa
Es una fibrinolisina que activa el
plasminégeno, los transforma en

plasmina y este actua sobre la fibrina.

Figura 2.7 Formacidn de absceso en
. . . 169
v' Hialuronidasas: piel

Degrada el acido hialurénico, un componente del tejido que ayuda a sostener a las
células juntas del huésped.

v Nucleasas

Tienen propiedades endonucleoliticas y exonucleoliticas que pueden actuar sobre
el ADN y el ARN.

v' Gelatinasa

Esta enzima es segregada como gelatinasa exocelular para degradar las
proteinas.

v' Penicilinasa

Es una enzima que posee el género Staphylococcus su funcion es desdoblar el
anillo B- lactamico de la penicilina (penicilina B- lactamasa-1) por lo cual la

penicilina pierde su efectividad.
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» Toxinas

» Exotoxina
Son toxinas letales producidas por Staphylococcus causan necrosis en la piel y

contienen hemolisinas. La toxina a (hemosilinasa) es una proteina heterogénea
gue puede causar lisis en los eritrocitos y dafar a las plaquetas, esta toxina
muestra accién sobre el musculo. La toxina B- desdobla la esfingomielina y es
téxica para muchos tipos de células incluso los eritrocitos humanos, las toxinas Y
es antigénicamente distinta no muestra interrelacion con las lisinas del

Streptococcus.

» Leucocidina
Es la toxina de S aureus puede matar los leucocitos expuestos de muchos
animales. Su funcién en la patogenia es incierta puesto que los Staphylococcus no

pueden matar a los leucocitos y a veces son fagocitados de manera tan eficiente.

» Toxina Exofoliatina

La toxina exfoliativa liberada principalmente por Staphylococcus aureus en el sitio
de infeccion, se absorbe y se transporta al torrente sanguineo circulatorio a
grandes areas de la piel. Esta toxina causa la separacion en la capa celular de la
epidermis justo por debajo de la capa externa queratinizada muerta. Debido a que
las capas externas de piel se pierden hay una pérdida de liquido corporal y puede
ser un peligro de infeccién secundaria que puede ser causada por las bacterias

Gram negativas oportunistas como especies de Pseudomonas.
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» Toxina del sindrome del Shock Toxico. (TSST)
Los Staphylococcus aureus producen toxinas denominadas toxina-1 del
sindrome de choque toxico al igual
gue la enterotoxina F y la exotoxina C
pirbgena es el prototipo del super
antigeno. En los humanos la toxina
se vincula con la fiebre, choque toxico

y afeccion de mdultiples sistemas

incluyendo erupcion descamativa de
gura 2.8. Sindrome de piel escaldad

la piel. ausada por Staphylococcus aureus’

» Enterotoxina
Casi el 50 % de las cepas de S. aureus producen al menos 6 toxinas solubles (A-
F) igual que la TSST-1 las enterotoxinas son superantigénos que se unen a
moléculas del complejo de MHC de clase Il y producen la estimulacion de las
células T. Las enterotoxinas son termoestables (resistentes a la ebullicion durante
30 min) y resisten a la accion de las

enzimas del intestino. %’

Las enterotoxinas causan intoxicacion
alimentaria y se produce cuando la
bacteria de S. aureus crece en productos
alimenticios a base de carbohidratos y

proteinas. La ingestion de tan solo 25 pg igura 2.9. TSST. En piel. Causado po
71

S. aureus
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de enterotoxina B puede provocar en el humano vomito y diarrea. El efecto de la
enterotoxina tal vez se debe a la estimulacion del sistema nervioso central (centro

de vomito) luego que la toxina actia sobre los receptores nerviosos en el intestino.

Epidemiologia

Los Staphylococcus se encuentran propagados principalmente en sangre

causando bacteriemia en
un organismo, aunque
también pueden estar
como oportunistas en piel,
conjuntiva, catéteres de
corazén y en heridas

quirurgicas. Por lo general

B sangre [[] Conjuntiva Staphylococcus aureus
B e [ ] Herida quirdrgica

|:| Punta de catéter

puede aparecer en

cualquier grupo de edad
Figura 2.10 Infecciones causadas por el género

Staph ylococcus72

pero es mas frecuente en nifios recién nacidos, ancianos e individuos
Inmunocomprometidos. La transmision es por lo general de persona a persona o
por fomites. Por ejemplo el sindrome de piel escaldada causada por
Staphylococcus ocurre por lo general en pequeiias epidemias como las

guarderias.
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Diagnostico

Se puede encontrar este género de Staphylococcus en muestras como pus,
esputo, cultivo nasal y cultivo faringeo, material aspirado de la traquea, o liquido
cefalorraquideo. Ademas de cultivos vaginal y uretral para el caso de S.

Saprophyticus su determinacion de anticuerpos en suero contra esta bacteria

carece de valor.

-
5 k

1 2 3
Figura.2.11.
1-Cultivo Faringeo 2-Cultivo Nasal 3-Cultivo Vaginal73

Tratamiento:

Son sensibles a la nobovicina y es resistente a la penicilina dejando a los
antibiéticos mas eficaces para combatirlo como los del grupo aminoglucésidos.
tetraciclinas, cefalosporina, oxacilina, eritromicina entre otros. En recién nacidos
se utiliza el antiséptico de hexaclorofeno para evitar la colonizacion de
Staphylococcus, pero cabe mencionar que el antiséptico no se debe aplicar por

tiempo prolongado debido a su toxicidad.®
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CAPITULO 3
3.1 Caracteristicas Generales de los Streptococcus

El género Streptococcus son bacterias
Gram positivas esféricas que por lo general
forman cadenas largas en cultivos liquidos
durante su crecimiento y cadenas cortas en
cultivos solidos. Se distribuye ampliamente
en la naturaleza y Algunos son miembros
de la flora normal humana; otros en su

minoria se vinculan en producir infecciones

en humanos y animales.

Figura 3.1 Streptococcus. (MEB)74

Los Streptococcus se distinguen por presentar en ellos diferentes hemolisis en los
medios de cultivo solidos como en el agar sangre (Hemodlisis a, Hemdlisis B,
Hemdlisis-a o no presentan hemdlisis). La mayoria de los Streptococcus esta
clasificada por el grupo de Lancefield, otros pertenecen al grupo Viridians y otros

a los neumococos.

En su morfologia e identificacion los cocos son individuales, esféricos u ovoides y
se disponen en cadenas largas, se dividen segun su plano perpendicular al eje de
lo largo de la cadena. La longitud de las cadenas varia ampliamente y esta
condicionada por factores ambientales. Los Streptococcus son Gram positivos, sin
embargo cuando la cepa envejece (afiejamiento de cepa) y las bacterias mueren

pierden su Gram positividad y se tornan con aspecto de Gram negativos. 394
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3.2 Clasificacion de lancefield
Rebecca Craighill Lancefield.

Bacteri6loga de profesion se
caso con el genetista Donald.

Lancefield de quien tomo su

apellido. Rebecca realizo la
clasificacion seroldgica de los
Streptococcus hemoliticos
utilizando un polisacarido o
sustancia C que se encuentra

presente en la pared celular

— de los Streptococcus ya que
Figura 3.2 Rebecca Craighill Lancefield. (1895-1981) I

Logro analizar su caracter antigénico de la membrana y su especificidad de cada
especie para establecer distintos serogrupos, ademas mediante el andlisis de
algunas proteinas de la pared celular identifico los serotipos M, T y R de estos el
mas importante es el antigeno M por ser factor importante en la virulencia.
Lancefield para llevar acabo su clasificacién serolégica ordeno a los Streptococcus
por grupos utilizando letras mayusculas (A, B, C, D, F, H, y K). Cabe mencionar
gue existen otras especies de Streptococcus de importancia clinica que NO
pertenecen al grupo serologico de Lancefield como es el caso del grupo viridians y

los neumococos.
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Grupo de

Lancefield Género y Especie

S. pyogenes

S. agalactiae

S. dysgalactiae

Enteococcus
E. feacalis

E. durans
E. faecium

S. anginosus
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Habitad
en el
humano

Faringe y
piel

Aparato
genital
femenino,
faringe

Faringe,
vaginay
piel

Intestino
grueso

Faringe,
colony
aparato
genital
femenino

Hemodlisis
en Agar
Sangre.

L

HemoI|S|s

B,

Cuadro9. Streptococcus del grupo Lancefield, grupo Viridians y
neumococos causantes de enfermedades comunes en el hombre

42,43

Enfermedades comunes en
el humano.

Faringitis. Impétigo, Fiebre
Glomerulonefritis. Erisipela,
Celulitis en heridas,
Septicemia, endocarditis

Septicemia, Sepsis
puerperal,
Endocarditis Y Meningitis
neonatal

Celulitis, Endocarditis e
Infecciones en heridas

Infeccion del Tracto
Urinario, Peritonitis,
Absceso pelviano
Infecciones en heridas y
Endocarditis

Sinusitis, Meningitis,
Absceso cerebral,
Neumonia y Caries dental
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Faringe,

_ bocay Caries Dentales,

S. sanguins s a Endocarditis, Abscesos

cerebrales, Septicemia
Faringe,

) _ boca a Meningitis, Endocarditis,
S. salivarius traqueay Bacteremia y Sinusitris
pulmones

_ Faringe,

N lelelolelel| S: Pneumoniae boca o Neumonia lobar, Meningitis,
traqueay Otitis, Endocarditis,
pulmones Bacteremia

Dientes, Caries dental,
Grupo bocay o B Endocarditis, Meningitis y
Viridians S. mutans faringe ¢ Bacteremia
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Micrografia de Microscopio Electronico de Barrido (MEB) de los principales

43,44

Streptococcus del grupo de Lancefield, Grupo Viridians y Neumococos.

f 10

Figura 3.3 Grupo A de Figura 3.4 Grupo B de Figura 3.5 Grupo C de
Lancefield, S. pyogenes Lancefield, S. ?9alact|ae Lancefield, S.

(MEB)"® (MEB) dysgalactiae (MEB)®

Figura 3.6 Grupo D de Figura 3.7 Grupo F de Figura 3.8 Grupo H de
Lancefield, Enterococcus Lancefield, S. anginosus Lancefiel S. sanguins.
(MEB)"® (MEB) (MEB)E:

i . 83
Figura 3.10 S. mutans del grupo viridians (MEB
(neumococo) (MEB)82 9 grup ( ) ‘

Figura 3.9. S. pneumoniae ‘ ’
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e Cultivo

La mayor parte de los Streptococcus crece en medio solidos, en su superficie
presentan colonias discoidales, miden de 1-2 mm de diametro. La cepa que
produce material capsular con frecuencia da lugar a colonias mucoides esto
debido a la virulencia que presentan las bacterias como Streptococcus pyogenes,
Streptococcus agalactiae. Las caracteristicas de crecimiento de las colonias, se
obtienen principalmente por
aprovechamiento de azlcares que
fermentan, el crecimiento de los
Streptococcus tiende a  ser

escasos sobre medio sélido o en

l,,, T a7 . | ‘ .
Figura 3.11. Colonias mucoides de Streptococcus
B- hemolitico en la superficie de Agar sangre®*

caldo a menos que sea

enriquecido con sangre o liquidos.

