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Resumen

Mediante pruebas bioquimicas tradicionales se realizo la caracterizacion de 10
aislamientos de cepas presuntivas al género Pseudomonas, las cuales se
determind el indice kappa (k), el cual es el resultado de los valores reportados
tedricamente en relacion con los obtenidos experimentalmente, este valor se
comparo6 con los resultados obtenidos frente a otros sistemas de identificacion
como son los sistemas multipruebas conocidos como Api®20 NE, Api ®20 E e
ID 32 E® y técnica molecular PCR.

El valor mas cercano obtenido fue de 85.71% en la identificacion de la cepa R,
caracterizada como Pseudomonas fluorescens, la morfologia colonial fue de

gran utilidad en la identificacion de las Pseudomonas spp.

Introduccion

El presente trabajo contiene conceptos basicos y generales de las bacterias, y
de manera especifica las caracteristicas del género Pseudomonas, lo cual
permite conocer su comportamiento metabdlico frente a las pruebas
bioguimicas y asi caracterizarlas mediante métodos tradicionales, como son las
pruebas bioquimicas, pruebas fisiolégicas (patogenicidad) y finalmente
corroborar en algunas cepas dicha identificacion con técnicas moleculares
como es la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR).

Se considera de importancia fitopatologica a este género por el dafio que
ocasiona en algunos cultivos vegetales, ya que genera importantes problemas
econdmicos, cabe mencionar que este género comparte algunas especies
patégenas con los humanos, como es el caso de Pseudomonas putida y

Pseudomonas aeuriginosa.



Antecedentes
Concepto de enfermedad en las plantas

Las plantas desarrollan una enfermedad cuando una o varias de sus funciones
son alteradas por los organismos patdgenos o por determinadas condiciones
del medio.

Las plantas, al igual que el hombre y los animales, pueden verse afectadas por
una serie de enfermedades causadas por bacterias. Las enfermedades
bacterianas pueden ser nocivas, especialmente porque el control directo es

imposible en muchos casos.

Caracteristicas de las bacterias fitopatdégenas

La mayoria de las bacterias fitopatdgenas tienen forma de bacilo; la Unica
excepcion es Streptomyces spp., que es filamentosa. Los bacilos son
cilindricos y en los cultivos jovenes tienen una longitud que va de 0.6-3.5 pum y
un didmetro de 0.5 -1.0 um. En los cultivos viejos, los bacilos de algunas
especies son mucho mas largos e incluso pueden tener forma filamentosa. En
ocasiones se dan variaciones de la forma de baston en forma de una maza,
una Y o una V y otras formas ramificadas, incluso algunas bacterias, en
ocasiones, pueden encontrarse dispuestas en pares 0 en cadenas cortas.

Las paredes celulares de la mayoria de las especies de bacterias estan
cubiertas por un material viscoso que puede ser delgado (caso en el cual se le
denomina capa mucilaginosa o denso) o formando una masa relativamente
amplia en cuyo caso se le denomina capsula. La mayoria de las bacterias
fitopatégenas poseen delicados flagelos en forma de filamentos que a menudo
son considerablemente mas largos que las células que los formaron. En
algunas especies bacterianas, cada bacteria presenta un solo flagelo, mientras
gue otras poseen un ramillete de flagelos en uno de sus extremos 0 un
ramillete de ellos en cada extremo y otras poseen flagelos peritricos, es decir,
distribuidos sobre toda su superficie.*®

Las plantas pueden desarrollar una variedad de anormalidades morfolégicas o
metabdlicas como resultado de infecciones microbianas (cuadro 1). La invasion

de las células vegetales por microorganismos patdgenos a veces resulta en la



muerte rapida de la planta. En otros casos, la planta puede sufrir cambios mas

lentos.

Cuadro 1. Algunos sintomas de enfermedades producidas por bacterias
fitopatdgenas™®

Enfermedad Sintomas

Necrosis (pudricion) Muerte de células vegetales,
aparecen manchas de tejidos
degradados en areas localizadas

Cancros Tejidos en sobrecrecimiento celular
localizada que resulta en lesion,
generalmente en el tallo

Marchitez Flacidez de los tejidos debido a la
pérdida de turgencia por la invasion
de los tejidos vasculares

Roya Signos producidos por algunos
hongos con pérdida de follaje

Clorosis Pérdida de la capacidad fotosintética
debido al blanqueo de la clorofila

Hipoplasia Retraso en el crecimiento.

Hiperplasia Crecimiento excesivo

Agallas Crecimiento tumoral

Enfermedades bacterianas en plantas

Muchas bacterias patégenas de plantas pueden permanecer viables en latencia
en las plantas porque son resistentes a la desecacion. Muchos son parésitos
obligados y no pueden competir con las bacterias saprofitas del suelo. Otros
patdgenos bacterianos obligados de las plantas pueden reproducirse en el
suelo, a menudo causando enfermedades solo después de que se hayan
desarrollado suficientes poblaciones en el suelo.

Algunas enfermedades bacterianas son causadas por patégenos que tienen
una fase permanente del suelo: por ejemplo, algunas especies fluorescentes de
Pseudomonas, las cuales pueden infectar a las plantas ocasionando
pudriciones blandas. Estos organismos, se presentan como sapréfitos en la
rizosfera e infectan las plantas a través de las raices.

Muchas enfermedades de plantas causadas por bacterias son transmitidas por
semillas. Las bacterias pueden ser transportadas en las semillas como
contaminantes de la superficie o en el micropilo, por ejemplo Pseudomonas

phaseolicola, se transporta en el micrépilo y causa aureola de frijoles.*?



Los géneros de bacterias patbgenas mas comunes en la agricultura
son los siguientes: Erwinia, Pectobacterium, Pantoea, Agrobacterium,
Pseudomonas, Ralstonia, Burkholderi, Acidovorax, Xanthomonas,
Clavibacter, Streptomyces y Xylella. Algunas de estas atacan a un
amplio numero de cultivos mientras que otras son mas especificas. La

apariencia de los sintomas puede variar segun el cultivo.®*

La importancia de eleccién del género Pseudomonas spp. en este trabajo se
debe a su amplia distribucion, y no solo es de importancia clinica, debido a los
dafios que pueden ocasionar en los humanos, este género y especificamente
algunas especies pueden ocasionar dafos a las plantas vegetales que pueden

generar pérdidas econémicas.

Para su caracterizacién bioquimica el quimico se encarga de realizar pruebas
microbioldgicas, entre las que se cuenta la morfologia colonial, las pruebas
bioguimicas tradicionales y sistemas de analisis bioquimicos comerciales, que

permiten conocer el comportamiento metabdlico de las bacterias.

Familia Pseudomonadaceae

Los miembros de la familia Pseudomonadaceae poseen una naturaleza
altamente cosmopolita es una indicacion de fuertes atributos de supervivencia
en los miembros de esta familia (Tabla 2). Estos atributos incluyen su
capacidad de crecer utilizando una amplia variedad de fuentes de carbono.
Ademas, el contenido gendmico en promedio de GC es alrededor del 65% en
moles, lo que permite que el DNA de estas bacterias sobreviva a los efectos
dafiinos de la luz ultravioleta emitida por el sol, mejor que las bacterias con
genomas de contenido en GC en el rango de 50% en moles (por ejemplo, la

familia Enterobacteriaceae).?



Cuadro 2. Caracteristicas distintivas de géneros de la familia

Pseudomonadaceae®
Género Caracteristicas principales Habitat.
Frateria Colonias amarillas o anaranjadas; Epifito Japonés de la
producen acido y sulfuro de hidrogeno frambuesa (Rubus
parvifolius L.); Lily
(Lilium auratum Lindl.)
Pseudomonas Producen pigmentos difusibles en medios Cosmopolita; algunas

Rhizobacter

Xylophilus

Zoogloea

libres de hierro; produce catalasa y
nitrato reductasa

Colonias de color blanco amarillento o
blanco; tiende a agregarse y flocularse
en caldo de cultivo; puede utilizar
almidon y dextrina

Las células son pigmentadas y méviles
con un sélo flagelo polar; produce
catalasa pero no citocromo oxidasa,
crecen mejor en medios que contienen
extracto de levadura (1%), D-galactosa
(2%) y carbonato de calcio (2%), en él se
produce un pigmento marrén difusible
Las células se agregan en sedimentos
floculantes debido al material de
polisacarido &cido fibrilar extracelular; las
células acumulan &cido poli-p-
hidroxibutirico en medio rico; utiliza una
amplia variedad de azlcares, alcoholes y
aminoacidos; la mayoria de las cepas
producen citocromo oxidasa, proteasa y
ureasa

especies son patdgenos
de humanos, animales y

plantas

Causa agallas en
zanahorias

(Daucus carota L.)
Asociado con partes
lefiosas de la vid (Vitis
spp.), causando

necrosis y culminando
con necrosis de cancro

Entornos acuéticos
enriquecidos
organicamente, como
las aguas residuales

Clasificacion del género

En 1973, Palleroni y sus colaboradores propusieron subdividir el género

(Pseudomonas) en cinco grupos de homologia de rRNA (grupos de rRNA | a

IV), en funcion de los porcentajes de similitudes de las especies de

Pseudomonas de varios por hibridaciones de rRNA: ADN. La heterogeneidad

entre este antiguo género de especies fluorescentes y no fluorescentes se

refleja en la presencia de especies distantes relacionadas que desde entonces

se han colocado en géneros existentes o recién definidos. Las especies de

Pseudomonas patdégenas de plantas, anteriores de los grupos de ARN Il a IV

se han reclasificado a los otros géneros, incluidos Burkhorderia, Ralstonia y

5



Acidovorax. Nuevos anadlisis moleculares y reordenamientos taxondmicos
identificaron las especies de ARNr del grupo I, incluidas las especies tipo
Pseudomonas aeruginosa y otras especies de fluorescentes como P.
fluorescens, P. putida y P. syringae, como miembros de un grupo
filogenéticamente homogéneo como Pseudomonas (sensu stricto). Esta
clasificacion esta dada de acuerdo con la informacién filogenética obtenida del
ARNr 16S. La taxonomia molecular basada en 16 secuencias de ARNr ahora
ubica al género Pseudomonas, que se conoce como el grupo de Pseudomonas
de tipo | o fluorescentes, en el grupo llamado Pseudomonas y parientes. 2

La nomenclatura de las bacterias en el género Pseudomonas ha cambiado
considerablemente durante la Gltima década. Esta actualmente restringido a
aguellas especies relacionadas con la especie tipo Pseudomonas aeruginosa,
es decir, las Pseudomonas genuinas del grupo de ARNr | que pertenecen a la
subclase Gamma de las Proteobacterias. Hasta 2005, el género Pseudomonas
comprende 18 especies patégenas de plantas descritas vélidamente y 3
especies patégenas para los hongos. *

Caracteristicas generales del género Pseudomonas

El género Pseudomonas comprende un grupo de bacterias Gram negativas
bacilos rectos o ligeramente curvos, 0.5-1.0 X 1.5-4.0 ym en tamafo. Son
méviles por uno o varios flagelos polares y el contenido de G+C de DNA es de
58-71%. No se conocen etapas de reposo en este género. Son bacterias
catalasa positiva y aerobios estrictos a excepcion de algunos que desnitrifican.
Un rasgo caracteristico de la mayoria de las especies es la produccién de
pigmentos fluorescentes, que se convierten en medios visibles deficientes en
hierro, como B de King (BK). Las Unicas excepciones son algunas cepas de

Pseudomonas syringae pv. persicae y la especie Pseudomonas corrugata.



