rh 4
Joo, EBYSOS ©
) . e soe s 7 o <
¥ Servicios Analiticos, Consultoria Técnica copyright

4 >
A A all rights reserved

»
vyl

EBYSOS. S.ADE C.V.

FICHAS TECNICAS REGISTRO: FT-000011-2012

IDENTIDAD MICROBIANA

Identidad bacteriana es el ejercicio practico en el que se ejercen las pruebas de identificacidon bacteriana.
Actualmente, la identificacidon bacteriana se realiza por medio de métodos convencionales, basados en las
caracteristicas fenotipicas, puesto que su realizacién y costo los hace mads accesibles. Los métodos
genotipicos suelen reservarse para las bacterias que no se pueden identificar con métodos convencionales.

Los esquemas tradicionales de i@ientificacion f ica bacteria se basan en las caracteristicas

"observables" de las bacterias, co orfologi llo, y des bioquimicas y metabdlicas. El

cultivo, cuando es factible, contin o el método diagndstico ccién; permite el aislamiento del
microorganismo imp u identificacién, el estudio de sensibilidad a los i bianos y facilita la
aplicaciéon de marca pidemioldgicos. En el cultivo es esencial la correc cion del medio de

crecimiento y las condi€iones de incubacion.

En el pro entificacion bacteriana tradicional, la experiencia del microbiélogo es fu | para
la eleccion a prueba o una combinacion'de pruebas de forma secuencial, en funcién de dad de
las mismas, %€l género o de la especie bacteriana que se pretende identificar, del origen aislado

bacteriano, asi como del.costo de las mismas. Los.laboratorios deben elaborar y_realizar un proceso de
identificacion normalizado en'su actividad diaria, que utilice de forma secuencial’o simultdnea un conjunto
de pr cuyo propdsito final sea la identificacion del microorganismo a-nivel de género y especie y que
in ayoria de las bacterias desde el punto de vista infeccioso.

En la medicina general es comun que llegue un paciente con sintomas de alguna infeccion bacterid@pa, el
determinar un diagndstico y poder interpretar qué bacteria causé la molestia al paciente es aventurado,
pues muchas bacterias que causan las mismas enfermedades, por eso es conveniente realizar pguebas
degi cacion, que son sumamente importantes para un buen diagnéstico de cualquiernpatologia.

Cada género, inclusive especie, tiene diferentes reacciones cuando se lesienfrentan diferentes r Vos,
esto se hace a partir de un-cultivo puro, ya la bacteria aislada, con estas pruebas podremos decir casi con
exactitud de, que género y qué especie es esta bacteria. A estasipruebas se les.ha como primarias,
secundaria omplementarias.

Paralai 5n de las bacterias en el laboratorio es importante conocer'sus caracteristi
morfoldgicas, la reaccidn a la tinciéon de Gram, agrupacion, propiedades, morfologia colonial, reacciones
metabdlicas como pro@deiccion de enzimas y reacciones de éxido-fermentacion
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e  OBJETIVOS Y UTILIDAD DE LOS METODOS

En este apartado se revisan las técnicas de identificacidon fenotipica de las principales bacterias que pueden
encontrarse en muestras clinicas y pretende ser una guia detallada del proceso de identificacién. No
incluiremos en este documento microorganismos con caracteristicas especiales como son micobacterias,
anaerobios, ricketsias, clamidias, micoplasmas y espiroquetas ya que son tratados especificamente en otros
procedimientos.

Estas técnicas son dependientes del cultivo bacteri no son aplicaples para identificacion de bacterias
directamente de las muestras.

En ningln caso, los métodos de icacion pu porcionar una certeza absoluta.
Unicamente indicardn cudl es el o y/o la especie a la que acteria identificada tiene mayor

probabilidad de pert

La identificacion bacteriana primaria se basa en los siguientes puntos:

ion_de Gram: Revela la forma de la bacteria, agrupacion y grupo taxo al que

rtenece: Gram positivo.o Gram negativo.

v' Tincién_de Ziehl Neelsen: Las bacterias-Alcohol-Acido resistentes (BAAR), son dificiles de
cultivar, tal vez y'en un agar sangre muestre algo de crecimiento, por eso es Util esta tincién de
identificacion primaria.