Los requerimientos nutritivos varian ampliamente entre las diferentes especies, los
patbgenos humanos son mas exigentes y requieren una variedad de factores de
crecimiento. El crecimiento y la hemdlisis se favorecen con incubacién en 10% de

CO..

La mayor parte de los Streptococcus hemoliticos patdgenos crecen mejor a 37 °C,
los Enterococcus del grupo D crecen mejor de 15 a 45 °C. Los Enterococcus
también crecen en concentraciones de cloruro de sodio (6.5%), en 0.1% de azul

de metileno y en bilis agar esculina.*> ®47
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3.3 Estructura antigénica
Los Streptococcus hemoliticos pueden dividirse en grupos serologicos y ciertos

grupos de subdividen en:

Antigeno de la pared celular. Este carbohidrato se encuentra en la pared celular
de muchos estreptococos. La especificidad serologica de los carbohidratos
especificos de grupo se determina mediante un aminoazucar para los
Streptococcus del grupo A, este aminoazucar es la ramnosa-N-acetilglucosamina;
para el grupo B el polisacarido de es la ramnosa-N-acetilglucosamina; para el
grupo C, la ramnosa —N-acetilgalactosamina, para el grupo D el acido glicerol
teitoico, que contiene D-alanina y glucosa; para el grupo F la glucopiranosil-N-
acetilgalactosamina; la capsula es la que le proporciona resistencia contra

fagocitos ademas de estar compuesta de acido hialurénico.

Figura 3.12 Estructura antigénica de la célula de Streptococica del grupo A, a) Capsula de acido

hialurénico, b) Antigenos M, Ty R de pared celular y C) el carbohidrato especifico es ramnosa-N

. . 85
acetil glucosamina
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La proteina M Esta sustancia es un factor importante de virulencia para el

Streptococcus pyogenes del grupo A, esta proteina tiene la apariencia de

prolongaciones en la pared celular del Streptococcus. Cuando la proteina M se

encuentra presente en los Streptococcus son virulentos y en ausencia de

anticuerpos especificos tipo M pueden resistir la fagocitosis efectuada por

leucocitos polimorfonucleares.

A (e ‘”PA I protein B )
B A ‘
streptococci f\ y
F / \ %
o \ ' 1 /
i a |
¢ o \ M protein-flbrinagen
aggregate
A /‘:
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r g " o |
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A e ascularsmoth

M protein-fibrinogen aggregate TiisEle

M de Streptococcus del grupo A%

Degranulation
N Respiratory burst

Endothelial damage

%) A\ "1 o

Figura 3.13 Mecanismo de accion de la proteina

Se ha estudiado la estructura y
funciones de la proteina M la
molécula tiene forma de bobina
enrollada que separa los
dominios funcionales de Ila
bacteria. Esta estructura permite
gran numero de cambios en las
secuencias en tanto mantiene la
funcién, por lo tanto los
inmunodeterminantes de la
proteina M pueden cambiar con

facilidad.

Al parecer la proteina M y quiza otros antigenos de la pared celular de los

Streptococcus desempeiian una funcion principal en la patogenia de la fiebre

reumatica.
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La sustancia T

Este antigeno no tiene interrelacion con la virulencia de Streptococcus. A
diferencia de la proteina M, la sustancia T es acido-labil y termolabil. Se obtiene de
los Streptococcus mediante la gestion proteolitica que se puede destruir con
rapidez para separar la sustancia T de la sustancia M. La sustancia T se puede
destruir de los Streptococcus por calor o utilizando una extraccion acida esto para

poder aislar la sustancia T de la proteina M.

CELL-WALL STRUCTURE OF THE GROUP A STREPTOCO CCUS

cell lwolll

cdpsule 'prOTein cantigens group-specific
(hyaluronic acid) (M. T. cand R) carbohydrate
(N-acety lglucosamine,
rhamnose)

eptidoglycan layer

;V -acetylglucosamine,
~-acetylmuramic acid,

oligopeptide) cytoplasmic membrane

Figura 3.14 Antigenos proteicos (sustancias M, T Y R) en la superficie de Streptococcus del

grupo A%
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3.4. Factores de Virulencia y manifestacion clinica

3.4.1. Toxinas Y Enzimas
Los Streptococcus elaboran enzimas y toxinas como productos extracelulares

antigénicos, las cuales se presentan de la siguiente manera:

» Estreptocinasa (Fibrinolisina)

Muchas cepas de Streptococcus B-Hemolitico del grupo A producen
estreptocinasa, esta sustancia transforma el plasminégeno del plasma humano en
plasmina, una enzima proteolitica activa que digiere la fibrina y otras proteinas.
Este proceso de digestion puede interferirse mediante inhibidores inespecificos del

suero y con un anticuerpo especifico la antiestreptocinasa.

> Streptodornasa (Desoxirribonucleasa estreptocdécica)

Esta enzima despolimeriza el ADN y su actividad enzimatica se puede cuantificar
por la disminucion de la viscosidad de las soluciones de ADN con viscosidad
conocida. Los exudados purulentos se deben a su viscosidad principalmente por la

desoxirribonucleoproteina.

» Hialuronidasa

La hialuronidasa desdobla el &cido hialurénico, un componente importante del
tejido conectivo. Por lo tanto la hialuronidasa ayuda a la propagacion de los
microorganismos infectantes (factor de propagacion). Las hialuronidasas son
antigénicas y especificas de cada bacteria o fuente tisular. Después de la infeccion
con microorganismos productores de la hialuronidasas apareceran anticuerpos

especificos que trataran de atacar a la bacteria dentro del tejido.
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» Difosfopiridina nucleotidasa
Algunos Streptococcus elaboran esta enzima en el ambiente. Esta sustancia
puede vincularse con la capacidad de los organismos para matar a los leucocitos,

ciertas cepas producen proteinasa, y amilasa

» Exotoxina Pirégena (Toxina Eritrogenica)

Esta es la toxina responsable del cuadro clinico de escarlatina, se produce en
cepas de Streptococcus Pyogenes que se encuentran parasitadas por un
bacteriofago en estado lisogénico; ademas es un potente pirébgeno que actlia en el
hipotdlamo Su naturaleza proteica le confiere gran inmunogencidad, lo que

estimula la produccién de anticuerpos neutralizantes de la propia toxina.

- -
-

Figura 3.15 Produccidn de toxina eritrogenica Streptocdcica (escarlatina), en

superficie de la lengua y piel del cuerpo88
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» Hemolisinas

Muchos de los estreptococos pueden causar hemolisis diferentes tipos de
hemodlisis en los eritrocitos de carnero y cuando hay destruccion completa de estos
eritrocitos con liberacion de hemoglobina se denomina B- hemodlisis. Los
estreptococos que son - Hemoliticos como Streptococcus pyogenes elabora 2

tipos de Hemolisinas que se denominan estreptolisina O y estreptolisina S.
Estreptolisina O

Es una exoenzima inmunogénica toxica que se inactiva en presencia de O,, es
producida por Streptococcus B-hemolitico que pertenece al grupo A. La bacteria
al producir esta exoenzima es capaz de destruir a los eritrocitos del torrente
sanguineo humano y a consecuencia de ello el sistema inmune reacciona
produciendo anticuerpos especificos
antiestreptolisina O. Al determinar un

ASO

valor elevado de Ila prueba de

antistreptolisinas (ASO) indica la ﬁ

presencia de una infeccién reciente ﬁ l:I

por streptococcus [-hemolitico. La

-

< A

prueba de ASO sirve para determinar

en la mayoria de los casos un ﬁ

diagnéstico de fiebre reumatica
Figura 3.16. Prueba cuantitativa de
agUdaw glomerulonefrltls, endocarditis antiestreptolisiinas. Reaccion Ag-Ac89

bacteriana y escarlatina
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Estreptolisina S

Es el agente causante de las zonas hemoliticas alrededor de las colonias de
estreptococos que crecen sobre la superficie de placas de agar sangre, se
elaboran en presencia de suero de alli el nombre de estreptolisina S, no es
antigénica, pero puede detenerse mediante un inhibidor especifico casi siempre
esta presente en el suero de los humanos y animales. Su efecto toxico suele ser

mas intenso en rifion (nefrotdxico), no es inmunogénica y no se inactiva en

48,49,50.

presencia de oxigeno.

hemolysi_s beta-hemolysis beta-hemolys s
S¢ta-hemolysis beta-hemolysis beta-hemolysis
hemolysis beta-hemolysis beta-hemolysiy

molysis beta-hemolysis beta-hemolysig
Qolysis beta-hemolysis beta-hemolysis
Sisibe -

ta-hemolysis beta-hemoly:

is beta-hemolysis beta-hemoly

beta-hemo
beta-hemo

ysis beta-hemolysis beta-hemoly

eta-hemolysis beta-hemoly. :
eta-hemolysis beta-hemolysis b
Ha-hemolysis beta-hemolyas

-hemolysis beta.

molysis beta-hemolysis betaéhemolysis beta-hemol,
ta-hemolysis beta-hemolysis beta-hemolysis beta-hemol

molysis beta-hemolysis beta-hemolysis bqla—hemolysis bela-%&cm'
b St o

Figura 3.17 Estreptolisinas O y S. causantes de la lisis de eritrocitos en Agar Sangre de
Carnero al 5 %°°
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4. Siembra e identificacion de Staphylococcus y Streptococcus de
importancia Clinica
4.1 Staphylococcus aureus

Sir Alexander Ogston, de origen escocés y Médico de profesion, descubrié en la
pus de un absceso quirtrgico de rodilla la bacteria Staphylococcus, en 1878
introdujo la nomenclatura del género que proviene de staphylo que significa
‘racimo de uva” y cocos por ser “células esféricas”. La bacteria de Staphylococcus
aureus es inmovil, no esporulada, anaerobio facultativo, se presenta en forma de
diplococos o racimos de uva, posee la enzima catalasa y coagulasa, es Gram

positivo y es muy comun que este microorganismo cause enfermedades como:

Impétigo. Es una lesion que se caracteriza por maceracion de la piel, formacion
de una papula eritematosa que es dolorosa y evoluciona para formar costra con

eritema periférico.

Foranculo. Es un pequefio absceso localizado en la piel y en tejido celular

subcutaneo; la piel puede romperse con facilidad y drenar secrecion purulenta.

Sindrome de shock toxico (TSST). La toxina afecta principalmente a mujeres
que usan tampones contaminados por S. aureus esto durante su periodo

menstrual, provocando descamacion en area genital.