Principales especies de Pseudomonas que afectan alas
plantas

Las Pseudomonas fitopatbgenas causan numerosas enfermedades en las
plantas con diversos sintomas incluyendo cancros, marchitez, tizones,
manchas en las hojas (patovares de Pseudomonas syringae), pudriciones
suaves o de color café (patovares de P. viridiflava, P. marginalis), tumores o
agallas (patovares de P. savastanoi), y tizones de hongos comestibles (P.
tolaasii, P. agarici). %

Entre las especies oxidasa negativas, Pseudomonas syringae es
econémicamente la mas importante con mas de 50 patovares. El concepto de
patovar se introdujo para distinguir las bacterias de una misma especie que
exhiben diferentes habilidades patogénicas en relacion a su hospedante. El
término "patovar" no forma parte de la jerarquia taxondmica y, por lo tanto,
debe eliminarse como nombre primario de un organismo tan pronto como se
obtienen datos suficientes para justificar la clasificacion de especies y
subespecies. Dentro de P. syringae, los patovares mas importantes y mejor
estudiados son coronafaciens, glycinea, lachrymans, morsprunorum, persicae,
phaseolicola, pisi, syringae, tabaci y tomato. En los ultimos afios, P. syringae
pv. tomato y el pv. maculicola se han convertido en organismos modelo
importantes para estudiar los mecanismos moleculares de las respuestas del
huésped a la infeccion.

Pseudomonas savastanoi es una especie inductora de agallas en olivo y
adelfa. La especie pectinolitica P. viridiflava tiene un amplio rango de
hospedante causa lesiones necréticas en hojas y tallos y pudriciones basales

de tallo y raiz. 4



Cuadro 3. Otras especies de Pseudomonas fitopatégenas®

Especie Hospedante primario Efectos sobre los hospedantes
y otras caracteristicas.

P. fluorescens Apio (Apium Lesiones acuosas, pudricion
graveolens L.)y blanda; produce biosurfactante
coliflor (Brassica
oleracea L. var.
botrytis L.)




Cuadro 4. Principales pruebas para caracterizar al género de
Pseudomonas?®

Caracteristica Pseudomonas Pseudomonas viridiflava
corrugata

Pigmento - +

Levana - -

Oxidasa + -

Prueba de pudricion - +

en Papa

Arginina dihidrolasa + +

Hipersensibilidad en ND +

Tabaco

Hidrdlisis 0] + +

licuefaccion de

gelatina

Prueba de nitratos + -

(+): prueba positiva
(-): prueba negativa

ND: no determinada

Cuadro 5. Identificacion de especies saprofitas de Pseudomonas
fluorescentes asociadas a plantas®®

Caracteristica Pseudomonas fluorescens Pseudomonas putida
bvl bvll bvlll bvlvV bvV bvA bvB

Pigmento - - - + + . )

azul

Levana + + - + - . ;

Oxidasa + + + + + + +

Prueba de pudricion - - s = - - -

en papa

Arginina dihidrolasa + + + + + + +

Hipersensibilidad en - - - - - - ;

tabaco

Hidrolisis o + + + + - - -

licuefaccion de

gelatina

Prueba de nitratos - + + + - - .




Identificacion del género Pseudomonas como fitopatégeno
Métodos de identificacion convencionales

En la identificacion de un cultivo puro utilizando métodos convencionales, se

pueden determinar las siguientes caracteristicas fenotipicas:

1.-Morfologia de la colonia bacteriana. La forma, el color y el olor de una
colonia pueden ser una indicacion de un patégeno bacteriano (cuadro 6), pero
muchas otras bacterias no patdgenas pueden formar colonias similares. La

produccién de pigmento difusible también es importante. 2

Caracteristicas mas notorias de las colonias

Por lo comun, la valoracion de las caracteristicas mas notorias de las colonias
se realiza mediante la inspeccion visual del crecimiento en la superficie de las
placas de agar. La inspeccion se lleva a cabo sosteniendo la placa en una
mano y observando la superficie del agar para detectar crecimiento bacteriano.
Cada placa debe ser estudiada cuidadosamente, debido a que las bacterias
inicialmente recuperadas de la muestra son generalmente cultivos mixtos y
pueden estar presentes diversos tipos de colonias. Las colonias puntiformes,
correspondientes a bacterias de crecimiento lento pueden ser pasadas por alto
entre colonias de mayor tamafo, sobre todo si estas ultimas tienen tendencia a

crecer expandiéndose sobre toda la superficie de la placa.

Durante el examen, las placas deben de ser viradas en distintas direcciones
bajo una iluminacién brillante y directa, de modo que la luz se refleje desde

distintos angulos.

También deben ser observadas bajo microscopio simple para observar las

caracteristicas principales del género de color blancas o amarillas.®
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Cuadro 6. Caracteristicas de las colonias que se aplican a la identificacion de
bacterias®

Tamafio: diametro
Forma: puntiforme, circular, filamentosa, irregular, rizoide, con forma de huso
Elevacion: plana, elevada, convexa, pulvinada, umbonada, umbilicada

Margen (borde de la colonia): entero, ondulado, lobulado, lacerado, filamentoso,
enrulado

Color: blanco, amarillo, negro, sepia, naranja y otros
Superficie: opaca, brillante, otras
Densidad: opaca, traslicida, transparente, otras

Consistencia: butirosa, viscosa, membranosa, quebradiza, otras

Las placas de agar sangre también pueden ser examinadas por
transiluminacion de una luz brillante desde atras de la placa, para detectar las

reacciones hemoliticas en el agar.

2.-Morfologia de las células bacterianas. Los patégenos de las plantas son

bacilos Gram negativos o son filamentosos (Streptomyces spp.).

Las principales formas que adoptan son esferas, bastones, bastones doblados
0 curvos, y espirales. Las morfologias bacterianas comunes incluyen cocos
(redondos), cocobacilos (ovoides) y bacilos (con forma alargada), ademas
formas fusiformes (extremos puntiagudos) o curvas. Las disposiciones
celulares también son dignas de mencion porque las células pueden aparecer
con patrones caracteristicos: en forma individual, en pares, en tétradas, en

racimos o cadenas.*
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La pared celular que rodea a las bacterias es compleja, y existen dos formas
basicas:

A.-Gram positivas.

Tiene un grosor de casi 80 nm y estd compuesta principalmente de varias
capas de peptidoglicano. Atrapadas dentro de esta matriz de petidoglicanos se
encuentra una variedad de proteinas, polisacaridos y moléculas Unicas
denominadas acidos teicoicos. Son polimeros de unidades de ribitol (CsH1205)
o de glicerol (C3HgO3) unidos por enlaces fosfodiéster. Los acidos ribitol
teicoicos estan asociados con la pared celular con la cara interior de la

membrana de la célula bacteriana.

Los acidos teicoicos estabilizan la pared celular, mantienen la asociacién de la
pared con la membrana celular, quelan pequefos iones necesarios para el
funcionamiento y la integridad de la pared celular y participan en la interaccién

celular y la adherencia a mucosas u otras superficies.

B.-Gram negativas.

Su pared celular es mas delgada con respecto a las bacterias Gram positivas
pero estructuralmente son mas complejas. Por fuera de la membrana
citoplasmatica se encuentra el espacio periplasmatico, un compartimiento que
contiene enzimas y que se encuentra entre la membrana citoplasmatica y la
porcion exterior de la pared celular. Una capa de peptidoglicano de una sola
unidad de espesor forma el borde externo del espacio periplasmatico. Como los
peptidoglicanos se disponen en una monocapa, el entrecruzamiento sélo
ocurre entre filamentos adyacentes de peptidoglicanos mas profundas o mas
externas a la superficie de la célula. Los entrecruzamientos estan formados por
la union del grupo carboxilo del residuo terminal de D-alanina. La capa de
peptidoglicanos de las bacterias Gram negativas es bastante “laxa”, es decir,
s6lo alrededor de la mitad de las cadenas peptidicas que pueden unirse a

residuos de &cido N-acetilmuramicos estan realmente entrecruzadas. °

Los lipopolisacaridos (LPS) en unico en las en la membrana externa de las
bacterias gram negativas. Las moléculas de los LPS son los determinantes

antigénicos de superficie mas importantes (llamados soméaticos o antigeno O)
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de las bacterias Gram negativas y son responsables de la actividad de
endotoxina de las células de dichas bacterias. Las moléculas de los LPS son
glucolipidos complejos compuestos por una porcion lipidica llamada lipido A, la
region del centro o core polisacarido que en general es similar en estructura
dentro de un género o una especie dados de bacterias y cadenas laterales O-
especificas, que son regiones de estructura bioquimica variable que confieren

una entidad serolégica Unica a las especies de bacterias G-. *°

3.-Caracteristicas fisiol6gicas. La determinacion puede ser el crecimiento a
diferentes temperaturas, por ejemplo, 4°C o 37°C; punto de muerte térmica
(para bacterias fitopatdgenas usualmente 50-55°C, cuando se mantiene
durante 10 minutos a esta temperatura en medio liquido); crecimiento a

diferentes niveles de NaCl, por ejemplo 2, 5y 7%, etc.?
4.-Caracteristicas bioquimicas.