Tincion de esporas: La espora es un mecanismo de defensa generalmente de los
Bacillus'y Clostridium.

e  Pruebas bioquimicas.
Las p as bioquimicas.permiten determinar las caracteristicas metabdlicas de las bacterias objgto de

i ion. Algunas de estas pruebas son técnicas rdpidas, ya que evaluan la presencia.de una a
pre ay su lectura varia entre unos segundos hasta unas pocas horas. Otras pruebas requieren
lectura el crecimiento del microorganismo con una incubacién previa de 18:a.48h; a este grupo pe cen

la mayoria de las pruebas que detectan componentes metabdlicos o aquellas que.determinan la sensibilidad
de un microprganisme’a una sustancia dada tras cultivo en medios de identificacion que contienen el
sustrato a abolizar. No obstante; algunas_de estas pruebas pueden realizarse de formazfé
incubacio nas 2-6h; en general, se trata depreacciones enzimdticas cromogénic
convenci dificadas (hay discos o tabletas comercializados con substratos cromogg
individualizado).

e Prueba de c : La catalasa es una enzima que descompone al p de hidrégeno en
oxigeno y a enzima es similar a la estructura de la hemoglo uyendo al género
StreptococcUS'y algunos ot mayoria de las bacterias aerghi anaerobias facultativas tienen
catalasa.

e Prueba de oxidasa: Basicam es la dete la enzima asa, muy util en la identificacion

de bacterias Gram (-). La reaccién de la oxid se debe a la presencia del sistema de citocromo-
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oxidasa, la cual activa citocromos reducidos por oxigeno molecular, por la transferencia de un
aceptor al estado terminal del sistema de transferencia de electrones.

e Acido de la Glucosa: La mayoria de las bacterias de interés médico usan la glucosa como fuente de
carbono, como parte importante de su metabolismo. Se determina si la bacteria usa la glucosa
produciendo acido y/o gas a partir de dicho carbohidrato. En un tubo con agua peptonada al 1%
tapado, y un tubo de Durham, se inocula la bacteria por agitacién teniendo cuidado de no mover el
tubo de Durham e incubandolo 24 horas y 37°C se obtienen los siguientes resultados.

e Prueba de O/F: para realizgr esta prueba s el medio basico de Hugh y Leisfon con un pH de
7.1. Es un medio semisoli e color ve i picadura, contiene carbohidratos
como: glucosa, lactosa, indicador de pH tiene Azul de
bromotimol_Se usa en do vaselina sellandolo.

s, Uno sin aceite y otro con ace

Seinoculan los d s con la bacteria por picadura y se mantiene a 37°C po ras, obteniéndose:
\ TUBO ABIERTO |TUBO SELLADO|| INTEPRETACION |
‘Amarillo HVerde HOxidacién (aerobio)‘
‘Amarillo (anaerobio facultativo)HAmariIIo HFermentacién J
‘Verde (anaerobio estricto) “Amarillo HFermentacién ’
‘Verde HVerde Jh\legativo (NH;) ‘

rueba de Motilidad: Llamada también de la gota suspendida. Algunas bacterias son. moév
presentar flagelo, los flagelos son encontrados principalmente en las‘formas bacilares y den
resentarse en nimero y posicion variados (monétricos, peritricos, etc.). La base de esta prueba es
eterminar si la_bacteria es mévil o inmévil. Con un asa/de inoculaciéon se le colocaga un
ubreobjetos un poco de muestra y se le agrega una gota de agua destilada. Se coloca s n
ortaobjetos y se observa al microscopio. Podremos observar si las bacterias tienen movi
rectilineos o curvos y en todas direcciones.

Motilidad (+): como en Pseudomonas auruginosa.
Motilidad (-): €emo en Pasteurella multocida.

. ecundarias.

La identificacion se f
microorganismos de i
preparatorio asi com

menta en la comparacion del microorganismo que desea identificar con los
conocida. La exactitud de la identificacién depen ficacia del trabajo
0. Estas pruebas se clasifican de la siguiente manera:

» Simples: Citrato, Malonato, itrat ornasol:
» Multiples: TSI, LIA y SIM.
» Especiales: Coagulasa, Hialuronidasa y Acriflav
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e  Pruebas rapida, con lectura en menos de 6 hrs.

» Hidrdlisis del hipurato. Demuestra la capacidad de algunas bacterias para hidrolizar el hipurato de
sodio a acido benzoico y glicina por la accion de la enzima hipuricasa. Como indicador de la reaccion
se utiliza ninhidrina. Esta prueba se utiliza en la identificacion de Campylobacter jejuni, Listeria
monocytogenes, Gardnerella vaginalis y Streptococcus agalactiae.