Sindrome de piel escaldada. Enfermedad de Lyell o necrolisis epidérmica toxica
causada por Staphylococcus aureus por producir dafios en la piel como la
generacion de ampollas, produccion de eritemas y exfoliacion que deja la piel

adolorida, ademas este sindrome puede provocar fiebre en el paciente.
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A continuacion se mostrara el aislamiento y la morfologia colonial de
Staphylococcus aureus en diferentes medios de cultivo como Agar Sal y Manitol,

Agar S-110, Agar S-110, Agar Soya Tripticaseina y Agar Sangre de Carnero al 5%

Morfologia Colonial

Cuadro 9 I—’ S

Agar Sal y -

Manitol

Color Dorado
Tamaiio 2-3 mm
Forma Redonda
Borde Entero
Elevacion Convexa
Superficie Lisa
Luz reflejada Brillante
luz transmitida Opaco /
Consistencia Adherente e
Otras Fermentacién : o

del Manitol FOTO 4.1. Agar Sal y Manitol. Colonias de

S. aureus, sembrado por estria cruzada

El medio de cultivo Agar Sal y Manitol es un medio selectivo diferencial que
contienen 7.5 g de NaCl que permite el crecimiento de bacterias haléfilas como el
del genero Staphylococcus, ademas nos permite identificar a Staphylococcus
aureus por fermentar el carbohidrato de manitol que contiene el medio de cultivo el
cual al ser detectado por el indicador Rojo de Fenol las colonias crecen de color

dorado.
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Morfologia Colonial

Staphylococcus aureus

Agar S-110
Color Amarillo pdlido
Tamaiio 1-2 mm
Forma Circular
Borde Entero
Elevacion Convexa
Superficie Lisa
Luz reflejada Mate
luz transmitida Opaco
Consistencia Suave
Otras Fermenta el

manitol

Foto 4.2. Agar S-110. Colonias de S. epidermidis.
Sembrado por estria cruzada

El agar S-110 es un medio de cultivo selectivo diferencial que contiene extracto de

levadura y tripteina que aportan nutrientes al microorganismo, el NaCl su alta
concentracion ayuda a inhibir el crecimiento de otros microorganismos para
permitir el crecimiento de Staphylococcus aureus, dicho microorganismo es capaz
de fermentar el manitol y lactosa que contiene el medio de cultivo produciendo

colonias de color amarillo palido.
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Morfologia colonial

Staphylococcus aureus

Agar Soya

Tripticaseina
Color Crema
Tamaiio 2-3 mm
Forma Circular
Borde Entero
Elevacion Coéncava
Superficie Lisa
Luz reflejada Mate
luz transmitida Opaco
Consistencia Suave
Otras Olor a

mantequilla

FOTO 4.3. Agar Soya Tripticaseina. Colonias de
S. aureus, sembrado por estria cruzada

El Agar Soya Tripticaseina es un medio de cultivo no selectivo que facilita el
desarrollo de microorganismos anaerobios facultativos como el Staphylococcus
aureus por tener el medio entre sus componentes NaCl que mantiene el equilibrio
osmotico, el fosfato dipotéasico funciona como amortiguador de pH, la soya y la

caseina aportan nutrientes para el desarrollo de colonias del microorganismo.
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Morfologia Colonial

Staphylococcus aureus

Color

Tamaiio

Forma

Borde
Elevacion
Superficie

Luz reflejada
luz transmitida
Consistencia
Otras

Agar Sangre de
carnero al 5%.

Blanquesino
2-3 mm
Redondo
Entero
Convexa

Lisa
Brillante
Opaco
Suave
B- hemolisis

FOTO 4.4. Agar Sangre de Carnero al 5 %.
Colonias de S. aureus, sembrado por estria
cruzada

Es Agar Sangre de carnero al 5 % es medio de cultivo que contiene infusion de

musculo de corazén y peptona que otorgan al medio alto valor nutritivo, se

encuentra enriquecido con vitaminas, enzimas y no contiene antibiéticos para

permitir el crecimiento de la mayoria de microorganismos como el Staphylococcus

aureus, su crecimiento en el medio produce una zona transparente alrededor de

las colonias (B- hemdlisis) ya que produce una destruccion total de eritrocitos de

carnero.
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Tincion de Gram

FOTO 4.5. Staphylococcus aureus, Gram positivo, se observa en diplococos

y racimos de uva que miden 1 um de dm
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Pruebas Bioquimicas

Prueba de catalasa

FOTO 4.6. Staphylococcus aureus, catalasa positiva. Formacion de
burbujas de O,

La enzima catalasa es una hidroperéxidasa que se encuentra en la bacteria de
Staphylococcus aureus debido a que esta enzima es capaz de descomponer el
peroxido de hidrégeno en agua + Oxigeno, observandose formacion de burbujas

de O, visibles.

H202 Enzima catalasa H20 + O2

[
»
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Resultados de Pruebas Bioquimicas en tubo de Staphylococcus aureus

Cuadro 13

Pruebas Bioquimicas Resultados

Staphylococcus aureus

1) TSI A/A
H2S=(-)

2) MIO Motilidad=(-)
Indol=(-)
Ornitina=(-)

3) SIM Motilidad=(-)
Indol=(-)
H2S=(-)

4) LIA Descarboxilacién de
Lisina=(-)
Desaminacion de
Lisina=(-)
Fermentacion de
Glucosa=(+)

5) Citrato de Simmons  Citrato=(-)
6) UREA de Crihistensen Urea=(+)

7/8) RM/VP RM=(+)/VP=(+)

En cuadro 13 se encuentran los resultados de la interpretacion de pruebas
bioquimicas de TSI, MIO, SIM, LIA Citrato de Simmons, Urea y Rojo de metilo-
Vogues proskauer de Staphylococcus aureus.

Nota: ElI fundamento, composicion del medio, resultados de referencia e
interpretacion del medio se encuentran en anexo.

A continuacion se presentaran los resultados que se obtuvieron de la parte

experimental para la identificacion bactaeriana.
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l Foto 4.7 Resultados de Pruebas Bioquimicas de TSI, MIO, SIM, LIA.
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Caldo Urea

Foto 4.8 Resultados de Pruebas Bioquimicas de Citrato de Simmons, UREA, Rojo de Metilo-Vogues Proskauer
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v" Prueba de Coagulasa Libre

En esta técnica sirve para diferenciar especies del género Staphylococcus. La
enzima coagulasa no posee actividad proteolitica es decir reacciona de manera
especifica con la protrombina convirtiendo el fibrinbgeno soluble en un coagulo de

fibrina insoluble que solo se observa en bacterias como Staphylococcus aureus.

S. epidermidis. Coagulasa
Negativo

S. aureus. Coagulasa
Positivo

Foto 4.9 Prueba de coagulasa en tubo. Staphylococcus aureus;
coaqulasa (+)
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v' Coagulasa Ligada (Prueba de Coagulasa en placa)

La coagulasa ligada o factor de agregacion es responsable de la absorcion del
fibrindbgeno y lo altera de tal modo que precipita sobre Staphylococcus que son
coagulasa positivo para causar su agregacion, lo que produce la aglutinacion
rapida de las células. El factor de agregacion convierte el fibrinégeno en fibrina de
manera directa sin la participacion de factores del plasma y no es inhibido por los

anticuerpos contra la coagulasa libre.

S. aureus S. epidermidis

Aglutinacion Sin aglutinacién

Foto 4.10. Prueba de coagulasa en placa. Staphylococcus aureus
presenta aglutinacion, mientras que Staphylococcus epidermidis
es Coagulasa negativo
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Fermentacion de Carbohidratos de Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus

Interpretacion:

RESULTADOS
F/ SG F= Fermentacion (Acido-Amarillo)
5 S/F= Sin fermentacién (Alcalino-Rojo)
SF/ SG
G= Produccién de gas en campanas de
F/ SG
Durham: CO, y H,
SF/ SG
F/ SG SG= Sin produccién de gas en campanas de
F/ SG Durham: CO,y H,

Nota: Los carbohidratos se realizaron por Duplicado

-
L B | B

Fermentacion /sin

Foto. 4.11. Rojo de Fenol + Glucosa Foto 4.12. Rojo de Fenol + Lactosa con
con Campana de Durham. F/SG Campana de Durham. F/SG
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T, ; v =
Pl ¥
‘ !’

Fermentacién /sin
Gas

Sin Fermentacion /sin
Gas

Foto 4.13 Rojo Fenol + Manitol con Foto 4.14. Rojo de Fenol + Xilosa con

Campana de Durham. K/SG Campana de Durham. F/SG

Fermentacion /sin
l Gas

Sin Fermentacién /sin
Gas |

Foto 4.15. Rojo de Fenol + Sorbitol con
Campana de Durham. K/SG

Foto 4.16. Rojo de Fenol + Trehalosa con
Campana de Durham. F/SG

tontrol

Foto 4.17. Rojo de Fenol + Maltosa
con Campana de Durham. F/SG
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4.2 Staphyloccocus epidermidis

(EI Médico aleman Friedrich Julius Rosenbach (1842-1923) descubrié al
microorganismo Staphylococcus albus, tiempo después esta bacteria fue
renombrado como Staphylococcus epidermidis por su localizacion en piel. El
Staphylococcus epidermidis es un diplococo, inmovil, que mide de 0,5-1 um de
diametro, es no esporulado y anaerobio facultativo. Se caracteriza por ser catalasa
positiva, coagulasa negativo, termonucleasa negativo, fermenta carbohidratos
como glucosa, sacarosa, lactosa y produce gas, ademas forma productos de
acidos terminales, es ureasa débilmente negativo y no produce hemdlisis en
medios de agar sangre. Es parte de la flora comensal de la piel, aunque el S.
epidermidis no suele ser patdgeno puede llegar a ser infeccioso en pacientes con
sistemas inmunes comprometidos. S. epidermidis es también una preocupacion
importante para las personas con catéteres u otros implantes quirdrgicos, ya que
la bacteria causa biopeliculas que crecen en estos dispositivos de plastico que se
colocan dentro del cuerpo, esté ocurre mas comunmente en los catéteres
intravenosos y protesis médicas. La infeccion también puede ocurrir en pacientes
sometidos a dialisis 0 a cualquier persona con un dispositivo plastico implantado
qgue puedo haber sido contaminado por este microorganismo. Otra enfermedad
que causa S. epidermidis es la endocarditis en pacientes con valvulas cardiacas

ya que la bacteria puede entrar en el momento de un recambio valvular.
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A continuacion se mostrara el aislamiento y morfologia colonial de Staphylococcus
epidermidis en diferentes medios de cultivo como Agar Sal y Manitol, S-110, Agar

soya tripticaseina'y Agar sangre de carnero al 5 %.

Morfologia Colonial

Staphylococcus epidermidis

Cuadro 15
Caracteristicas Agar Sal y
Manitol
Color Blanco
Tamaiio 1-2 mm
Forma Circular
Borde Entero
Elevacion Convexa
Superficie Lisa
Luz reflejada Mate
luz transmitida Opaco
Consistencia Suave
Otras No fermenta
manitol

Foto 4.18. Agar Sal y Manitol. Colonias de S.
epidermidis, Sembrado por estria cruzada

El Agar Sal y Manitol es un medio de cultivo selectivo diferencial que contiene 7.5
% de NaCl que permite el crecimiento de bacterias haléfilas como Staphylococcus
epidermidis , la bacteria no es capaz de fermentar el carbohidrato manitol y por lo
tanto al no ser detectado por el indicador rojo de fenol las colonias se observan de
color blanco y el medio conserva su color salmén esto por no presentar

fermentacion de manitol.
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Staphylococcus epidermidis.