Se define a una prueba bioquimica a cualquier reaccion que pone en evidencia
la presencia o ausencia de una enzima, via metabdlica o alguna otra propiedad
caracteristica de una especie, que la revela como tal. Su fin es netamente
taxonomico, por lo que la eleccion adecuada de la bateria de reacciones a
realizar sobre un cultivo puro desconocido, es fundamental y definitoria para su

identificacion.?

En las pruebas bioquimicas se determina la expresion del material genético por
los diversos sistemas enzimaticos de la bacteria. Al ofrecer los nutrientes de las
bacterias en un tubo de cultivo o placa de agar, se puede verificar la accion de
estos sistemas enzimaticos. Se han desarrollado pruebas para determinar si
las bacterias pueden descomponer ciertas fuentes de carbono (por ejemplo,
azucares, alcoholes, acidos organicos, glucosidos) y / o fuentes de nitrogeno
(por ejemplo, aminoéacidos). Esto puede hacerse mediante la inoculacion de
tubos que contienen una Unica fuente de carbono o nitrogeno en medio
minimo, incluido un indicador de pH. Si la bacteria es capaz de descomponer la
fuente de carbono o nitrogeno en productos acidos o alcalinos, el indicador de

pH (y, por lo tanto, el color del medio) cambiara.?

13



El protocolo de identificacibn méas usado consiste en determinar las
propiedades morfolégicas y metabdlicas de las bacterias desconocidas y

compararlas con otras bacterias conocidas, como control de referencia.

A) Pruebas monoenzimaticas

Cada bacteria produce un espectro de enzimas distinto. Por ejemplo, algunas
enzimas son necesarias para el metabolismo individual de la bacteria, mientras
gue otras les ayudan a competir con las demas bacterias o establecer una
infeccion. Las pruebas que detectan enzimas bacterianas concretas son
simples, rapidas y generalmente faciles de interpretar. Se puede llevar a cabo
con organismos que ya se han hecho crecer en un cultivo y a menudo
proporcionan una identificacién presuntiva. Ejemplos de este tipo de pruebas

se considera a la catalasa y la prueba de oxidasa.

B) Pruebas basadas en la presencia de vias metabolicas

Estas pruebas determinan la presencia de una via metabdlica en un
aislamiento bacteriano, en vez de detectar una sola enzima. Entre los ensayos
gue se usan habitualmente cabe mencionar los que detectan la oxidacion y la
fermentacion de distintos carbohidratos, la capacidad de degradar aminoacidos

y el uso de sustratos especificos.
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Pruebas de levana, oxidasa, pudricién en papa, arginina
dihidrolasa e hipersensibilidad en tabaco (LOPAT)

Estas pruebas son muy utiles para la identificacion de especies dentro de las
Pseudomonas spp. fluorescentes e incluyen la produccion de levana en medio
de sacarosa, reaccion de oxidasa, actividad pectolitica en rodajas de papa
(prueba de pudricion en papa) o gel de pectato, actividad de arginina

dihidrolasa y reaccion de hipersensibilidad en hojas de tabaco.*

Prueba de levana

Fundamento

La levana es un polisacarido de unidades de fructuosa que se produce a partir
de la sacarosa por medio de la enzima sacarasa, y forma parte de las pruebas
denominadas de LOPAT, para la separacion del grupo fluorescente del género

Pseudomonas.®!

Cuadro 7. Interpretaciéon y forma de reportar la prueba de levana®!

Resultado Interpretacion Forma de reportar
Consistenciay Produccion de levana Levana +
elevaciéon de las

colonias bacterianas

son pulvinadas y

mucoides
Las colonias son No presenta produccion Levana -
planas y secas de levana

Prueba de oxidasa

Fundamento

Una de las pruebas claves para diferenciar a las Pseudomonas de otros bacilos

Gram negativos es a través de la deteccién de la enzima citocromo oxidasa.®
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Un resultado positivo de oxidasa consiste en una serie de reacciones, con un
componente autooxidable del sistema citocromo como catalizador final. Los
sustratos artificiales pueden ser sustituidos por los aceptores naturales de
electrones en cualquier parte dentro de la cadena de transporte de electrones
donde ellos reducen el sistema citocromo c-citocromo oxidasa. Los diversos
colorantes reactivos de la prueba de oxidasa son aceptores artificiales de
electrones; el reactivo p-fenilendiamina y el indofenol son tanto aceptores como
dadores de electrones. Estos sustratos artificiales pueden ser incoloros o
coloreados, lo cual depende de su estado; la reaccién de oxidasa final brinda

un producto coloreado.*

Cuadro 8. Interpretacion y forma de reportar la prueba de oxidasa®

Resultados Interpretacion Forma de reportar
Azul fuerte/ morado en  Citocromo ¢ oxidasa Oxidasa +

20 segundos esta presente

sin cambio de colora  La citocromo c oxidasa Oxidasa -

azul / purpuraen 20 no se encuentra

segundos presente

Pruebas de patogenicidad

Para realizar la prueba de patogenicidad, es necesario seleccionar un método
de inoculacion adecuado al hospedante, lo cual dependera del tipo de sintoma,
organo o tejido afectado y la via de entrada del patbgeno, ademas, para tratar
de reproducir los sintomas tipicos, en nivel de invernadero, también se deben
de considerar las condiciones ambientales que permiten la manifestacién de los
sintomas en el campo. Es preciso sefialar que para realizar estas pruebas es
necesario que los cultivos bacterianos estén puros y no tengan mucho tiempo
de haberse sembrado en medios de cultivo ya que se podrian correr el riesgo

gue pierdan su virulencia.

La penetracion de las bacterias, a sus hospedantes generalmente es pasiva,
esto es, entran através de heridas o aberturas naturales, por lo que al hacer la

inoculacion artificial se debe de favorecer su penetracion.
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Puncién. El método mas apropiado de inoculacion artificial de bacterias
causantes de marchitez o pudriciones blandas, es la puncion al tallo o tejidos
carnosos de la planta. Con esta técnica se pueden obtener los sintomas

tipicos, independientemente del nimero de células bacterianas.

La suspension bacteriana también puede ser introducida con una jeringa

hipodérmica.!
Prueba de pudricién en papa

Fundamento
Para bacterias aisladas de érganos con pudricion, la patogenicidad se puede
valorar con la prueba de pudricién de tubérculo de papa. Sirve para diferenciar

patovares de Pseudomonas fluorescentes.

Cuadro 9. Interpretacién y forma de reportar la prueba de pudricién en
31
papa

Resultados Interpretacion Forma de reportar
Consistencia blanda o Indica que la bacteria Pudricion en papa+
pudricién inoculada sintetiza

enzimas pectoliticas y es
muy probable que sea el
agente causal de la
pudricion

Sin cambios No hay cambios en los Pudricion en papa-
tejidos inoculados, no hay
pudricion

Reaccion de hipersensibilidad en tabaco

Fundamento

La reaccion de hipersensibilidad es una prueba muy uatil dentro de la
fitobacteriologia, porque con ella se puede determinar facil y rapidamente si
una bacteria es o no fitopatdgeno, sobre todo para aquellas bacterias aisladas
de muestras con manchas foliares y tizones, aunque también algunas que

causan pudriciones pueden dar la reaccion positiva.
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Esta prueba, también es util en la identificacion de especies de Pseudomonas

del grupo fluorescente.

Cuadro 10. Interpretacion y forma de reportar la prueba de
hipersensibilidad en tabaco™

Resultados Interpretacion Forma de reportar
La zona infiltrada La bacteria es Hipersensibilidad en
presenta perdida de fitopatdogena tabaco+

turgencia o necrosis

No se observan La bacteria no es Hipersensibilidad en
cambios significativos fitopatégena tabaco -

Prueba de arginina dihidrolasa

Fundamento

Determinar la capacidad enzimatica de un microorganismo de descarboxilar un

aminoécido para formar una amina con la resultante alcalinidad.*

Si la bacteria en estudio presenta la arginina desaminasa y la citrulina ureidasa,
en el medio de cultivo se acumulara NH3, el cual lo alcalinizara, provocando

que el indicador rojo de fenol vire de color rosa al violeta.**

Cuadro 11. Interpretacién y forma de reportar la prueba de arginina
dihidrolasa®

Resultados Interpretacion Forma de reportar

Color rosa a violeta Alcalinizacion del medio Arginina dihidrolasa+

Color rojo No hay alcalinizacion del Arginina dihidrolasa-
medio
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OTRAS PRUEBAS

Prueba de KOH (prueba de la potasa o también llamado test de
la cuerda)

Fundamento

Consiste en la capacidad del KOH (potasa) que tiene para disolver las paredes
de bacterias Gram negativo. Este fendmeno se produce debido a que las
bacterias Gram negativas tienen una pared de peptidoglucano mucho mas fina.
Por ende, es mas facil disolver la pared de bacterias Gram negativas que las
Gram positivas. Y al romperse la pared de las bacterias Gram negativas, se

libera el contenido interior incluido el material genético.

Por tanto, esta prueba tan simple, nos sirve para distinguir bacterias Gram

positivas de las bacterias Gramnegativas.>®

Cuadro 12. Interpretacion y forma de reportar la prueba de KOH *°

Resultados Interpretacion Forma de reportar
Solucion viscosa y se La bacteria es Gram KOH o test de la
creara una especie de negativa cuerda+
cuerda

No presenta La bacteria es Gram KOH o test de la cuerda-
viscosidad ni positiva

formacion de hilo

Prueba de catalasa

Fundamento

El perdéxido de hidrogeno y el radical superéxido son téxicos porque oxidan los
productos bioquimicos y los hacen no funcionales. Sin embargo, los
organismos que los producen también producen enzimas capaces de

descomponerlos.
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El superdxido dismutasa cataliza la conversion de radicales superéxido (el mas
letal de los dos compuestos) en peréxido de hidroégeno. La catalasa convierte
peroxido de hidrégeno en agua y oxigeno gaseoso. En gran parte (existen
excepciones), la capacidad de sintetizar estas enzimas protectoras explica la

capacidad de un organismo para sobrevivir en presencia de oxigeno.