» f-galactosidasa (ONPG). Esta prueba demugstra la presencia de la enzima R-galactosidasa. Hay
bacterias que a pesar de poseer enzimas idrolizan la lagtosa (R-galactosidasas), no pueden
actuar sobre ella porque le an las enzi opiadas (permeasas). Para conocer
si un microorganismo es or de nadir el compuesto organico O-
nitrofenil- R-D-galactopir 0 (ONPG) que es incoloro. la bacteria_gposee las enzimas
hidrolizante ctosidasa), el compuesto se transforma en enol, un derivado
cromogénic lor amarillo. Todas las bacterias fermentadoras le la lactosa son R-

» Aminopeptidasa: PYR. La L-pirrolidonil-R-naftilamida sirve como sustrato para la deteccion de

il peptidasa. Se utiliza principalmente en la jidentificacion de Streptoco nes y

E ccus spp. También en la diferenciacidn de Staphylococcus lugdunensis de o filocos

co sa negativa.

» LAP. Se utiliza para la deteccidn de la enzima leucina aminopeptidasa (LAP) y.€s una de las pruebas

para la identificacién_de cocos grampositivos catalasa.negativa; diferencia especificamente los
gneros Aerococcus y Leuconostoc de Streptococcus, Enterococcus, Lactococcus, y Pediococcus.

easa. Determina la capacidad de un organismo de desdoblar la urea formando dos molé de

oniacogpor acciéon del enzima ureasa. Esta actividad enzimdtica es caracteristica de t

species de Proteus y se usa sobre todo para diferenciar este género de.otras enterobacter ue

dan negativo o positivo retardado. La prueba también se utiliza para diferenciar Physobacter

henylpyruvicus de Moraxella spp. Helicobacter pylori y Brucella spp. también hidrolizan la urea.

sta prueba puede ayudar en la identificacion de Cryptococcus spp. quesproduce un re do

ositivo después de una incubacion prolongada.
dol. Mediante esta prueba se detecta la liberacion de‘indol en un cultivo bacterian
liberacién se debe a laidegradacion del aminoacido triptéfano mediante el enzima triptofanasa.

e  Prykbas lentas, con lecturas de 18 a 48 hrs.

> rmentacion. Mediante esta prueba se va a determinar sila utilizacion de tos de
carbono por parte de un microorganismo se realiza por via oxidativa (proceso aerobico, presencia
de oxigeno) qpor via fermentativa (proceso anaerdbico, ausencia de oxigeno).

» Reduccion d atos. Sirve para determinar la capacidad de un organismq ducir el nitrato en
nitritos. Se a asignar bacterias a la familia Enterobacteriace diferenciacién de
Moraxella ¢ is del género Neisseria y en'la identificacién de bacilos gr sitivos aerobios.

» Rojo de metilo. El rojo de s un indicador de pH. re pH 4,2 y 6,3 variando desde

rojo (pH 4,2) a amarillo ( . Me prue omprueba la capacidad de un
microorganismo de produ y manten bles los pro@luctos terminales acidos de la
fermentacion de la glucosa por la via de |la féfentacion acido- mixta. Se utiliza como parte de la
identificacién a nivel de especie de los bacilos entéricos gramnegativos.
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» Voges-Proskauer. Permite observar si el microorganismo fermenta la glucosa por la via
butanodidlica. Si es asi, se forma un producto intermedio (acetoina) que forma un complejo de
color rojizo con el ®-naftol. Se usa en la identificaciéon a nivel de especie de bacilos entéricos
gramnegativos, Aeromonas spp., y Vibrio spp.

»  Agar hierro de Kligler. Mediante esta prueba se puede determinar:

» a. La capacidad de un microorganismo de metabolizar un hidrato de carbono especifico (en este
caso glucosa, lactosa o ambas) incorporado ep un medio de crecimiento basico.

» b. Produccién o no de gases: CO, e H, com oductos finales;del metabolismo de los hidratos de

carbono.

> c. Produccidn de acido sul SH,).