Cuadro 16

Caracteristicas  Agar S- 110

Color Blanco
Tamaiio 1-2 mm
Forma Circular
Borde Entero
Elevacion Cdéncava
Superficie Lisa
Luz reflejada Brillante
luz transmitida Opaco
Consistencia Suave
Otras No fermenta
Manitol

Foto 4.19. Agar S-110, Colonias de S.
epidermidis, Sembrado por estria cruzada

El Agar S-110 es un medio de cultivo selectivo diferencial que contiene entre sus
componentes extracto de levadura y tripteina que aportan nutrientes al
microrganismo, el NaCl mantiene la presibn osmotica por lo tanto este medio
permite el crecimiento de Staphylococcus epidermidis ya que sus colonias crecen
de color blanco debido a que la bacteria no es capaz de fermentar los

carbohidratos manitol y lactosa.
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Staphylococcus epidermidis

Color

Tamaiio

Forma

Borde
Elevacion
Superficie

Luz reflejada
luz transmitida
Consistencia
Otras

Agar Soya
Tripticaseina
Blanco Palido
1-2 mm
Circular
Entero
Convexa
Lisa
Brillante
Opaco
Suave

FOTO 4.20. Agar Soya Tripticaseina, Colonias de
S. epidermidis, Sembrado por estria cruzada

El Agar Soya Tripticaseina es un medio de cultivo no selectivo que facilita el

desarrollo de microorganismos anaerobios facultativos como el Staphylococcus

epidermidis dando un crecimiento de colonias de color blanco palido.
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Staphylococcus epidermidis

Cuadro 18

Caracteristica

Color

Tamaiio
Forma

Borde
Elevacion
Superficie

Luz reflejada
luz transmitida
Consistencia
Otras

Agar Sangre de
carnero al 5%

Blanco
2-3 mm
Circular
Entero
Cdéncava
Lisa
Brillante
Opaco
Suave

Y- Hemolisis

Foto 4.21. Agar Sangre de Carnero al 5%.
Colonias de S epidermidis, Sembrado por estria
cruzada

El Agar Sangre de Carnero al 5 % es un medio de cultivo enriquecido que contiene

peptona e infusiébn de musculo de corazén que otorga alto valor nutritivo al medio

para permitir el crecimiento facil de microorganismos como el S epidermidis quien

su crecimiento de colonias no produce hemdlisis en los eritrocitos de carnero que

contiene el medio de cultivo; por ello la bacteria es considerada como Y-

hemolitico.
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Tincion de Gram

Foto 4.22. Staphylococcus epidermidis. Gram positive, se observan

diplococos que miden de 0.5-1 um de dm
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Pruebas Bioquimicas

Prueba de Catalasa

Foto 4.23. S. epidermidis, Catalasa positivo. Formacion de

burbujas de O,

Staphylococcus epidermidis es una bacteria anaerobia facultativa que posee la
enzima catalasa que es capaz de descomponer el peréxido de hidrogeno en
Oxigeno + agua, provocando una reaccion de formacion de burbujas de oxigeno

visibles en el portaobjetos.

Reaccion:

HZOZ_ Enzima catalasa 02 + HZO
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Resultados de Pruebas Bioquimicas en tubo de S. epidermidis

Pruebas Bioquimicas Resultados

Staphylococcus epidermidis

1) TSI A/A.
H,S=(-)

2) MIO Motildad=(-)
Indol=(-)
Ornitina=(-)

3) SIM Motilidad=(-)
Indol=(-)
H,S=(-)

4) LIA Descarboxilacién de
Lisina=(-)

Desaminacion de Lisina=(-)
Fermentacion de
Glucosa=(+)

5) Citrato de Simmons Citrato= (-)

6) Ureade Crhistensen Urea=(-)

7/8) RM/VP RM=(+)/VP=(+)

En cuadro 19 se encuentran los resultados de la interpretacion de pruebas
bioquimicas de TSI, MIO, SIM, LIA Citrato de Simmons, Urea y Rojo de metilo-
Vogues proskauer de Staphylococcus epidermidis.

Nota: El fundamento, composicion del medio, resultados de referencia e
interpretacion del medio se encuentran en anexo.

A continuacién se presentaran los resultados que se obtuvieron de la parte

experimental para la identificacion bacteriana
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Foto 4.24. Resultados de Pruebas Bioquimicas de TSI, MIO, SIM Y LIA.
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Foto 4.25. Resultados de Pruebas Bioquimicas de Citrato de Simmons, Urea, Rojo de Metilo y Vogues Proskauer.
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FERMENTACION DE CARBOHIDRATOS. Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus epidermidis
Interpretacion:

RESULTADOS F= Fermentacion (Acida-Amarillo)
F/ G K= Alcalino (Rojo)
F/ G
G= Produccion de gas en campana de
K/ SG
Durham: CO,y H,
K/ SG
K/SG SG= Sin produccién de gas en campana
K/ SG de Durham: CO, y H,
F/G

Nota: todos los carbohidratos se realizaron por
duplicado.

Fermentacion / Gas

Foto 4.26. Rojo Fenol + Glucosa con Foto 4.27. Rojo de Fenol + Lactosa con
Campana de Durham. F/G Campana de Durham. F/G
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Sin Fermentacion /sin Gas

Foto 4.28. Rojo de Fenol + Xilosa con Foto 4.29. Rojo de Fenol + Manitol con
Campana de Durham. SF/SG Campana de Durham. SF/SG

J.elilie] iy Sin Fermentacién /sin Gas Control - Sin Fermentacion /sin Gas
Foto 4.30. Rojo de Fenol + Sorbitol con Foto 4.31. Rojo deFenol + Trehalosa con
Campana de Durham. SF/SG Campana de Durham. SF/SG

Foto 4.32. Rojo de Fenol + Maltosa
con Campana de Durham. F/G
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4.3 Streptococcus pyogenes

Streptococcus del grupo A se presenta como célula oval o esférica, mide de 0,5-1
um de diametro, se encuentra agrupada en pares en medios solidos y cadenas
largas en cultivos liquidos, es inmovil, no esporulado, Gram positivo, carecen de la
enzima catalasa y citocromo oxidasa, su metabolismo es anaerobio facultativo. La
bacteria recen en presencia de COz2, degradan carbohidratos por fermentacion,
sus colonias son puntiformes que miden de 0-1 mm de diametro, son traslucidas o
ligeramente opacas, circulares, convexas, y principalmente mucoide ya que es una

cepa muy virulenta.

En agar sangre S. pyogenes produce 3-Hemdlisis y el color de sus colonias es
blanco-transparente, Son sensibles a la Bacitracina, resistentes a la Optoquina y

sensible a la mayoria de los antibiéticos.

El antigeno M que posee S. pyogenes en la pared celular lo difiere
antigénicamente de la mayoria de los otros Streptococcus. Esta bacteria causa
una gran variedad de enfermedades y cuenta con un gran arsenal de factores de
virulencia principalmente la sustancia M esta sustancia que posee causa la
degradacion de componentes C3b ademas posee una capsula compuesta de
acido hialurénico que inhibe la fagocitosis y ayuda a la penetracién de tejidos

causando la separacion de células epiteliales escamosas.

Streptococcus pyogenes infecta solé a humanos bajo condiciones naturales,
quizas porque la estreptocinasa reacciona especificamente con un factor de
coagulacion humano. Las infecciones por esta bacteria se diseminan con facilidad

por gotitas respiratorias generadas al gritar, toser y estornudar; estas gotitas
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alcanzan una distancia de 60 a 150 cm de un individuo infectado ya que si se deja
de tratar, la persona sera un portador asintomético por semanas. Las personas
que portan a la bacteria por las fosas nasales diseminan con mas efectividad a

comparacion de que los que transmiten por la boca.

Las epidemias de faringitis por Streptococcus se originan por comida
contaminada, ademas la incidencia maxima de faringitis por S. pyogenes ocurre
en invierno y primavera afectando principalmente a niflos de edad escolar,
también la bacteria es causante de escarlatina por la toxina eritrogénica que

produce.

La prevencion consiste en evitar contacto con personas asintomaticas del
microorganismo, no consumir alimentos contaminados en los cuales se encuentre
con mayor incidencia la bacteria. Para el tratamiento no existe una vacuna
disponible a pesar de los afios de estudio; sin embargo existen antibioticos entre
ellos la penicilina o eritromicina con un tratamiento de 10 dias elimina en un 90%

al microorganismo. %3°
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A continuacién se mostrara el aislamiento y morfologia colonial de Streptococcus

agalactiae en diferentes medios de cultivo como Agar soya tripticaseina, Agar

chocolate, Agar estreptosel y Agar sangre de carnero al 5 %

Morfologia Colonial

Streptococcus pyogenes

Cuadro 21
Caracteristicas

Color
Tamaiio
Forma
Bordes
Elevacion

Superficie
Luz Reflejada

Luz Transmitida
Consistencia
Otros

S, pyogenes
Agar Soya
Triticaseina
Blanco
0-1 mm
Puntiforme
Irregular
Convexa
Lisa
Mate

Opaco
Friable

-

Foto 4.33. AST. Colonias de S. pyogenes.
Sembrado por estria cruzada

Agar Soya Tripticaseina es un medio de cultivo no selectivo que favorece el

desarrollo de la mayoria de microorganismos Gram positivos como Streptococcus

pyogenes perteneciente del grupo A de Lancefield. Debido a que el medio de

cultivo posee entre sus componentes tripteina y peptona de soya que aporta

nutrientes ricos en péptidos, aminoacidos y bases puricas y pirimidicas que

favorecen el crecimiento de colonias.
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Streptococcus pyogenes

Morfologia colonial

Cuadro 21

S, pyogenes.

Caracteristicas

Agar chocolate

Color Blanco
Tamafio 0-1 mm
Forma Puntiforme
Borde Irregular
Elevacion Convexa
Superficie Lisa
Luz Reflejada Mate
Luz Transmitida Traslucida
Consistencia Mucoide

Otros

Foto 4.34. Agar Chocolate. Colonias de S.
pyogenes, Sembrado por estria cruzada

Agar chocolate es un medio de cultivo enriquecido, no selectivo y es una variante

de agar sangre por contener eritrocitos que han sido lisados por el suave

calentamiento a 56 °C. Este medio de cultivo posee entre sus componentes

peptona de carne y peptona de caseina como fuente de nutrientes, el almidén

soluble absorbe sustancias toxicas indeseables que eviten el desarrollo del

microrganismo, el NaCl mantiene un balance osmética, ademas contiene el medio

antimicrobianos para evitar el desarrollo de otros microorganismos indeseables ya

que asi se permitio el desarrollo del microorganismo anaerobios facultativos, Gram

positivo como el Streptococcus pyogenes.
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Streptococcus pyogenes

Morfologia colonial

Tabla 20.