Las bacterias que producen catalasa pueden ser detectadas facilmente

utilizando peréxido de hidrégeno de grado analitico.?*

Cuadro 13. Interpretacién y forma de reportar la prueba de catalasa “*

Resultados Interpretacion Forma de reportar
Produccion de Catalasa esta presente Catalasa+
burbujas

Sin produccion de Catalasa se encuentra Catalasa-
burbujas ausente

Prueba de indol

Fundamento

El triptéfano es un aminoacido que puede ser oxidado por ciertas bacterias
para formar tres metabolitos indolicos principales: indol, escatol (metil indol) y

acido indolacético (IAA, indolacetato).

El indol liberado de la molécula de triptéfano puede detectarse por medio de un
reactivo que involucra una combinacién quimica que produce un color definido.
La presencia o la ausencia de formacion de indol se usan para la identificacion

bacteriana. *°
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Cuadro 14. Interpretacion y forma de reportar la prueba de indol**

Resultados Interpretacion Forma de reportar

Anillo rojo al agregar Organismo que produce Indol+
el reactivo de Kovacs triptofanasa e hidroliza
triptéfano en indol y

piruvato
El color del reactivo no Organismos que no Indol-
cambia producen triptofanasa y

no hidrolizan triptéfano

Prueba de Hugh Leifson O/F (Oxido-Fermentacion)

Fundamento

Al obtener energia de los alimentos, las bacterias pueden ser oxidativas o
fermentativas.

Las bacterias oxidativas utilizan el oxigeno para producir dioxido de carbono y
agua.

Estas bacterias tienen un sistema enzimatico citocromo. Al utilizar compuestos
organicos como donantes de electrones, con oxigeno como el ultimo receptor
de electrones (e hidrégeno), producen CO, y agua como productos finales. Las
bacterias fermentativas, por otra parte, también utiliza compuestos organicos
para energia, pero carecen de sistema de citocromo. En lugar de producir solo
CO; y agua, producen productos finales complejos, como acidos, aldehidos y
alcoholes. Varios gases, como el dioxido de carbono, hidrégeno y metano
también son producidos. En las bacterias fermentativas, los compuestos
organicos actuan tanto como donadores de electrones, como aceptores de
electrones.

Azlcares, principalmente glucosa, son compuestos ampliamente utilizados
para organismos fermentativos. Otras sustancias como &cidos organicos,
aminoécidos, purinas y pirimidas también pueden ser fermentados por algunas

bacterias. Los productos finales de una fermentaciébn en particular son
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determinados por la naturaleza del microorganismo, las caracteristicas del
sustrato y condiciones ambientales como son la temperatura y el pH.

Aunqgue la fermentacién y la respiracién representan dos tipos diferentes de
reacciéon que producen energia, ambas pueden estar presentes en el mismo

organismo, como es el caso de los anaerobios facultativos. %

Cuadro 15. Interpretacién y forma de reportar la prueba de Hugh Leifson

(O/IF)**
Sellado Sin sello Interpretacion Forma de
interpretar
Verde o azul cualquier cantidad Oxidacion O
de amarillo

Amarillo en todo  Amarillo en todo Oxidacion y O-FoF
el tubo el tubo fermentacién o

sélo fermentaciéon
Ligeramente Ligeramente Oxidacion y O-FoF
amarillo en la amarillo en la fermentacion lenta
parte superior parte superior o fermentacion

lenta solamente.
Verde o azul Verde o azul Sin metabolismo N

del azlcar, se

considera

organismo no

sacarolitico

Prueba de hidrdlisis de gelatina (licuefacciéon de gelatina)

Fundamento.

Determinar la capacidad de un microorganismo de producir enzimas de tipo
proteolitico (gelatinasas) que licuan/hidrolizan la gelatina o muestran cambios
caracteristicos debido a los productos de degradacion.
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La gelatina, una proteina derivada del colageno animal, se incorpora a
diferentes medios de cultivo para determinar la capacidad de un
microorganismo de producir enzimas proteoliticas (proteinasas), detectadas por
digestiéon o licuefaccion de la gelatina. Las enzimas capaces de producir
gelatinolisis se denominan gelatinasas. Estas enzimas proteoliticas a menudo
son importantes factores de virulencia de algunos microorganismos. Las
proteinas naturales son demasiado grandes para entrar en una célula
bacteriana; por ende, para que una célula pueda usar las proteinas, éstas
primero deben ser catabolizadas a componentes mas pequefios. Ciertas
bacterias segregan gelatinasas exocelulares para degradar las proteinas y esta

capacidad ayuda a la identificacién bacteriana.*°

Cuadro 16. Interpretacion y forma de reportar la prueba de hidroélisis de

gelatina®
Resultado Interpretacion Forma de interpretar
Gelatina es liquida Gelatinasa esta presente  Hidrélisis de gelatina o
(control es sélido) licuefaccion de gelatina+
Gelatina es sélido No se encuentra Hidrolisis de gelatina o
presente la gelatinasa licuefaccién de gelatina-

Prueba de reduccidn de nitratos/nitritos

Fundamento.

El caldo nitrato es un medio indefinido de extracto de carne, peptona, y nitrato
de potasio (KNO3). Contiene una campana de Durham invertida, esta es
colocada en cada caldo para atrapar una porcion de cualquier gas. En
contraste con muchos medios diferenciales, no se incluyen indicadores de
color. La reaccion de color obtenida en el caldo nitrato tienen lugar como
resultado de la reaccién entre productos metabdlicos y reactivos afiadidos

después de la incubacién.
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En el proceso de desnitrificacion, puede acumularse Oxido nitroso (un
intermediario) si la concentracion de nitrato es alta; cuando la concentracion de
nitrato es baja, el 6xido nitroso es reducido con posterioridad a nitrdgeno
molecular. En la reduccion de nitratos pueden ocurrir diversos procesos para la
utilizacion de los productos finales obtenidos. El amoniaco o la hidroxilamina
pueden estar asimilados en los componentes celulares que contienen nitrégeno
(proteinas y éacidos nucleicos) para la sintesis de nuevos compuestos. Por
consiguiente, en la prueba de reduccién de nitratos, la reduccion se evidencia

por la presencia de un producto final catabélico o por la ausencia de nitrato en

el medio.*

Cuadro 17. Interpretacién y forma de reportar la prueba de reduccion de

nitratos/nitritos %*

Resultado

Gas (no fermentador)

Gas (fermentador, u
otro status
desconocido)

Color rojo
(Después de la adicién
del reactivo Ay B)

Sin cambio de color
(Después de la adiciéon
del reactivo Ay B)

Sin cambio de color
(después de la adicién
del zinc)

Color rojo
(después de la adicion
de polvo de zinc)

Interpretacion

Desnitrificacion-produccion de
nitrégeno en forma de gas
(NO3 > NO; > Nyp)

Fuente de gas es desconocido;
requiere adicion de reactivos.

Reduccidn de nitrato a nitrito
(NO3 > NOy); nitrato reductasa esta
presente.

Prueba incompleta, requiere de la
adicion de polvo de zinc

Reduccion de nitrato a compuestos
de nitrégeno no gaseoso
(NO3>NO,>NO,1/2N,0 o 1/2N,

No hay reduccion de nitrato

Forma de
interpretar

Produccion de
gas+

Reduccién de
nitrato a nitrito
+

Nitratos +

Nitratos-
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Sistemas multipruebas

Estos sistemas proporcionan resultados especificos y rapidos en comparacion
con las pruebas tradicionales, sin embargo pueden dar informacion no precisa,
si se utilizan de forma incorrecta. Todos eligen condiciones, muy precisas de
concentracion del inéculo, de inoculacion, de incubacion y de lectura, que si no
se observan a detalle pueden dar lugar a importantes errores. También
conviene conocer las limitaciones propias en cada caso. Estos sistemas se

pueden dividir en dos grupos: manuales y automatizados. %°

Sistema API

Las tiras API que se derivan de su nombre en inglés “Analytical Profile Index”,
que significa Indice de Perfil Analitico, es un sistema que permite la
determinacion simultdnea de la reaccién de un organismo a una variedad de
medios de diagndstico cuidadosamente seleccionados a partir de una sola
inoculacion. Consta de una bandeja de plastico con 20 microtubos llamados
cupulas, cada uno con un tipo diferente de medio deshidratado. EI medio
contenido en cada una de las cupulas es rehidratado e inoculado con una

suspension bacteriana obtenida a partir de una colonia purificada.?’

De acuerdo a los microorganismos de interés, sera el sistema que se utilice,
para la caracterizacion de las cepas se utilizaron los siguientes sistemas de
identificacidon Api ®20 NE, Api ®20 E e ID 32 E®. En el cuadro 19 se muestra

la comparacion.?
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Cuadro 18. Comparacién entre sistemas de identificacion

56, 57,58

Nombre del sistema de
identificacion

Introducciéon y objeto del
ensayo.

Composicién

Api ®20 NE

Api ®20 E

ID 32 E®

Es un sistema estandarizado
para la identificacion de los
bacilos Gram negativos no
enterobacterias y no
fastidiosos (por ejemplo:
Pseudomonas,
Acinetobacter,
Flavobacterium, Moraxella,
Vibrio, Aeromonas, etc.), que
combinan 8 ensayos
convencionales, 12 ensayos
de asimilacion y una base de
datos.

Es un sistema estandarizado
gue permite la identificacién
de Enterobacteriaceae y
otros bacilos Gram negativos
no exigentes

Es un sistema estandarizado
para la identificacion de las
Enterobacteriaceae y otros
bacilos Gram negativos no
exigentes, que utiliza 32
ensayos bioquimicos
miniaturizados, asi como la
base de datos especifica. La
lista completa de bacterias
gue pueden identificarse con
este sistema esta indicada.

Contiene los 20 microtubos
con los substratos
deshidratados) con camara
de incubacién (fondo y tapa)

Contiene los 20 microtubos
con los substratos
deshidratados) con camara
de incubacioén (fondo y tapa)

La galeria ID 32 E incluye 32
CUpulas de ensayo que
contienen un reactivo
deshidratado con camara de
incubacién (fondo y tapa)

La lectura de resultados se efectla visual y directamente, interpretando el color

de cada reaccion, tras la adicién de reactivos reveladores. Con los resultados

se establece un cddigo numérico que corresponde a una determinada especie

reflejada en unos cuadros.

Los resultados presentan una correlacion con las pruebas clasicas superior al

90%.%°
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Cuadro 19. Comparacién entre los sistemas de identificacion manuales

convencionales y comerciales

22,27,40

Tipo de sistema

de
caracterizacion
taxondmica.