» El medio de Kligler contie o hidratos de carbono la glu y la lactosa. Existe otro medio, el
triple sugar que posee un tercer hidrato de carbono, la sacarg

» Fermentaci azucares. Las bacterias| anaerobias’ o anaerobia tativas a menudo

fermentan c@ohidratos a acidos organicos y gas (H, o ,CO,). Estos pueden@gtectarse incluyendo
en el medio un indiecador de pH.

> plisis de la esculina. Hay microorganismos con capacidad’ de hidrolizar ina en
a y glucosa. La esculetina'reacciona con una sal de hierro para formar puesto
ca 0 oscuro o negro. El'citrato férrico actia como indicador.de la hidrdlisis de la es . Si

se anade bilistal medio se inhibe el crecimiento de la mayoria de microorganismos del género
Streptococcus perorno de la especie Streptococcus bovis y tampoco-inhibe el crecimiento de
icroorganismos de los géneros Enterococcus y Listeria.

oagulasa. Permite determinar la capacidad de coagular el plasma por la accidn de la ima
oagulasa.Se utiliza para /diferenciar S. aureus (coagulasa positivo) de otras espe
taphylococcus. La prueba de la coagulasa en tubo se puede leer tras_incubacién de 4h, pe es

negativa debe incubarse hasta 24h.
> dFenilalanina-desaminasa. Esta prueba determina la capacidad de un microorganismo para
esaminar el aminoacido fenilalanina en acido fenilpirdvico por la actividad enzimatica délide la
enilalanina desaminasa, con \la consiguiente acidez resultante. Esta actividad enzim3
aracteristica de todas las especies de los géneros Proteus; Providencia y Morganella por |

utiliza para separar estos tres géneros de otros géneros.de enterobacterias.
» ADNasa. Se basa'en la capacidad que poseensciertas bacterias para hidrolizar enzimaticamente el
ADM produciendo una mezclaide mono y polinucleétidos.

> jsis de la gelatina. Esta prueba muestra la capacidad de ciertos microorg os para

r la gelatina a/péptidos y aminodcidos, mediante la accion de enzi cificas
denominadas gelatinasas.

» Descarboxilasas. La'descarboxilacion es un| proceso en el cual las descarboxilasas atacan el

extremo carli@kilo de los aminoacidos, formando la correspondiente amin s tres aminoacidos
que se ens la identificacion de enterobacterias' son argini a y ornitina. La
e lisina y ornitina da cadaverina y putrescina (diam mientras que la
descarboxilaciéon de argini citrulina por accion de idrolasa. Esta prueba se debe
realizar con un tubo contro tiene ase si acido. Como la descarboxilacion
es una reaccion anaerdbica debe cubr edio con undtapa de aceite mineral estéril. El
proceso se produce en dos etapas: por fermeRacion de la glucosa se produce una acidificacion del

medio (pH < 6,0), apareciendo color amarillo. La acidificacion es necesaria para que ocurra la
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descarboxilacion. Este ultimo proceso da lugar a la formacidn de las aminas que elevan el pH con el
consiguiente viraje del indicador a color violeta. Esta prueba se utiliza tanto en la identificacion de
bacilos gramnegativos como de bacilos y cocos grampositivos.

» Lipasa. Se basa en la capacidad que tienen ciertas bacterias de descomponer las grasas en acidos
grasos y glicerol, por accién de la enzima lipasa.

» Lecitinasa. La prueba de la lecitinasa pone de manifiesto la produccién de dicha enzima por
determinados microorganismos, capaces ,e actuar sobre la lecitina, sustancia organica
nitrogenada y fosfatada, cqntenida princip te en la yema de huevo.

» Utilizacion de citrato. Est eba sirve icroorganismo es capaz de utilizar
citrato como Unica fuent s como Unica fuente de nitrégeno
en su metabolismo, pro o una alcalinizacién del me Entre las epterobacterias estas
caracteristi an en los siguientes géneros: Enterobacter, Klebsi ratia, Citrobacter y
algunas esp e Salmonella. Sin embargo, Escherichia, Shigella, Salmonella typhi y
Salmonella typhi son incapaces de crecer utilizando citrato como Unica féi@nte de carbono.

» Utilizacion de malonato. Pone de manifiesto la capacidad que poseen‘determinadas bacterias de

ili malonato de sodio como Unica fuente de carbono, con'la consiguiente/i ion del

ue en presencia de iones agua produce alcalinidad.