S. pyogenes.

Caracteristicas

Agar Estreptosel

Color Beish
Tamaio 0-1 mm
Forma Puntiforme
Bordes Entero
Elevacion Convexa
Superficie Rugosa

Luz Reflejada Mate

Luz Transmitida Traslucida
Consistencia Suave

Otros

Foto 4.35. Agar Estreptosel. Colonias de S. pyogenes,
Sembrado por estria cruzada

El agar Estreptosel es un medio de cultivo selectivo para la identificacion del

genero Streptococcus. Entre sus componentes el medio de agar Estreptosel posee

L-cistina, peptona de caseina y peptona de soya que aportan nutrientes al

microorganismo para su desarrollo, la dextrosa es utilizada por el microorganismo

como unica fuente de Carbono, el Cloruro de Sodio mantiene la presion osmética,

la azida de sodio y el sulfito de sodio son inhibidores de microorganismos no

deseados para permitir el crecimiento libre de Streptococcus pyogenes.
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Streptococcus pyogenes

Morfologia colonial

Cuadro 22

Caracteristicas

Color
Tamaiio
Forma
Bordes
Elevacion
Superficie
Luz Reflejada

Luz Transmitida

Consistencia
Otros

S. pyogenes

Agar Sangre de
carnero al 5%
Blanco-Grisaseo
0-1 mm
Puntiforme
Entero
Convexa
Lisa
Brillante

Transparente

Mucoide
3- Hemolisis

Foto 4.36. Agar Sangre de carnero al 5 %. Colonias
de S. pyogenes, Sembrado por estria cruzada

El agar Sangre de Carnero al 5 % es un medio de cultivo enriquecido que contiene

peptona e infusiébn de musculo de corazdn que otorga alto valor nutritivo al medio

para permitir el crecimiento facil de microorganismos como el Streptococcus

pyogenes ya que su crecimiento de colonias produce hemolisis en los eritrocitos

de carnero que contiene el medio de cultivo y genera una zona totalmente

transparente alrededor de la colonia; por ello la bacteria es considerada como [3-

hemolitico.
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Tincion de Gram

‘:. ‘to . » -
TIETAR Lol TP SN 2 .

Foto 4.37. Streptococcus pyogenes, Gram Positivo, Se observan cadenas

largas que miden de 0.5-1 pum

Facultad de Estudios Superiores Zaragoza; UNAM. Pagina 136



Prueba de sensibilidad a Bacitracina

Determina la sensibilidad de Streptococcus B- Hemolitico del grupo A para ser
diferenciado de otros Streptococcus B- Hemoliticos ya que la sensibilidad a

Bacitracina prueba la inhibicién de la sintesis de la pared celular bacteriana.

CEEZEY © TIPIBAGT A Gat, TA006980

BACITRACINA 0,04 U
S. pyogenes ‘ Pt o ol “ ' o PIog
Sensible a Gte Parauso vode [”fy]
Bacitracina

Foto 4.38 Streptococcus pyogenes. Sensible Foto 4.39. Paquete de Sensidiscos de
a Bacitracina mostrando un halo de Bacitracina. Cada sensidisco esta
impregnado con 0.04 U del antibidtico de

inhibicion de 9 mm alrededor del sensidisco Bacitracina
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Prueba de CAMP (Christie, Atkins y Munch-Petersen)

Los estreptococos del grupo B (Streptococcus. agalactiae) produce una proteina
difusible y termoestable (Factor CAMP) que provoca el aumento de la - hemolisis
de Staphylococcus aureus (Esta bacteria es sembrada desde la parte superior
hasta la parte inferior y debe ser en el centro del medio de cultivo agar sangre de
carnero al 5%) ya que produce una esfingomielinasa “C” que puede unir a las
membranas de los eritrocitos cuando son expuestas al factor de CAMP del grupo
B y por lo tanto los eritrocitos del medio de agar sangre sufren hemolisis. El
sinergismo que se produce se observa en forma de “Punta de cabeza de flecha”

en la zona de desarrollo del area de 3- Hemodlisis.

Prueba de
CAMP. Positivo
S. agalactiae

Foto.4.50. Prueba de CAMP. Formacion de cabeza de flecha

(Sinergismo) de Streptococcus agalactiae (izquierda),
Streptococcus pyogenes (derecha) no hay sinergismo
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Pruebas Bioquimicas

Prueba de Catalasa

Foto 4.40. Streptococcus pyogenes, catalasa negativo, No

hay formacion de burbujas de O,

v Streptococcus pyogenes no es capaz de descomponer perdxido de hidrégeno
en agua mas Oxigeno debido a que no posee la enzima catalasa y por lo tanto
no se observara formacién de burbujas de O,

Reaccion:

H202 Enzima catalasa H20 + O2

»
»
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Resultados de Pruebas Bioquimicas en tubo de S. pyogenes

Resultados

A/A
H,S =(-)

Motilidad =(-)

Indol =(-)

Ornitina=(-)

Motilidad=(-)

Indol=(-)
H2S=(-)

Descarboxilacion de

Lisina=(-)

Desaminacién de Lisina=(-)
Fermentacion de
Glucosa=(+)

Citrato de Simmons=(-)

Urea =(-)

RM=(-)/VP=(-)

En cuadro 13 se encuentran los resultados de la interpretacion de pruebas

bioquimicas de TSI, MIO, SIM, LIA Citrato de Simmons, Urea y Rojo de metilo-

Vogues proskauer de Staphylococcus aureus.
Nota: ElI fundamento, composicion del medio,

interpretacion del medio se encuentran en anexo.

resultados de referencia e

A continuacion se presentaran los resultados que se obtuvieron de la parte

experimental para la identificacion bacteriana
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otilidad
()

SO Motilidad (-)

H2S (-)

de :Glucosa (+)

SIM LIA

Foto 4.41. Resultados de Pruebas bioquimicas de TSI, MIO, SIM, Y LIA I
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Foto. 4.42. Resultado de Pruebas Bioquimicas de Citrato de Simmons, Urea, Rojo de Metilo-Vogues Proskauer |
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FERMENTACION DE CARBOHIDRATOS Streptococcus pyogenes

Streptococcus pyogenes
Cuadro 24

Caldo Rojo de fenol +
Carbohidratos con RESULTADOS
Campana de Durham

Interpretacion:

F/ G F= Fermentacion (Acida-Amarillo)
F/ SG
SF= Sin fermentacién (Alcalino Rojo)

SF/ SG
SF/ SG G= Produccién de gas en campanas de
SF/ SG Durham: COzyHg

F/SG SG= Sin produccién de gas en campanas de
SF/ SG

Durham: CO, y H,

Nota: Los carbohidratos se realizaron por duplicado

Control _Control _

Foto 4.43. Rojo de Fenol + Glucosa, con Foto 4.44. Rojo de Fenol + Lactosa, con

Campana de Durham. F/G Campana de Durham. F/SG
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L Sin Fermentacioén / Sin
_Control J Gas J Sin Fermentacién / SG
Foto 4.45. Rojo de Fenol + Xilosa, con Foto 4.46. Rojo de Fenol + Manitol,
Campana de Durham. SF/SG con Campana de Durham. SF/SG

Sin fermentacién/ sin
Gas

Gas

Foto 4.47. Rojo de Fenol + Sorbitol, con Foto 4.48. Rojo de Fenol + Trehalosa,
Campana de Durham. SF/SG con Campana de Durham. SF/SG

Foto 4.49. Rojo de Fenol + Maltosa,

Sin Fermentacién / Sin :
Control | Gas | con Campana de Durham. SF/SG
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4.4. Streptococcus agalactiae

Es una bacteria que pertenece al grupo B de Lancefield, se encuentra en flora
nativa en genitales y aparato respiratorio. En algunos casos se ha encontrado en
meningitis, endocarditis y septicemias en neonatos. Streptococcus agalactiae se
caracteriza por agruparse en cadenas largas en medios liquidos y forma cadenas
cortas en medios solidos, es inmovil, no esporulado, son Gram positivos, carecen
de la enzima catalasa y oxidasa, su metabolismo es anaerobio facultativo,
fermentan la mayoria de carbohidratos. Se caracteriza por producir una proteina
difusible y termoestable (Factor de CAMP). Prueba fundamental que lo diferencia
de las demas especies de estreptococos. Sus colonias son puntiformes que miden
de 0-1 mm de diametro; son convexas, circulares, traslucidas, mucoides,
superficie lisa y son B-Hemdlisis en agar sangre. Sus colonias son de color blanco-
grisaceo y son resistentes a la Bacitracina y Optoquina. Debido a que la bacteria
se encuentra comunmente en el tracto urinario o en vagina puede causar una
seria infeccion en recién nacidos por causar una reaccion conocida como sepsis
neonatal ya que el sistema inmune de un bebe aun es débil por lo tanto la bacteria
puede propagarse facilmente a través de la sangre del neonato. Como tratamiento
de eleccién se recomienda administrar penicilina y en dado caso de ser alérgicos a
este antibiético se recomienda la clindamicina en recién nacidos y en adultos
inmunocomprometidos; ya que su toxicidad del antibiético es leve. Aunque
también existen otros antibidticos que pueden ser de eleccion para atacar la

bacteria como la gentamicina, vancomicina y eritromicina.®
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A continuacibn se mostrara el aislamiento y la morfologia colonial de
Streptococcus agalactiae en diferentes medios de cultivo como Agar Casman,

Agar Soya Tripticaseina, Agar Estreptosel y Agar sangre de carnero al 5 %

Morfologia Colonial

Streptococcus agalactiae

Foto 4.51. Agar Casman. Colonias de S. agalactiae,
sembrado por estria cruzada

El agar Casman es un medio de cultivo diferencial y enriqguecimiento para el
aislamiento y desarrollo de microorganismos como Streptococcus pertenecientes
del grupo B ya que el medio de cultivo solido contiene entre sus componentes
peptona biotriptasa que proporciona el complejo vitaminico, el almidén de maiz
impide la inhibicién del crecimiento del microorganismo y los eritrocitos de caballo
al ser lisados permiten observar la hemolisis de Streptococcus agalactiae B-

Hemolitico.
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Streptococcus agalactiae

Morfologia colonial

Cuadro 26

Caracteristicas

Foto 4.52. Agar Soya Tripticaseina. Colonias de

S. agalactiae, Sembrado por estria cruzada

El Agar Soya Tripticaseina es un medio de cultivo no selectivo que facilita el
desarrollo de microorganismos anaerobios facultativos, Gram positivos como el
Streptococcus agalactiae por tener el medio entre sus componentes NaCl que
mantiene el equilibrio osmoético, el fosfato dipotasico funciona como amortiguador
de pH, la soya y la caseina proveen vitaminas, nitrégeno y carbono para permitir el

crecimiento de colonias del microorganismo de color blanco palido.
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Streptococcus agalactiae
Morfologia colonial

Cuadro 27

Caracteristicas

Foto 4.53. Agar Estreptosel. Colonias de
S. agalactiae, sembrado por estria cruzada

El agar Estreptosel es un medio de cultivo selectivo para la identificacion del

género Streptococcus. Entre sus componentes el medio de agar Estreptosel posee
L-cistina, peptona de caseina y peptona de soya que aportan nutrientes al
microorganismo para su desarrollo, la dextrosa es utilizada por el microorganismo
como Unica fuente de Carbono, el Cloruro de Sodio mantiene la presion osmoética,
la azida de sodio y el sulfito de sodio son inhibidores de microorganismos no

deseados para permitir el crecimiento libre de Streptococcus agalactiae.
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Streptococcus agalactiae

Morfologia colonial

Tabla 27
Caracteristicas

Foto 4.54. Agar Sangre de Carnero al 5%. Colonias
de S. agalactiae, sembrado por estria cruzada

El Agar Sangre de Carnero al 5 % es un medio de cultivo que contiene infusion de
musculo de corazén y peptona que otorgan al medio alto valor nutritivo, se
encuentra enriquecido con vitaminas, enzimas y no contiene antibiéticos para
permitir el crecimiento de la mayoria de microorganismos como el Streptococcus
agalactiae ya que su crecimiento en el medio produce una zona totalmente

transparente alrededor de las colonias (B- hemalisis).
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Tincion de Gram
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Foto 4.55 Streptococcus agalactiae. Gram Positivos. Cadenas largas que
miden de 0.5-1 pym de dm
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v' Prueba de sensibilidad a Optoquina

Determina la sensibilidad de un microorganismo a la sustancia de Optoquina. La

sensibilidad a Optoquina prueba la fragilidad de la membrana celular bacteriana.