Ventajas

Desventajas

Pruebas
bioquimicas
tradicionales

Sistemas
multipruebas
(API)

Ocupan poco espacio en la
incubadora.
La interpretacion de las

pruebas es relativamente facil.

Se pueden preparar pruebas
especificas que permiten la
identificacion mas precisa de
la bacteria.

Utilizan pequefias cantidades
de medios.
Ocupan poco espacio en una
incubadora.

Excelente concordancia con
los métodos tradicionales.
Facil de usar y leer.

Evita la contaminacion y
errores inherentes a las
técnicas de tubos multiples;
los compartimientos
individuales ayudan a eliminar
contaminaciones cruzadas de
los medios.

Mas econdmico, elimina la
preparacion de medios,
lavado de material de vidrio y
esterilizacién de materiales.

e Se requiere de mayor
tiempo para prepararse.

e Se requiere de
diferentes reactivos
qguimicos.

e Se debe tener cuidado
para inocularlas.

¢ Mayor dificultad, en
cuanto a preparacion
de medios, lavado de
material de vidrio y
esterilizaciéon de
materiales.

e Se requiere de mayor
tiempo para evaluar el
resultado.

e Incapacidad de detectar
reacciones débiles.

¢ Algunas pruebas son
dificiles de interpretar.

e Aveces es necesario
hacer pruebas
bioquimicas o
serolégicas adicionales.

e La mayoria de estas
pruebas no estan
disefiadas para
bacterias fitopatégenas.

e Los resultados depende
de la observacion.
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Debido a la complejidad de la deteccion, caracterizacion e identificacion de las
bacterias fitopatdgenas, ha sido necesario utilizar diferentes técnicas
complementarias, entre ellas es de gran ayuda el uso de técnicas moleculares,

ya que nos permiten confirmar la identidad de la bacteria analizada.

Métodos de deteccidn moleculares

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La caracterizacion molecular es una herramienta importante para la
identificacién de patdgenos de plantas con la ayuda de iniciadores o primers
especificos de locus/genes, que amplifican o multiplican una secuencia

especifica del DNA bacteriano.

Esta multiplicacion se alcanza repitiendo ciclos de:
1) Desnaturalizacion (fusion) de acido nucleico, generalmente a 95°C.

2) Recocido de cadenas cortas (especificas) de acidos nucleicos, los llamados
iniciadores (estos iniciadores han sido ensamblados artificialmente y consisten
en una secuencia que se sabe que es especifica para organismo objetivo), en

c. 68°C (dependiendo de los iniciadores utilizados).

3) Extensién de hebras de acido nucleico a 72°C en presencia de nucleotidos
libres y una polimerasa de &cido nucleico termoestable (generalmente
polimerasa Taq, originalmente aislada de la bacteria termofilica de aguas
termales Thermus aquaticus, pero también disponible como producto
sintetizado artificialmente). Después de la multiplicacién, se pueden visualizar
los productos de PCR en un gel de agarosa teflido con bromuro de etidio

mediante electroforesis.

Tedricamente, la sensibilidad de la PCR es muy alta: una copia del DNA

objetivo en una muestra puede ser detectado.
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Planteamiento y justificacion del problema

El area de bacteriologia del Centro Nacional de Referencia Fitosanitaria
(CNRF) se encarga del diagnéstico de bacterias fitopatégenas, entre los
géneros de importancia agricola se encuentra Pseudomonas spp. debido a las
enfermedades que ocasionan en cultivos de importancia agricola.

El CNRF cuenta con una coleccion de bacterias fitopatdégenas, por lo que se
reciben donaciones; una de las actividades para que las cepas puedan ingresar
es su curaciéon por lo que deben caracterizarse nuevamente. Para su analisis
se asignaron un grupo de 10 cepas presuntivas a Pseudomonas spp. y de
acuerdo a sus caracteristicas metabdlicas, esto permite su caracterizacion,
ademds deben realizarse pruebas de patogenicidad, inoculacion de pruebas
bioguimicas tradicionales, el uso de sistemas como API® y finalmente
confirmarse por técnicas moleculares para determinar género y especie para

resguardo en la coleccion.

Hipotesis

Las pruebas bioquimicas tradicionales requieren de tiempo para poder
realizarse e interpretarse, por lo que en el proceso de diagndstico se requiere
de implementar sistemas de identificacion confiables y r4pidos como los

sistemas como API®; el uso de ambas metodologias permitira realizar la

identificacién de género y especie de dichas cepas.
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Objetivo general

Caracterizar mediante pruebas bioquimicas, bacterias del género

Pseudomonas spp. asociadas a cultivos vegetales.
Objetivos especificos

e Reactivar y purificar 10 aislamientos de bacterias asociadas a cultivos
vegetales en diferentes medios de cultivo.

» Caracterizarlas mediante pruebas bioguimicas tradicionales,

e Caracterizarlas por medio de los sistemas multipruebas de identificacion
como son:

e API®ID32E™,

e API® 20 NE™ y

e API® 20E™

e Hacer una comparacién entre los resultados obtenidos mediante los
diferentes sistemas de identificacion.

e Realizar las pruebas de LOPAT.

e Analizar los aislamientos mediante la técnica de biologia molecular

(PCR) para corroborar la identificacion de las bacterias

30



Materiales y métodos

1.

Busqueda de informacion del género de Pseudomonas spp.en libros,

revistas, paginas de internet, etc.

Capacitacion por parte de los responsables de laboratorio de bacterias
del Centro Nacional de Referencia Fitosanitaria (CNRF), conocer las
normas, manejo de equipo y material de laboratorio y las areas con las

que cuenta.

Preparacion del medio de cultivo Pseudomonas F para la siembra y

purificacion de las cepas. (Anexo 1.1)

Asignacion por parte de la asesora del proyecto del material biologico

(10 cepas) presuntivas al género Pseudomonas spp.

Siembra y purificacion de las cepas en el medio por estria cruzada para

observar la morfologia colonial que presentan las cepas.

Elaboracion de medios de cultivo y pruebas bioquimicas, asi como
esterilizacion de material de cristaleria como son cajas petri, puntas para
micropipetas

Realizar pruebas de LOPAT (Levana (Anexo 2.1), Oxidasa (Anexo 2.2),
Pudricion en papa (Anexo 2.6.1), Arginina (Anexo 2.3) e
hipersensibilidad en Tabaco (Anexo 2.6.2)) para identificacion de

Pseudomonas fluorescentes.

Realizar pruebas complementarias (KOH, catalasa, motilidad o
movilidad, indol, Hugh Leifson (O/F) (Anexo 2.4), hidrélisis de gelatina

(licuefaccion de gelatina) y reduccion de nitratos (Anexo 2.5).

Resiembra de las cepas para su conservacion en glicerol como

crioprotector.

10.Reactivacion de las cepas conservadas, se observa la morfologia

colonial y se compara con la anterior para determinar si la cepa sufrié

algun cambio.

11. Posteriormente se siembran en los medios de cultivo como son BD®

Pseudosel Agar (Anexol.2), BD® MacConkey Il Agar (Anexo 1.3), BD®
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Salmonella Shigella Agar (Anexo 1.4) y agar sangre, este Ultimo nos
permite observar la formacion de hemolisis, la cual nos es de utilidad
para identificar a las bacterias asi como para determinar su

patogenicidad.

12.Inoculacion de las cepas en los sistemas multipruebas: API® 20 NE™
(Anexo 3.1), API® 20E™ (Anexo 3.2) y API® ID 32 E™ (Anexo 3.3)

13.Realizacion de la técnica molecular de PCR para corroborar la
identificacion de las cepas mediante 16S y utilizando como iniciadores
8F-1492R y 70F-70R.Posteriormente se prepara un gel de agarosa para
realizar electroforésis.

14.El fragmento de DNA amplificado de algunas de las bacterias en estudio
se envid a secuenciar.

15. Andlisis e interpretacion de las secuencias.

16. Conservacion de cepas.

17.Una vez obtenidos los resultados de cada una de las pruebas se realiza
el analisis de cada una, para el caso de las pruebas bioquimicas
tradicionales se utiliza el indice kappa el cual nos permite hacer una
comparacion entre lo reportado tedéricamente y lo obtenido

experimentalmente respecto a las pruebas que se realizaron.

18.Con los resultados permite construir una tabla comparativa entre los
métodos de identificacidon y caracterizacion de las cepas.

19. Revision de la tesis por parte de los sinodales.
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Diagrama de flujo

Buscar y conseguir informacion bibliografica y en articulos de investigacién sobre el
género Pseudomonas spp. como bacteria fitopatégena

Capacitacion del area de trabajo, uso manejo de equipo, buenas préacticas de
laboratorio organizacion y reglamento de laboratorio

Preparacion del medio de cultivo Pseudomonas F para la siembra y purificacion de
las cepas

Asignacion de las 10 cepas para su caracterizacion

Siembra y purificacion de las cepas

Elaboracién de medios de cultivo y pruebas bioquimicas, asi como esterilizaciéon de
material de cristaleria como son cajas petri, puntas para micropipetas .

Realizar pruebas de LOPAT (Levana, Oxidasa, Pudricién en papa, Arginina e
hipersensibilidad en Tabaco)

Realizar pruebas complementarias
Resiembra de las cepas para su conservacion
Reactivacion de las cepas conservadas

Siembra en los diferentes medios de cultivo

Inoculacion de las cepas en los sistemas multipruebas: API® ID 32 E™, API® 20 NE™ y API® 20E™

PCR para corroborar la identificacion de las cepas mediante 16S

El fragmento de DNA amplificado de algunas de las bacterias en estudio se envio a
secuenciar

Interpretacion de los resultados de la secuenciacion

Analisis de resultados obtenidos

Revision de la tesis por parte de los sinodales

Tipo de estudio/disefio de la investigacién: Observacional-Prolectivo-
Transversal-Descriptivo.
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RESULTADOS

A continuacion se muestran los resultados obtenidos en los analisis realizados
a las 11 cepas bacterianas pertenecientes al género de Pseudomonas.