Sol@fente los microorganismos que pueden usar simultdneamente malonato de 0 como

fuente de carbono y sulfato de amonio como fuente de nitrégeno son capaces de éjercer una

accion tampdn produciendo hidroxide'de sodio. El'aumento de la alcalinidad resultante hace que el
ul de bromotimol cambie de verde a azul. Los microorganismos malonato negativos que
rmentan glucosa hacen que el indicador cambie de verde a amarillo. Se utiliz la
iferenciacion de especies' entre las Enterobacteriaceae. La mayoria de las espe
nterobacter y Klebsiella utilizan malonato de sodio.

» Prueba de CAMP. Sirve principalmente para determinar la capacidad de un microorganismb para
roducir una proteina conocida como factor CAMP. La proteina produce un efecto sinérgico con la
-hemolisina'de S. aureus sobre eritrocitos ovinos y bovinos que se observa como un fen@imeno
itico en la interseccion de los dos microorganismos cuando se siembran en proximidad
Iternativa se puede utilizar el'CAMP inverso. En esta prueba la hemdlisis producida por

microorganismos se.inhibe por las-hemolisina de Si aureus (por.ejemplo, la produccién de
fosfolipasa D deArcanobacterium haemaolyticum-o la fosfolipasa E de Rhodococcus spp.)

° erramientas diagndstico:

» Optoquina. El clorhidrato de etilhidroxi-cupreina (optoquina) inhibe ‘@.muy baja concentracién (5
pug/ml o mengs) el crecimiento de/S. pneumoniae, mientras que no afecta al ggecimiento de otros

Streptococc -hemoliticos.
> Bacitracina. eba puede utilizarse como diagnéstico presuntti identificacién de
Streptococc a hemolitico del grupo A de Lancefield, ya qu diferencia d@ la mayoria de los

estreptococos, suelen ser s bajas concentracion tracina.
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» Solubilidad en bilis. Se basa en la capacidad de determinadas especies bacterianas de lisarse en
presencia de sales biliares, las mas utilizadas de las cuales son el taurocolato y el desoxicolato de
sodio. Ambas provocan un descenso de la tensidn superficial, que, unido a la actuacién de enzimas
autoliticos, destruyen la célula. El efecto de esta enzima autolitica se pone de manifiesto sobre
colonias de S. pneumoniae crecidas en medios sélidos, en las que se aprecia una umbilicacién
central, y también en colonias mucoides.

» Crecimiento en caldo hipersalino. Determjna la capacidad de algunos microorganismos de
desarrollarse en medios de, cultivo con una entracion de clgruro sédico del 6,5%.

» SISTEMAS COMERCIALES TIPRUEBA do numerosos sistemas o equipos
multipruebas con el fin d entificacion de algunas bacterias.
Todas exigen unas condi odo de inocylacidn, incubacién y

precisas en cuanto al in6cu

’

lectura que seguirse, pueden dar lugar a errores. Estos siste en ser manuales o
estar autom s.
° : Protedmicos de identidad bacteriana:

> la tedmica es el estudio y.caracterizacion del conjunto de proteinas expresadas po genoma
(proteoma). Las técnicas de protedmica.abordan el-estudio de este conjunte'de proteinas y las mas
usadas se basan en laelectroforesis'y en la espectrometria.de masas.

pectrometria de masas. La espectrometria de masas es una.técnica analitica que permite lizar
n gran_precisién la composiciéon de diferentes elementos quimicos al permitir la medi
nes derivados de'moléculas separandolos en funcion de su relacion masa/carga(my/z). U s

un atomo o molécula cargada eléctricamente debido al exceso o falta de electrones. Dado §ue la
ayoria de los iones formados poseen una sola carga, la relacién "m/z" es equivalente a "m".
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Parametros a determinar:

PARAMETRO

METODO

LIMITE

MICROBIOLOGICO

Cuenta total bacteriana

NOM-092-5SA1-1994

25-250 UFC/placa

Cuenta de mohos y
levaduras

NOM-111 994

10-150 UFC/placa

Cuenta total de coliformes

NOM-113-SSA1-1994

15-150 UFC/placa

Patégenos (E. coli,
Staphylococcus aureus,
Psudomona a )

Salmonel

NOM-113-S5A1-1994

NOM-114-SSA1-1994

ecifico de cada muestra

Otros microorganismos

Protocolos internes, NMX, AGAC, NOM

Especifico de cada muestra
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