Resistente
Bacitracina

Foto 4.56. Paquete de Sensidiscos de

impregnado con alrededor de 0.02 mL

-~ e
Cat. 11081180
Cloruro de etil-hidrocupreina 5 meg

. snt
Do i coqy s ige s e i

Optoquina. Cada sensidisco esta

de la sustancia de Optoquina

Foto 4.57. Streptococcus agalactiae. Resistente a

Bacitracina (lzquierdo) y Optoquina (Derecha).
No hay formacion de halos de inhibicién
alrededor del disco

Interpretacion:

Resistente a
Optoquina

v' En la prueba del sensidisco de Bacitracina se observa que no hay zona de

inhibicion por lo tanto la bacteria de Streptococcus agalactiae es resistente a

Bacitracina.

v' En la prueba del sensidisco de Optoquina se observa que no hay formacion

de halos de inhibicion alrededor del sensidisco por lo tanto se considera que la

bacteria es resistente a Optoquina.
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Pruebas bioquimicas

Prueba de catalasa

ccus agalactiae

Foto 4.58. Streptococcus agalactiae. Catalasa negativo, No hay
formacién de burbujas de O,

v’ Streptococcus agalactiae no es capaz de descomponer el peréxido de
hidrégeno en agua mas Oxigeno, debido que no posee la enzima de catalasa y
por lo tanto no se observara formacion de burbujas de O,

Reaccion.

H202 Enzima catalasa H20 + O2

»
»
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Resultados de pruebas bioguimicas en tubo de Streptococcus agalactiae

Pruebas Bioquimicas. Resultados
Streptococcus agalactiae
1) TSI A/A
H2S=(-)
2) MIO Motilidad =(-)
Indol=(-)
Ornitina=(+)
3) SIM Motilidad =(-)
Indol=(-)
4) LIA Descarboxilacion de Lisina=(-)

Desaminacion de Lisina =(-)
Fermentacion de Glucosa(+)

5) Citrato de Simmons  Citrato=(-)
6) Urea de Crhistensen  Urea=(-)
7/8) RM/VP RM=(-)/VP(+)

En el cuadro 29 se encuentran los resultados de la interpretacién de pruebas
bioquimicas de TSI, MIO, SIM, LIA Citrato de Simmons, Urea, RM-VP de
Staphylococcus agalactiae.

Nota: El fundamento la composicion del medio, resultados de referencia e
interpretacion del medio se encuentran en anexo.

A continuacion se presentaran los resultados obtenidos de la parte experimental

para la identificacion bacteriana.
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Foto. 4.59. Resultados de Pruebas Bioquimicas de TSI, MIO, SIM Y LIA
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Foto 4.60. Resultados de Pruebas Bioquimicas de Citrato de Simmons, Urea y RM-VP
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FERMENTACION DE CARBOHIDRATOS. Streptococcus agalactae

Streptococcus agalactiae
Cuadro 30 Interpretacion:

Caldo Rojo de fenol +
Carbohidratos con RESULTADOS F= Fermentacion (Acida-Amarillo).

Campana de Durham.

e SF= Sin fermentacion (Alcalino-Rojo).
F/ SG
G= Produccion de gas en campanas de
SF/ SG
Durham: CO,y H
SF/ SG
F/SG SG= Sin produccion de gas en campanas
SF/SG de Durham: CO,y H,
SF/SG

Nota: Los carbohidratos se realizaron por duplicado

Fermentacion / Gas

B
R

Foto 4.62. Rojo de Fenol + Glucosa con Foto 4.61. Rojo de Fenol + Lactosa con
_ Campana de Durham. F/G _ Campana de Durham. F/SG
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Gas

Sin fermentacién/ sin
Gas

Foto 4.63. Rojo de Fenol + Xilosa con Foto 4.64. Rojo de Fenol + Manitol con
Campana de Durham. SF/SG Campana de Durham. SF/SG

Control
Sin fermentacién/ sin

Gas

Foto 4.65. Rojo de Fenol + Trahalosa con Foto 4.66. Rojo de Fenol + Sorbitol con
Campana de Durham. F/SG Campana de Durham. SF/SG

Control

Sin fermentacién/ sin

Control Foto 4.67. Rojo de Fenol + Maltosa

con Campana de Durham. SF/SG
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Anexos

Técnica

1- En un portaobjetos limpio realizar un frotis delgado
de la cepa y dejar secar al aire y después fijar el

frotis pasandolo 3-4 veces de la llama de un

FOTO 5.68 Esterilizacion de
asa para preparacion de
frotis bacteriano

mechero

2- Colocar el frotis sobre un soporte para tincion y
cubrir la superficie con colorante cristal violeta
durante un minuto

FOTO 5.69 Cristal Violeta
(Colorante primario)

3- Después escurrir y lavar con H20 corriente

FOTO 5.70 Lavado con agua
Corriente
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4- Cubrir con Yodo de lugol el portaobjetos durante un

minuto

5- Escurrir y lavar con H20 corriente

6- Colocar unas gotas del decolorante Alcohol-

Acetona durante 15 segundos

7- Posteriormente se lava con H20 corriente y colocar

otra vez sobre el soporte de tincion

FOTO 5.74 Lavado con H20
corriente
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8- Llenar hasta el tope con colorante de contraste

safranina durante un minuto

FOTO 5.75 Safranina
(Contraste)

9- Escurrir y lavar con H20 corriente y colocar en
posicion vertical el preparado para que drene el

exceso de agua )

FOTO 5.76 Lavado con H20
corriente

10- Observar la preparacion en microscopio optico a una inmersién de 10x, 40x

y 100x (con aceite de cedro). >-°?
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Prueba de Coagulasa

Coagulasa Libre (Prueba de coagulasa tubo)

1- Tomar una muestra sanguinea en tubo con EDTA y centrifugar a 3000 rpm

para obtener plasma

N
1

Colocar 0.5 ml. de plasma en un tubo estéril

3- Afadir 0.5 ml de un cultivo puro en caldo de Staphylococcus aureus vy

mezclar suavemente por rotacion

4

Interpretacion:

3- Prueba positiva: Formacion de un coagulo

visible

4- Prueba negativa: No se observa formacion

de coagulo

S. epidermidis. Coagulasa—
Negativo

Colocar en bafio maria a 37°C por 2 horas. Y leer la prueba cada 30 min

S. aureus.

Formacion de

coagulo

Foto 5.77. S. aureus. Coagulasa
positivo

Facultad de Estudios Superiores Zaragoza; UNAM.

Pagina 162



e Prueba de sensibilidad a Bacitracina

Determina la sensibilidad de Bacitracina (0.04 U) de los Streptococcus del grupo
A. Se realiza preferentemente sobre la placa de agar sangre donde se encuentren
colonias de Streptococcus de forma pura. Se utilizan sensidiscos de Bacitracina

comunmente de un pH acido.

Interpretacion:

La zona de inhibicion es de 9mm alrededor del sensidisco. (Sensible).

Se considera resistente si NO se observa halo de inhibicion alrededor del

sensidisco.

e Prueba de Optoquina.
La Optoquina es soluble en agua y se difunde con rapidez en el medio de agar
sangre. Por lo tanto los discos de papel impregnado de Optoquina pueden

colocarse directamente sobre la superficie del agar sangre para realizar la prueba.

Interpretacion:

La zona de inhibicion es de 14 mm, o mas alrededor del sensidisco de Optoquina.

Se considera resistente si NO se observa halo de inhibicion alrededor del
sensidisco.
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Prueba de CAMP (Christie, Atkins y Munch-Petersen)

La identificacion principal de los Streptococcus del grupo B se puede realizar a

través de la prueba de CAMP.

La actividad hemolitica de la B-lisina estafilocdcica sobre los eritrocitos es
incrementada por un factor extracelular producidos por los Streptococcus del

grupo B denominado factor de CAMP.

La prueba de CAMP se realiza efectuando una siembra UGnica de los
Streptococcus perpendicular a una siembra de S. aureus productora de - Lisina.
Las dos lineas de siembra no deben tocarse y debe incubarse en atmosfera
ambiental. En una prueba positiva la zona de lisis aumentada toma la forma de

una “Cabeza de flecha” en la uniéon de las dos lineas de siembra.

Foto 5.78. Prueba de CAMP. Formacion de Cabeza de Flecha
(Sinergismo)
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Pruebas Bioquimicas
Catalasa

Comprobar la presencia de la enzima catalasa que se encuentra en la mayoria de
las bacterias aerobias y anaerobias que contienen citocromo ya que descomponen

el perdxido de hidrégeno en agua y oxigeno.

H202 Enzima catalasa H20 + O2

v

Método:

1) Transferir una colonia bien aislada con el asa hacia el centro de un
portaobjetos

2) Afadir 2 a 3 gotas de peroxido de Hidrogeno al 3% y homogenizar la
mezcla

3) Observar la formacién o no formacion de burbujas de O2

Foto 5.79. Catalasa positivo. Formacion de burbujas de 02
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TSI (Triple azucar Hierro)

Son medios sélidos que se esterilizan con vapor a presion de 15 Ibs, a una
temperatura de 110°C x 15 min. Se deja solidificar en posicion inclinada. Se
inoculan por picadura en el centro del tubo hasta las ¥ partes del mismo y se

siembra por estria abierta en la superficie.