Cuadro 20. Resultados de la morfologia colonial sembrada en medio
Pseudomonas Agar F

Cepa Caracteristicas morfolégicas

1A e  Color: Gris e  Aspecto: Mucoide

. Forma: circulares . Luz reflejada: Brillante

. Borde: Liso . Luz transmitida: Opaca

e  Elevacion: Elevado e  Pigmentacion: Fluoresceina
1B e  Color: amarillo e  Aspecto: Himedo

. Forma: circular . Luz reflejada: Mate

. Borde: Liso . Luz transmitida: Opaca

e  Elevacion: plana e  Pigmentacion: sin pigmentacion
1C e  Color: Amarillo e  Aspecto: Himedo

e  Forma: circular e  Luz reflejada: Brillante

e Borde: liso e  Luz transmitida: Opaca

e Elevacion: Plano e  Pigmentacion: Fluoresceina
2E . Color: Amarillo e  Aspecto: Himedas

. Forma: Irregular . Luz reflejada: Mate

. Borde: Ondulado . Luz transmitida: Opaca

e  Elevacién: Plana e  Pigmentacion: Poca pigmentacién de

fluoresceina.

2F e  Color: Amarillo e  Aspecto: Himedo

. Forma: Irregular . Luz reflejada: brillante

. Borde: Liso . Luz transmitida: Opaca

e  Elevacion: Plana e  Pigmentacion: Pioverdina: amarillo-verde
2G e  Color: Gris e  Aspecto: Himeda

e  Forma: circular e Luz reflejada: Mate

. Borde: Liso . Luz transmitida: Opaca

. Elevacion: plana . Pigmentacion: Pioverdina: amarillo-verde
3N e Color: Gris e  Aspecto: himedo

e  Forma: Circular e  Luz reflejada: Mate

. Borde: Liso . Luz transmitida: Opaca

e Elevacion: plana e  Pigmentacion: Pioverdina: amarillo-verde
1N e  Color: Gris e  Aspecto: Himedo

. Forma: Irregular . Luz reflejada: mate

. Borde: Liso . Luz transmitida: Opaca

e  Elevacion: Plana e  Pigmentacion: Pioverdina: amarillo-verde
10 e  Color: gris e  Aspecto: mucoide

e  Forma: circular e  Luz reflejada: brillante

e Borde: liso e  Luz transmitida: opaca

e  Elevacion: plano e  Pigmentacion: Pioverdina: amarillo-verde
2P e  Color: Gris e Aspecto: humedo

e  Forma: Redondas e  Luz reflejada: mate

e  Borde: liso e  Luz transmitida: opaca

. Elevacion: plano . Pigmentacion: Pioverdina: amarillo-verde
1R e  Color: gris e  Aspecto: seco

e Forma: circular e Luz reflejada: mate

. Borde: liso . Luz transmitida: opaca

. Elevacion: plano . Pigmentacion: Pioverdina: amarillo-verde

Laletra identifica ala cepay el nimero se refiere alos nimeros se aislamientos.
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Cuadro 20.1. Formacion de pigmentos que se utilizan para identificacion
de las colonias de Pseudomonas spp. y se reportan en morfologia
colonial’

Pigmento Color

Fluoresceina Amarillo

Piomelina Café

Cuadro 21. Reporte de crecimiento en medios selectivos y diferenciales

Cepas Pseudomonas  Cetrimida MacConkey. Salmonella- EMB Agar Sangre
Agar F Shigella. (Eosinay
Azul de
Metileno)

o8]
+
1
+
+
=+
+

Tipo de hemdlisis: y

m
+
+
+
+
+
+

Tipo de hemdlisis: y

®
+
+
+
+
+
+

Tipo de hemdlisis: y

2
+
+
+
+
+
+

Tipo de hemdlisis: y

ae
+
+
—+
+
+
+

Tipo de hemdlisis: y

(+) = Crecimiento en el medio

(-) = Ausencia.



Figura 1. Cepa “P”, en agar sangre, Figura 2. Cepa “F” en agar cetrimida, bajo
caracterizada como Pseudomonas luz UV, caracterizada como Pseudomonas
fluorescens. viridiflava

N R/

Figura 4. Cepas “A” (Pseudomonas

Figura 3. Cepa "N” en agar MacConkey, putida), “B” (Pseudomonas corrugata) y “C”
caracterizada como Pseudomonas (Pseudomonas putida), en Pseudomonas
fluorescens. Agar F, bajo luz UV.

Figura 5. Cepa “N”, caracterizada como Figura 6. Cepa “N”, en agar Salmonella-
Pseudomonas fluorescens, en medio EMB. Shigella, caracterizada como
Pseudomonas fluorescens.
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Cuadro 22. Comparacion entre los sistemas manuales de
identificacién convencionales, pruebas bioquimicas
tradicionales y técnicas moleculares (se reporta % de

identificacion)

CEPA

1A

1B

1C

2F

2G

3N

10

2P

1R

Pruebas biogquimicas tradicionales

API®20NE PCR
Microorganismo K ( coeficiente kappa) Ssm
identificado (Coeficiente
de asociacion
multiple)

Pseudomonas 0.42 (moderada) 71.42% Pseudomonas  No se realizd
putida putida (91.00%)
Pseudomonas 0.69(Considerable) 85.71% Pseudomonas  Pseudomonas
corrugata fluorescens corrugata

(99.90%) (99.90%)
Pseudomonas 0.71 (Considerable) 85.71% Pseudomonas  Pseudomonas
putida putida (86.00%) putida (98.20%)
Pseudomonas 0.5 (Moderada) 85.71% Pseudomonas  Pseudomonas
viridiflava fluorescens viridiflava

(95.80%) (98.85%)
Pseudomonas 0.57 (Moderada) 78.57% Pseudomonas  Pseudomonas
putida putida (99.50%) putida (98.92%)
Pseudomonas 0.65 (Considerable) 85.71% Pseudomonas  No se realiz6
fluorescens fluorescens

(99.90%)
Pseudomonas 0.42 (Moderada) 71.42% Pseudomonas  Pseudomonas
putida putida (99.50%) putida (98.79%)
Pseudomonas 0.28 (Aceptable) 64.28% Pseudomonas  No se realizd
putida putida (91.00%)
Pseudomonas 0.65 (Considerable) 85.71% Pseudomonas  Pseudomonas
fluorescens fluorescens fluorescens

(99.90%) (98.41%)
Pseudomonas 0.68 (Considerable) 85.71% Pseudomonas  No se realiz6
fluorescens fluorescens

(77.00%)

Laletra identifica a la cepay el nimero se refiere alos nimeros se aislamientos.

Cuadro 23. Valoracion del coeficiente kappa (Landis y Koch, 1977)

Coeficiente kappa Fuerza de concordancia

0.00 Pobre (Poor)

0.01-0.20 Leve (Slight)

0.21-0.40 Aceptable (Fair)

0.41-0.60 Moderada (Moderate)
0.61-0.80 Considerable (Substantial)
0.81-1.00 Casi perfecta (Almost perfect)
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\

Figura 7. Prueba de Levana. A) Medio sin inocular, B) prueba positiva y C) prueba negativa.

©BD BBL™ DrySlide™ :
[

A B C

Figura 8. Prueba de oxidasa. Sistema BD BBL™DrySlide™. A) Sin inocular; portaobjetos que se divide en cuatro segmentos, B)
resultados negativos (amarillo, rosa, gris, etc.) y C) resultado positivo (azul).

A

Figura 9. Prueba de pudricién en papa. A) Sin inocular, B) prueba positiva y C) prueba negativa.

38



Figura 10. Prueba de hipersensibilidad en Tabaco. A) Tabaco sin inocular y B) reacciones
de hipersensibilidad positivas.

Figura 11. Prueba de Arginina dihidrolasa. A) Prueba positiva (+) y B) prueba negativa (-) Figura 12 .Prueba de O/F. en
Pseudomonas spp. presentan via
oxidativa.

Figura 13. Prueba de nitratos negativa 39 Figura 14. Prueba de indol negativa



Cuadro 24. Resultados en los sistemas multipruebas

CEPA API® ID32E™ API® 20 NE™ API® 20E™
1B Burkholderia Pseudomonas Bodetella/Alcaligenes
cepacia (28.00%)  fluorescens (39.30%)
(99.90%)
1C Pseudomonas Pseudomonas Bodetella/Alcaligenes
putida (67.00%) putida (86.00%) (39.30%)
2F Pseudomonas Pseudomonas Bodetella/Alcaligenes
aeruginosa (perfil  fluorescens (39.30%)
dudoso) (95.80%)
2G Pseudomonas Pseudomonas Pseudomonas
fluorescens putida (99.50%) fluorescens/putida
(42.50%) (66.40%)
3N Pseudomonas Pseudomonas No fermentadora spp
fluorescens fluorescens (perfil inaceptable)
(37.30%) (99.90%)
1N Pseudomonas Pseudomonas Pseudomonas
fluorescens putida (99.50%) fluorescens/putida
(47.70%) (80.70%)
10 No identificado Pseudomonas Pseudomonas
putida (91.00%) fluorescens/putida
(66.40%)
1R No identificado Pseudomonas Pseudomonas
fluorescens fluorescens/putida
(77.00%) (66.40%)

La letra identifica a la cepay el nimero se refiere a los nimeros se aislamientos.
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RESULTADOS DE IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DE
ALGUNAS CEPAS MEDIANTE SISTEMA MULTIPRUEBAS

a) Api ®20 NE

Microtubos con Tapa

Alvéolos

Figura 15.Sistema multipruebas Api ®20 NE, corresponde a la cepa “P”, caracterizada como
Pseudomonas fluorescens.

R e
. Cupula
Microtubos -
con substratos
deshidratados
Tubos
S— v‘.‘\\ Tipo de prueba
| Aprait s >

Figura 16. Partes que componen a los microtubos con sustratos deshidratados, corresponde a la
cepa “P”, caracterizada como Pseudomonas fluorescens y es positiva a la prueba de licuefaccion de

gelatina.
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b) Api®20E

Tapa Alvéolos
Microtubos con
substratos
deshidratados
Fondo
Figura 17. Sistema multipruebas Api ®20 NE, corresponde a la cepa “N”, caracterizada como
Pseudomonas fluorescens.
c) Api ® ID 32E
Tapa

Cupulas con
substratos
deshidratados

Figura 18. Sistema multipruebas Api ® ID 32E, corresponde a la cepa “N”,

caracterizada como Pseudomonas fluorescens.
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Discusion de resultados

De las 11 cepas bacterianas que se caracterizaron, una se identific6 como
Staphylococcus epidermidis, y las 10 restantes pertenecen al género
Pseudomonas, a las especies putida, corrugata, viridiflava y fluorescens.