Composicion del medio TSI entre sus componentes:

3 Hidratos de Carbono............oooveeeeeeien. Glucosa 0.1 %

Lactosa 1 %

Sacarosa 1%

Productode azufre ... Mezcla de peptonas

Indicadorde pH.........oooiiiiii Rojo de Fenol

Acido (amarillo) 6.8, Neutro (Naranja) 7.0 y alcalino (Rojo) 8.0

INAICAdOrES......oeeeee e Tiosulfato de sodio
y citrato férrico de amonio

Fermentacion de Carbohidratos

Cuando el fondo como la superficie del cultivo cambia de naranja a color amarillo,
esto indica como la glucosa, como la lactosa y la sacarosa fueron degradados,
aerObica como anaerdbicamente, a acidos terminales, los cuales al ser detectados

por el indicador Rojo de fenol, viran el color del medio de naranja a amarillo.
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Los gases que se forman por la fermentacion de glucosa y sacarosa son el CO2 y
H2, estos se pueden observar por la formacion de burbujas en la pared del tubo o

bien por el desprendimiento completo del medio de cultivo dentro del tubo.

II) Determinacion del acido Sulfhidrico

La bacteria fermenta los carbohidratos produciendo &acidos terminales que
acidifican el medio y hacen reaccionar el tiosulfato de sodio produciendo acido
sulfhidrico, el cual es un gas incoloro: por lo tanto es necesario un segundo
indicador para detectarlo de forma visible, para lo tanto se utiliza el citrato Férrico
de Amonio, para producir un sulfuro Ferroso (Fes) que es un precipitado Negro

insoluble, que se observa facilmente.

Reaccion:
Bacteria medio acido + Tiosulfato - H2S (g) acido Sulfhidrico
H2S incoloro + lones de Fierro » Fes negro + Ha.

NOTA: Algunas bacterias producen mucho H2S que pueden ocultar la acides del
medio (color amarillo) por lo tanto, si hay produccion de H2S indica que también

existe una condicion acida en caso de que la bacteria sea productora de acides.

Interpretacion:

1-Fermentacién de glucosa solamente
a) En pico flauta: reaccién alcalina rojo

b) Capa profunda: reaccién acida (color amarillo)
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2)-Fermentacién como glucosay lactosa
a) Pico flauta: color amarillo

b) Capa profunda: color amarillo

3)-No fermentacién de glucosa mi lactosa
a) Pico flauta : rojo (reaccion alcalina)
b) Capa profunda: no hay cambio de color
4)- Produccion de Gas:
a) Produccion de gases de CO2 y H2.
Se manifiesta por una sola burbuja de gas formada en el medio o puede haber
en las paredes del tubo ruptura del medio.
5).Produccion de &cido Sulfhidrico (H2S)
a) Se forma un precipitado negro en el medio solido en tubo.
El precipitado negro puede ocultar la acides (color amarillo) del medio solido por lo
tanto se puede reportar como acidez positivo aun cuando no se observe en caso

de que la bacteria sea capaz de producir acidez.
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MIO (Movilidad Indol Ornitina)

Es un medio semisélido se esteriliza con vapor a presién de 15 Ibs, y a una
temperatura de 121°C x 15 min. Se deja solidificar en posicion vertical, se inocula
por picadura en el centro del tubo hasta las % partes de longitud de la columna y

se extrae rapidamente.

Este medio diferencial tiene un triple fin:

) Determinar la motilidad del medio
1)) Determinar si la bacteria produce Indol
) Determinar la descarboxilacion de Ornitina

Composiciéon del medio:

Fuente de triptéfano..............coceeeieennins Peptona de gelatina y caseina 1.2g
Fuente de Ornitina..........c.ccoevieviviniannnnns Ornitina
Indicadorde pH........cccoiiiiiiiiiiiiiicies Purpura de Bromocresol.

Amarillo (acido) 5.2, Neutro (Purpura Intenso) 6.5, Alcalino (Purpura

amarillento)

Indicador de pH...................c.ceceeeeeeee..Reactivo de Kovacs

) Prueba de Motilidad.
Algunas bacterias tienen movimiento propio debido a la presencia de flagelos. La
motilidad o movimiento del microorganismo se puede observar en el tubo por una

turbidez difusa en el seno del medio de cultivo, considerando la prueba positiva.
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II} Prueba de Indol

Esta prueba diferencial se basa en la degradacion del triptofano (aminoacido) a

indolpiruvico, el cual puede seguir dos caminos:
Reaccion: Indol (Rojo) + &cido piravico
Triptofano » Indolpiruvico

T

Indolacetico  -CO . Escatol (amarillo)

[Il) Descarboxilacion de la Ornitina

La descarboxilacion de origen microbiano es el proceso por el cual las bacterias
gue poseen enzimas descarboxilasas, son capaces de atacar a los aminoacidos

en su grupo carboxilo (COOH").

Reaccion:

L- Ornitina _Ornitinadescarboxilasa , Putrecina (diamina).
-CO2

Interpretacion de resultados
v' Color amarillo: Descarboxilaciéon de Ornitina a putrecina
v Indol:

Positivo: Color rojo Quinona en la superficie del anillo.
Negativo: Color amarillo en la superficie del anillo.

v" Motilidad:

Positivo: Turbidez difusa en todo el medio

Negativo: Turbidez solo en puncion

Foto 5.80. Prueba de MIO
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Medio de SIM (Movilidad, Indol, Acido Sulfhidrico)
Es un medio semisolido que se esteriliza con vapor a presion de 15 Ibs, y a una
temperatura 121°C x 15 min. Se deja solidificar en posicion vertical y se inocula

por picadura hasta las % partes.

Este medio diferencial tiene un triple fin:
) Determinar la produccion de acido Sulfhidrico
1)) Determinar si la bacteria produce Indol

1)} Determinar la motilidad del microorganismo

Entre los componentes del medio son:
Indicadores de H2S.......ccoveiiiiiiiiiiiirercecr e Tiosulfato de sodio, FeS y
Citrato férrico de amonio

18 e | o= To oY o Reactivo de Kovacs.

| FOTO 5.81.Prueba de SIM |

v' Lainterpretacion de esta prueba se dio en los medio TSI Y MIO
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Medio de LIA (Agar Lisina Hierro)
Este medio solido se esteriliza a presion de vapor a 15 Ibs, a 121°C x 15 min. Se
deja solidificar en forma inclinada se inocula por picadura y por estria abierta en
superficie.
Este medio diferencial tiene un doble fin:

) Determinar la desaminacion de Lisina

1)) Determinar la descarboxilacion de Lisina

Composicion del medio:

Fuente de Carbono............cccoiiiiiiiiiiiii Glucosa

Fuente de Lisina..........cccooviiiiiiiiiii e Lisina

Catalizador de la actividad enzimatica.................cocovunnnene. Piridoxal
Indicadorde pH........cooiiii i, Purpura de Bromocresol

Acido (amarillo) pH 5.2, Neutro (Purpura intenso), alcalino (Purpura amarillo

apagado).

Interpretacion:
La L-lisina es un aminoacido que se descarboxila en CADAVERINA mas COz2, por
la accion de la enzima descarboxilasa.

Reaccion:

L-lisina Lisinadescaboxilasa , CADAVERINA (Diamina) + CO2

Facultad de Estudios Superiores Zaragoza; UNAM. Pagina 172



La cadaverina es un producto estable en condiciones anaerobias el cual alcaliniza
el medio. El indicador purpura de bromocresol detecta el cambio y vira el color del
medio a purpura amarillento apagado (se considera prueba LIA positiva).
La desaminacion de lisina es desaminada por la accion de la enzima Lisina
dehidrolasa dando como productos un acido organico + amoniaco.

Reaccion:

L-Lisina Lisinadehidrolasa acido organico + amoniaco.
>

-NH2
Al ser detectados estos productos por el indicador purpura de bromocresol, el
medio vira de color purpura a color rojo-naranja en la superficie y en el fondo

amarillo. Consideramos esta prueba como desaminacion de Lisina positiva.

Interpretacion de resultados:

Prueba positiva:
Pico flauta:
a) Purpura turbio (Descarboxilacion de lisina).

b) Capa profunda: amarillo claro (fermentacién
de glucosa solamente)

c) Desaminacion de Lisina: Pico flauta rojo
Prueba negativa:

Sin cambio de color permanece purpura

Foto 5.82. Prueba de LIA.
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Prueba de Citrato de Simmons

Es un medio solido que se esteriliza con presion a vapor a 15 Ibs. Y a una

temperatura de 121°C por 15 min. Se deja solidificar en posicion inclinada, se

inocula por picadura estria abierta.

Esta prueba nos sirve para detectar si el microorganismo es capaz de utilizar el

Citrato como Unica fuente de carbono.
Composicion del medio:

Algunas de sus componentes del medio son:

Fuente de carbono..........eeumeeeeeiiiinnnnn.. Citrato de sodio

Fuente de Nitrégeno............ccccoceviviiinnnenne. Monofosfato de amonio

Fosfato de amonio

Indicadorde pH........ccccviiiiiii Azul de bromocresol

Acido (amarillo), Neutro (verde), alcalino (azul).

Interpretacion:
Reacciodn positiva:
a) Color azul intenso en pico flauta
b) Crecimiento de colonias en la superficie pico
flauta, aun cuando no presente cambio de
color verde a azul intenso.
Reaccion Negativa: Sin cambio de color, ni

crecimiento de colonias en pico flauta.

Foto 5.83. Prueba de Citrato de Simmons
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PRUEBA DE CALDO UREA

La Urea es un medio liquido que se esteriliza por FILTRACION, debido a que la
urea es termolabil, se inocula el medio agitando el asa con la muestra durante
unos segundos dentro del tubo o bien se inclina el tubo y se inocula sobre la pared
del mismo, se retira el asa y se vuelve a colocar el tubo en posicion vertical.

Esta prueba sirve para detectar si el microorganismo es capaz de desdoblar
la Urea.

Composicion del medio:

Factor de crecimiento.............coccvveiiiiiiiiiiininnnn. Extracto de levadura
Fuente de Nitrégeno..........c.ccooviiiiiiiiiiiiiciieeaee, Urea
Indicadorde pH.........cccoimiiii e Rojo de Fenol

Acido (amarillo), Neutro (amarillo), alcalino (Rojo-rosado).

Interpretacion:

El sustrato Urea es una diamina del &cido carbonico a la que frecuentemente se le
menciona como carbamida.

La hidrolisis de la urea es catabolizada por la enzima especifica, ureasa, para dar
dos moléculas de amoniaco. En solucion la urea hidroliza dando el carbonato de
amonio como producto final.

H2N

C=0+H20__Ureasa | CO2+H20 + 2NH3 —— (NH4)2COs3.

N/

H2N
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Interpretacion de resultados:
Reaccion positiva: Color rojo-rosado en todo el caldo

Reaccion negativa: No hay cambio de color y el medio se conserva amarillo

Foto 5.84. Prueba de Urea de Christensen

Rojo de Metilo - Vogues Proskauer. (RM-VP)

Es un medio liquido que se esteriliza con vapor a presion a 15 Ibs, a 121°C x 15
min. Se inocula por agitaciéon y se pone en posicion vertical.

Por un lado el rojo de metilo es un indicador de pH para determinar la
concentracion de iones Hidronio (H30") presentes en un organismo cuando
fermenta la glucosa. Por otro lado el Vogues-Proskauer Determina si la bacteria
es capaz de producir ACETILMETILCARBINOL (Acetoina) que es un producto

neutro derivado del metabolismo de la glucosa.
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Composicion del medio liquido:

Fuente de carbono .............cccceviiiennnnnne, Glucosa

Fuente de nitrégeno...........cccceeviiiiiiinnnne. Peptona

Amortiguadores de pH..........c.ccoceieinnnnn. Fosfato de potasio y Monofosfato
de Amonio

Indicadorde pH.........cccoviiiiiiiiee Rojo de fenol

Reactivos:

Intensificador de color............cccocevininnnenn. Naftol 50%

Agente Oxidante..............cccoeiiiiiiiiiinnenn. Hidréxido de Potasio al 40%

La acetoina (acetilmetilcarbinol) se obtiene de la descarboxilacion de dos
moléculas de acido piravico.
Reaccion:

GLUCOSA + 2 acido piravico Descarboxilacion  Acetoina + CO2.
>

-CO2
En la utilizacién de reactivos en la acetoina se agrega a-Naftol (0.6 mL) el cual
actia unicamente como intensificador de color, Al agregar KOH al 40%. (2 a 3
gotas) se acelera la oxidacion de la acetoina a diacetilo, esta reaccién con el
nacleo de guanidinia-Arginina que hay en la peptona y junto con el a-naftol da una
reaccion de color rosa de 3 a 5 min. Intensificando después a los 30 minutos a rojo

intenso.
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Interpretacion:

Reaccion positiva VP: La presencia de color rosado en superficie indica
presencia de acetoina.

Reaccion negativa VP: Se observa el color amarillo cobrizo en la superficie del
medio indica que solo se mezclaron los reactivos.

Reaccidn positiva de RM: Se observa un color rojo en la superficie del medio

Reaccion Negativa RM: Color amarillo en la superficie del medio. pH 6

Foto 5.85. 1- RMVP 2- RM negativo 3- RM positivo 4- VP Negativo 5- VP Positivo
Control
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FERMENTACION DE CARBOHIDRATOS

Foto 5.86. Preparacion de 8 Carbohidratos (RF + glucosa, RF + Lactosa, RF +

Sacarosa, RF + Xilosa, RF + Manitol, RF + Sorbitol. RF + Trehalosa y RF + Maltosa)

¢ Rojo de Metilo + Carbohidratos con campana de Durham invertida
Principio:

Determinar la capacidad de un microorganismo para fermentar (degradar) un
Hidrato de Carbono especifico, tambien de gas visible en campana de Durham
invertida.

Los carbohidratos en medios liquidos, que contienen dentro del tubo campana de
Durham invertida se esterilizan a presion de vapor en autoclave a 110°C x 15

minutos (esto debido a que los carbohidratos son termolabiles). Se colocan en
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posicion vertical y se inoculan por agitacion por unos segundos Yy luego se
incuban a 37°C x 24 a 48 horas.

La fermentacion de carbohidratos es un proceso metabdlico anaerobio de éxido-
reduccion en el cual un sustrato organico actia como el aceptor final de Hidrogeno
(aceptor de electrones en lugar de oxigeno).

Las bacterias que fermentan un hidrato de carbono por lo comin son anaerobias
facultativas y los productos finales de cada carbohidrato utilizado varia segun la
especie bacteriana, por lo que depende del sistema enzimético de cada especie y

de las condiciones ambientales.

Medio liquido: Cuando se utiliza un medio liquido con hidrato de carbono. La
campana de Durham por lo comun se coloca en posicion invertida solo en el tubo
con glucosa, si un microorganismo es capaz de producir gas a partir de glucosa,
esto indica que también se producird gas en la mayoria de carbohidratos
utilizados. Sin embargo se sabe que si el microorganismo utilizado no fermenta la
glucosa, es aconsejable agregar campanas de Durham a otros tubos con hidratos
de carbono con el objetivo de asegurar de que la bacteria no es capaz de

fermentar dichos carbohidratos.*® %2
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Interpretacion:

v

Fermentacion del carbohidrato
(positivo): Color amarillo (acidez) del
medio liquido

Sin Fermentacion del carbohidrato
(Negativo): Color rojo del medio
liquido

Produccion de Gas: Formacion de
burbujas dentro de la campana de
Durham

Sin produccion de Gas: No hay
formacion de burbujas dentro de la
campana de Durham
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Fotografias de Staphylococcus y Streptococcus de importancia clinica

tomadas e

FOTO 4.1

FOTO 4.2

FOTO 4.3

FOTO 4.4

FOTO 4.5

FOTO 4.6

FOTO 4.7

FOTO 4.8

FOTO 4.9

FOTO 4.10

FOTO 4.11

FOTO 4.12

FOTO 4.13

FOTO 4.14

FOTO 4.15

FOTO 4.16

FOTO 4.17

FOTO 4.18

FOTO 4.19

FOTO 4.20

FOTO 4.21

n laboratorio 1 planta altade la UMIEZ

Agar Sal y Manitol. Colonias de S. aureus

Agar S-110. Colonias de S. aureus

Agar Soya Tripticaseina. Colonias de S. aureus

Agar Sangre de Carnero al 5 %. Colonias de S. aureus
Staphylococcus aureus. Tincién de Gram
Staphylococcus aureus. Prueba de catalasa

Resultados de pruebas bioquimicas de Staphylococcus aureus
TSI, MIO, SIM LIA

Resultados de pruebas bioquimicas de Staphylococcus aureus
Citrato de Simmons, Urea, RM-VP

Prueba de Coagulasa en tubo de S. aureus
Prueba de Coagulasa en placa de S. aureus
RF + Glucosa con campana de Durham
RF + Lactosa con campana de Durham
RF + Manitol con campana de Durham
RF + Xilosa con campana de Durham
RF + Sorbitol con campana de Durham
RF + Trehalosa con campana de Durham
RF + Maltosa con campana de Durham
Agar Sal y Manitol. Colonias de S. epidermidis
Agar S-110. Colonias de S.epidermidis
Agar Soya Tripticaseina. Colonias de S epidermidis

Agar Sangre de Carnero al 5 %. Colonias de S epidermidis
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FOTO 4.22 Staphylococcus epidermidis. Tincién de Gram
FOTO 4.23 Prueba de Catalasa. S epidermidis

FOTO 4.24 Resultados de pruebas bioquimicas de Staphylococcus epidermidis
TSI, MIO, SIM LIA

FOTO 4.25 Resultados de pruebas bioquimicas de Staphylococcus epidermidis.
Citrato de Simmons, Urea, RM-VP

FOTO 4.26 RF + Glucosa con campana de Durham.

FOTO 4.27 RF + Lactosa con campana de Durham

FOTO 4.28 RF + Xilosa con campana de Durham

FOTO 4.29 RF + Manitol con campana de Durham

FOTO 4.30 RF + Sorbitol con campana de Durham

FOTO 4.31 RF + Trehalosa con campana de Durham

FOTO 4.32 RF + Maltosa con campana de Durham

FOTO 4.33 AST. Colonias de S. pyogenes

FOTO 4.34 Agar Chocolate. Colonias de S. pyogenes
FOTO 4.35 Agar Estreptosel. Colonias de S. pyogenes
FOTO 4.36 Agar Sangre. Colonias de S. pyogenes

FOTO 4.37 Tincion de Gram S. Pyogenes

FOTO 4.38 Streptococcus pyogenes. Sensible a Bacitracina
FOTO 4.39 Paquete de Sensidiscos de Bacitracina (0.04 unidades)
FOTO 4.40 Streptococcus Pyogenes. Prueba de Catalasa

FOTO 4.41 Resultados de pruebas bioguimicas de Streptococcus pyogenes
TSI, MIO, SIM LIA

FOTO 4.42 Resultados de pruebas bioquimicas de Staphylococcus pyogenes.
Citrato de Simmons, Urea, RM-VP

FOTO 4.43 RF + Glucosa, con Campana de Durham
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FOTO

FOTO

FOTO

FOTO

FOTO

FOTO

FOTO

FOTO

FOTO

FOTO

FOTO

FOTO

FOTO

FOTO

FOTO

FOTO

FOTO

FOTO

FOTO

FOTO

FOTO

4.44

4.45

4.46

4.47

4.48

4.49

4.50

451

4.52

4.53

4.54

4.55

4.56

4.57

4.58

4.59

4.60

4.61

4.62

4.63

4.64

4.65

RF + Lactosa, con campana de Durham

RF + Xilosa, con campana de Durham

RF + Manitol, con campana de Durham

RF + Sorbitol, con campana de Durham

RF + Trehalosa, con campana de Durham

RF + Maltosa, con campana de Durham

Prueba de CAMP

Agar Casman. Colonias de S. agalactiae

Agar Soya Tripticaseina. Colonias de S. agalactiae

Agar Estreptosel. Colonias de S. agalactiae

Agar Sangre de Carnero al 5%. Colonias de S. agalactiae
Streptococcus agalactiae. Gram Positivos. Cadenas Largas
Paquete de Sensidiscos de Optoquina

Streptococcus agalactiae. Prueba de Sensibilidad a Bacitracina
(Bac) y Optoquina (Opt)

Streptococcus agalactiae. Prueba de catalasa

Resultados de pruebas bioquimicas de Streptococcus agalactiae
TSI, MIO, SIM LIA

Resultados de pruebas bioquimicas de Staphylococcus agalactiae
Citrato de Simmons, Urea, RM-VP

RF + Glucosa con Campana de Durham
RF + Lactosa con Campana de Durham
RF + Manitol con Campana de Durham

RF + Xilosa con Campana de Durham

RF + Trehalosa con Campana de Durham

Facultad de Estudios Superiores Zaragoza; UNAM. Pagina 196



FOTO 4.66 RF + Sorbitol con campana de Durham
FOTO 4.67 RF + Maltosa con campana de Durham
ANEXOS.

FOTO 5.68 Esterilizacion de asa para Preparacion de frotis
FOTO 5.69 Cristal violeta (Colorante primario)

FOTO 5.70 Lavado con agua corriente

FOTO 5.71 Yodo de lugol (Mordente)

FOTO 5.72 Lavado con agua corriente

FOTO 5.73 Alcohol- Acetona (Decolorante)

FOTO 5.74 Lavado con agua corriente

FOTO 5.75 Safranina (Contraste)

FOTO 5.76 Lavado con agua corriente

FOTO 5.77 S. aureus. Prueba coagulasa positivo
FOTO 5.78 Prueba de CAMP

FOTO 5.79 Prueba de catalasa positivo. Formacién de burbujas de Oxigeno
FOTO 5.80 Prueba Bioguimica de MIO

FOTO 5.81 Prueba Bioquimica de SIM

FOTO 5.82 Prueba Bioguimica de LIA

FOTO 5.83 Prueba Bioguimica de Citrato de Simmons
FOTO 5.84 Prueba de Urea de Christensen

FOTO 5.85 Prueba Bioguimica de RM/VP

FOTO 5.86 Preparacion de 8 Carbohidratos

FOTO 5.87 Prueba control de Carbohidratos Campana de Durham.
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