En cuanto a lo reportado en la morfologia colonial en los medios de cultivos se
observé la produccion del pigmento fluorescente bajo luz UV caracteristico de
este género y a simple vista el aspecto de sus colonias algunas mucoides y

otras secas y de color amarillo o gris.

Se obtuvo un mejor aislamiento en el medio de cultivo agar cetrimida que en el
medio Pseudomonas Agar F , esto se debe a los componentes que poseen
cada uno, Yy principalmente la cetrimida (bromuro de cetil trimetil amonio) es
un compuesto de amonio cuaternario que inhibe una amplia variedad de otros
organismos, es por eso que se obtienen mejores aislamientos de
Pseudomonas en este medio, sin embargo algunas son inhibidas como en el
caso de Pseudomonas corrugata; en cuanto a la formacion de pigmentos para

ambos resultan medios adecuados para este fin.

En el caso de la cepa F segun lo reportado, las colonias de Pseudomonas
fluorescens sobre agar y sus propiedades bioguimicas son similares a las de P.

aeruginosa, pero produce solamente un pigmento (fluoresceina).?

Su crecimiento en medios de cultivos diferenciales y selectivos fue favorable,
ya que son medios para bacterias Gram negativas y sus componentes

promueven el crecimiento y desarrollo de las colonias de Pseudomonas.

El paso siguiente al aislamiento de una determinada cepa, es su identificacion;
para ello deben realizarse las pruebas bioquimicas. Son cualquier reaccion que
pone en evidencia la presencia o ausencia de una enzima, via metabdlica o
alguna otra propiedad caracteristica de una especie, que la identifica como
tal.??

En este caso se realizaron pruebas como las LOPAT vy pruebas
complementarias que permitieron caracterizar las cepas presuntivas y con los
datos obtenidos, calcular el indice kappa (k), el cual determina la concordancia

gue existe entre los resultados experimentales y tedricos, en el caso de la cepa
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O su valor es muy pequefio a diferencia de las demas, sin embargo, es

aceptable.

De igual forma se determind el coeficiente de asociacion multiple (Ssy) este
mide las coincidencias y diferencias en los estados de caracteres entre dos o
mas OTU (unidades taxonOmicas operacionales), en este caso frente a las
pruebas bioquimicas tedricas y experimentales, los resultados obtenidos se
consideran aceptables, el porcentaje se puede deber al tipo de cepa y las

modificaciones genéticas que han sufrido.

Los indices que se calcularon mediante la comparacion de lo reportado tedrico
con lo experimental, se consideran aceptables y aunque en algunos casos el
porcentaje de identificacibon no es tan cercano entre los sistemas de
identificacidén utilizados, los indices permiten determinar las similitudes para
identificacion y caracterizacion de cepas y son Utiles cuando no se cuenta con

técnicas moleculares, debido a su alto costo en cuanto a equipos y reactivos.

Para realizar la comparacion de los tres sistemas comerciales que permiten
identificar al género Pseudomonas, se prepararon la soluciones bacterianas de
las cepas: B, C, F, G, N, N, O y R, como se puede observar en el cuadro 25, el
mejor sistema es API® 20 NE™, ya que el porcentaje de identificacion es
aceptable, mientras que en los otros sistemas es un poco bajo o en ocasiones
no se identifica el microorganismo, alguna de las razones por las que no se
identifica el género puede deberse al tipo de pruebas, ya que estan disefiadas

para analizar Enterobacterias y bacterias de importancia humana.

Sin embargo, para realizar técnicas moleculares se debe conocer el
fundamento, manejo y condiciones del equipo y reactivos, asi como la habilidad

practica.

Para confirmar el género y especie de algunas cepas se realizd la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR) y el fragmento de DNA amplificado que se

obtuvo, se observé por electroforésis y se envio a secuenciar.

A las cepas que no se les realiz6 PCR y secuenciacion, dieron resultados
similares tanto por métodos tradicionales como son las pruebas bioquimicas y

el sistema comercial API® 20 NE™, se identificd al mismo microorganismo.
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Conclusiones

Mediante el uso de indices como es kappa y el de asociacion mdultiple, se
concluye que es posible determinar la similitud que existe entre los resultados

tedricos y experimentales.

En cuanto a la comparacién de los sistemas de identificacion multipruebas vy el
que mejores resultados proporciona es el API® 20 NE™, por las necesidades

metabdlicas que presenta este género.

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) es una técnica
complementaria en la identificacion de los microorganismos, en este caso
permitié diferenciar las cepas cuyos resultados no eran concluyentes por las

pruebas bioquimicas.

Los meétodos tradicionales continlan siendo importantes y Utiles en la
caracterizacion de las bacterias; el uso de sistemas multipruebas comerciales
son confiables, pero se debe tener conocimiento previo de las caracteristicas
bésicas y requerimientos especiales de cada bacteria analizada, para que se
pueda seleccionar un sistema multipruebas, asi como los medios de cultivos

especiales y pruebas adicionales para realizar la identificacion de una bacteria.
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Anexos

Anexo 1.1 Medio BD® Pseudomonas Agar F*®

Tabla 1. Componentes del medio BD®

Pseudomonas Agar F®

Digerido pancreético de caseina 10.0¢
Peptona de proteosa No. 3 10.0g
Fosfato dipotasico 1.5¢
Sulfato de magnesio 15¢g
Agar 15.09

Foérmula por litro de agua purificada
Modo de preparacion.

1L de agua destilada estéril

Pesar 38.0 g del medio y colocar en un matraz Erlenmeyer y disolver en

Anadir 10 mL de glicerol, mezclar y colocar el matraz Erlenmeyer en una

parrilla de agitacion y calentamiento para dejar hervir durante 1 minuto

Ajustar elpH a 7.0 £ 0.2.

vaciado del medio en cajas de Petri estériles hasta que solidifique el

medio para su almacenaje.

Esterilizar en autoclave a 120°C por 15 minutos.

Una vez que el medio alcanza una temperatura de 45-50°C realizar el

Anexo 1.2 BD® Pseudosel Agar (Cetrimide Agar) *

Tabla 2. Componentes del medio BD® Pseudosel Agar (Cetrimide Agar) *

Digerido pancreético de gelatina 20.0g
Cloruro de magnesio l4g
Sulfato de potasio 10.0g
Glicerol 10.0 mL
Cetrimida 0.3g
Agar 13649

Foérmula por litro de agua purificada
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Modo de preparacion.

Pesar 45.3 g del medio, colocar en un matraz Erlenmeyer y disolver en
1L de agua destilada estéril

Afadir 10 mL de glicerol, mezclar y colocar en una parrilla de agitacion y
calentamiento para dejar hervir durante 1 minuto.

AjustarelpH a 7.2 £ 0.2.

Esterilizar en autoclave a 120°C por 15 minutos.

Una vez que el medio alcanza una temperatura de 45-50°C realizar el
vaciado del medio en cajas de Petri estériles hasta que solidifique el

medio para su almacenaje.

Anexo 1.3 BD® MacConkey Il Agar®

Tabla 3. Componentes del medio BD® MacConkey Il Agar®

0

Digerido pancreatico de gelatina 1709
Digerido pancreatico de caseina 15¢
Digerido péptico de tejido animal 15¢
Lactosa 10.0g
Sales biliares 15¢g
Cloruro sodico 509
Rojo neutro 0.03 g
Cristal violeta 0.001 g
Agar 135¢

Formula por litro de agua purificada

Modo de preparacion:

e Pesar 36 g del polvo, colocar en un matraz Erlenmeyer y disolver en 1L

de agua destilada estéril.

e Dejar reposar 10 minutos para correcta hidratacién del agar.

e Mezclar y colocar en una parrilla de agitacion y calentamiento para dejar

hervir durante 1 minuto.

e AjustarelpHa7.2+0.2.
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e Esterilizar en autoclave a 120°C por 15 minutos,
e Una vez que el medio alcanza una temperatura de 45-50°C se realiz0 el

vaciado del medio en placas de Petri estériles hasta que solidifique el

medio para su almacenaje.

Anexo 1.4 BD® Salmonella Shigella Agar*

Tabla 4. Componentes del medio BD® Salmonella Shigella Agar®

1

Extracto de carne bovina 509
Digerido pancreatico de caseina 25¢
Digerido péptico de tejido animal 25¢
Lactosa 10.0g
Sales biliares 850
Citrato sodico 859
Tiosulfato sddico 850
Citrato férrico 109
Rojo neutro 0,025¢g
Agar 13,59
Verde brillante 0,330 mg

Foérmula por litro de agua purificada.

Modo de preparacion.

e Pesar 60 g del medio, colocar en un matraz Erlenmeyer y disolver en 1L

de agua destilada estéril

e Mezclar y colocar el matraz en una parrilla de agitacion y calentamiento

para dejar hervir durante 1 minuto,

e AjustarelpHa7.2+0.2.
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e Este medio no se esteriliza, se deja enfriar de 45-50°C y se realiza el
vaciado del medio en cajas de Petri hasta que solidifique para su

almacenaje.

ANEXO 2.1 Prueba de Levana®

Tabla 5. Componentes del medio levana®

Extracto de carne 3.0g9
Peptona 10.0g
Sacarosa 50.0g
Agar 2009
Agua destilada 1000 mL

Formula por litro de agua purificada.
Modo de preparacion:

e Pesar la cantidad exacta de cada uno de los componentes, esto va a
depender del volumen que se desee preparar y colocarse en un matraz
Erlenmeyer.

e Calentar para disolver los componentes.

e Esterilizar en autoclave a 120°C por 15 minutos,

e Una vez que el medio alcanza una temperatura de 45-50°C se realizo el
vaciado del medio en placas de Petri estériles hasta que solidifique el

medio para su almacenaje.

Anexo 2.2 Prueba de oxidasa BD BBL™ DrySlide™
Oxidase*

Procedimiento de analisis:

e Abrir la bolsa que contiene los y tomar el nUmero de portaobjetos que
necesita. Después de abrir la bolsa, los portaobjetos BD BBL™
DrySlide™ Oxidase restantes pueden conservarse en la bolsa original
hasta 1 semana a temperatura ambiente. Doblar una vez la parte

superior de la bolsa y sellar bien con la cinta autoadhesiva
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(suministrada). Desechar los portaobjetos sin utilizar 1 semana después
de abrir el paquete. No volver a introducir en la bolsa un BD BBL™
DrySlide™ Oxidase que ha sido utilizado por completo o en parte (por
contener organismaos).

Utilizar un asa bacteriologica, escoger colonias aisladas o una banda de
crecimiento confluyente del cultivo a analizar.

Extender el organismo directamente sobre la zona de reaccién del BD
BBL™ DrySlide™ Oxidase. Cada zona de reaccion puede acomodar
hasta 4 pruebas. Para asegurar que la reaccion se produzca
correctamente, extender el indculo en la zona de reaccion sobre un
circulo de 3—-4 mm de diametro.

Inspeccionar la zona de reaccion para observar la presencia de un color
morado oscuro a los 20 segundos. Los cambios de color que aparecen

después de los 20 segundos deben descartarse.

Anexo 2.3 Prueba de Arginina dihidrolasa®

Tabla 6. Componentes del medio arginina dihidrolasa®

10g
Peptona
NacCl 509
Agar 309
Rojo de fenol 0.1g
Agua destilada 1000 mL

Formula por litro de agua purificada.

Modo de preparacion:

Realizar los calculos de acuerdo al volumen que se desea preparar, esto
ira en funciébn del numero de tubos a preparar, se le adiciona

aproximadamente 6 mL a cada tubo.
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Pesar cada uno de los reactivos a excepcion del agar y adicionarlos en
un matraz Erlenmeyer para disolverlos y agregar el volumen de agua
destilada.

Ajustar el pH a 7.2.

Agregar el agar y dejar en calentamiento y agitacion por 3 minutos.
Distribuir en tubos de vidrio y esterilizar en autoclave a 120°C por 15

minutos.

Anexo 2.4 Prueba de Hugh Leifson (O/F)**

Tabla 7. Componentes del medio Hugh Leifson (O/F)**

Peptona 2049
NacCl 509
K,HPO, 03¢
Agar 3.0¢9
Azul de bromotimol 0.003 g
Glucosa 1009
Agua destilada 1000 mL

Formula por litro de agua purificada.

Modo de preparacion:

Realizar los calculos de acuerdo al volumen que se desea preparar, esto
ira en funcibn del numero de tubos a preparar, se adiciona
aproximadamente 6 mL a cada tubo.

Pesar cada uno de los reactivos a excepciéon del agar y adicionar en un
matraz Erlenmeyer para disolverlos y adicionar el volumen de agua
destilada.

Ajustar el pH a 7.1.

Agregar el agar y dejar en calentamiento y agitacion por 3 minutos.
Distribuir en tubos de vidrio y esterilizar en autoclave a 120°C por 15

minutos.
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Anexo 2.5 Prueba de nitratos®

Tabla 8. Componentes del medio Prueba de nitratos*

Extracto de carne 50¢g
Peptona 3.0¢g
Nitrato de potasio 10g
Agua destilada 1000 mL

Férmula por litro de agua purificada.

Modo de preparacion:

1. Realizar los célculos de acuerdo al volumen que se desea preparar, esto

ira en funcion del numero de tubos a preparar, se le adiciona
aproximadamente 6 mL a cada tubo.
Pesar cada uno de los reactivos y adicionarlos en un matraz Erlenmeyer

para disolverlos y agregar el volumen de agua destilada.

3. AjustarelpHa7.1.

Agregar el agar y dejar en calentamiento y agitacion por 3 minutos.

5. Se distribuye en tubos de vidrio, colocar una campana de Durham y

esterilizar en autoclave a 120°C por 15 minutos.

Anexo 2.6 Pruebas de patogenicidad

Anexo 2.6.1 Prueba de pudricion en papa

Preparacion del material para inoculacion®

Tomar una papa y lavar con solucion de cloro al 1% durante 5 minutos.

Secar y desinfectar superficialmente con etanol al 70% seguido con un
flameado (evite adicionar mucho etanol porque al quemarse podra dafiar
las capas externas de tubérculo y se correra el riesgo de contaminacion

por bacterias esporuladas como Bacillus spp.
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Colocar la papa en una tapa de caja estéril y cortar en rebanadas de
aproximadamente 5mm de grosor.

Colocar cada rebanada en una caja petri con papel filtro (previamente
esterilizado).

Adicionar de 2-3 mL de agua estéril a la caja Petri con papel filtro, solo
para humedecer el papel, esto con la finalidad de crear un ambiente
humedo.

A cada una de las rebanadas se les hace una incision superficial y
colocar una asada de la bacteria.

Anexo 2.6.2 Reaccion de hipersensibilidad en tabaco™

Procedimiento:

Preparacion de la suspension.

Sembrar por estria cruzada la cepa a la que se le quiere realizar la
prueba, esto con la finalidad de observar la morfologia colonial.

Se toma una colonia diferenciada y aislada y se siembra por estria
abierta.

En un tubo que contenga aproximadamente 700 pl agua destilada
estéril, se le coloca una asada de la cepa, proveniente de un cultivo
puro.

Se coloca en agitacién aproximadamente 5 min.

Con ayuda de una jeringa esterilizada sin aguja se toma una pequefia
muestra de la suspension bacteriana, se infiltra a los espacios
intercelulares de una hoja de tabaco (Nicotiana tabacum) ya sea a través
de la nervadura central o de lamina foliar.

Las plantas tratadas se mantienen a temperatura ambiente (20-30°C) y

se observan los cambios después de 24 hrs.
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Anexo 3.1 Uso de los sistemas multipruebas Api ®20 NE

V1.
VII.

Para la preparacion de la suspension bacteriana, tomar una asada del
cultivo puro y colocarla en una ampolleta Api® NaCl al 0.85%con
volumen de 5 ml y ajustar a 0.5 en escala de McFarland

Reunir fondo y tapa de una camara de incubacién y colocar agua
destilada o desmineralizada (o cualquier agua sin aditivos ni derivados
susceptibles a liberar gases ((Cl,, CO,...)) en los alvéolos para crear una
atmosfera humeda.

Tomar una galeria de su envase original y rellenar los tubos (y no las
cupulas) de los ensayos desde NO3; al PNPG con la suspension
bacteriana utilizando una micropipeta, para evitar la formacién de
burbujas en el fondo de los microtubos, se coloca la punta de la
micropipeta sobre el lateral de la cupula, inclinando ligeramente la
camara de incubacion hacia adelante.

Abrir una ampolla API® AUX Medium y se adicionan 200 pL de la
suspension bacteriana, homogenizar con la punta de la micropipeta
evitando la formacién de burbujas.

Rellenar los microtubos de las siguientes pruebas: de GLU al PAC.

Sellar con aceite de parafina las siguientes pruebas: GLU, ADH, URE.

Cerrar la camara de incubacion e incubar a 29°C+/-2°C durante 24-48
hrs.

INTERPRETACION

Realizar las lecturas, una lectura a las 24 hrs y otra a las 48 hrs.

Para reportar los resultados seran de la siguiente manera: positivo (+) 0

negativo (-), mediante la comparacion de colores, primero con la tabla que se

encuentra en la ficha técnica y después con la tabla de comparacion de

colores.

Las siguientes pruebas requieren de la adicion de reactivos:

Ensayo NOj nitratos.

Ensayo TRP (L-triptéfano).
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Anexo 3.2 Uso de los sistemas multipruebas Api ®20 E

PRUEBAS COMPLEMETARIAS

e Prueba de O/F
e Prueba de oxidasa
e Siembra en agar Mac Conkey
Para la preparacion de la suspension bacteriana, tomar una ampolleta
Api® NaCl al 0.85% con volumen de 3 ml, y adicionar una colonia bien
aislada proveniente del cultivo puro y homogenizarla.
Reunir fondo y tapa de una camara de incubacién y colocar agua
destilada o desmineralizada (o cualquier agua sin aditivos ni derivados
susceptibles a liberar gases (Cl,, CO...)) en los alvéolos para crear una
atmoésfera hiumeda.
Tomar una galeria de su envase original y rellenar los tubos (y no las
cupulas) con la suspension bacteriana utilizando una micropipeta, para
evitar la formacion de burbujas en el fondo de los microtubos, se coloca
la punta de la micropipeta sobre el lateral de la cupula, inclinando
ligeramente la cAmara de incubacién hacia adelante, a excepcion de las
pruebas CIT, VP y GEL, llenar el tubo y la cupula y para las pruebas:
ADH, LDC, ODC, H,S, URE crear una atmosfera anaerobia llenando la
cupula con aceite de parafina.
Cerrar la cAmara de incubacion e incubar a 36°C+/- 2°C durante 18-24
hrs.

INTERPRETACION

Para reportar los resultados serdn de la siguiente manera: positivo (+) o

negativo (-), mediante la comparacion de colores, primero con la tabla que se

encuentra en la ficha técnica y después con la tabla de comparacion de

colores.

Revelar los ensayos que necesitan la adicion de reactivos:

Prueba de TDA.
Prueba VP.

Prueba de nitratos
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Anexo 3.3 Uso de los sistemas multipruebas Api ® ID 32E

Se pueden utilizar los medios nutritivos habitualmente empleados en el

laboratorio para seleccionar las colonias:

e Mac Conkey + cristal violeta

e Agar tripticaseina (TSA)

e Hektoen

e XLD

e Desoxicolato-citrato de sodio-Lactosa-Sacarosa (DCLS)
e Eosina-Azul de Metileno (EMB)

I. Para la preparacion de la suspension bacteriana, tomar una ampolleta
de Api® NaCl al 0.85% con volumen de 3 ml, y colocar 1 o varias
colonias idénticas, preferentemente de cultivos jovenes (de 18-24 hrs)
una colonia bien aislada proveniente del cultivo puro, homogenizarla y
ajustar a 0.5 en escala de McFarland

II. Inocular la galeria distribuyendo 55ul de suspension por cada cupula,
cubrir los ensayos ODC, ADH, LDC, URE, LARL, GAT, 5KG con 2 gotas

de aceite de inmersion (cupulas 1.0, etc.)

[ll.  Incubar a 36°C-+2C durante 24 hrs (+-2 horas) en anaerobiosis.

INTERPRETACION

Para reportar los resultados seran de la siguiente manera: positivo (+) 0
negativo (-), mediante la comparacién de colores, primero con la tabla que se
encuentra en la ficha técnica y después con la tabla de comparacion de

colores.
Revelar los ensayos que necesitan la adicion de reactivos:

e Revelar la reaccion IND (indol).
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