Observacion de colonias y tinciones. Pruebas fisiologicas vy
bioquimicas de identificacion.
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Enfoques basicos para la identificacion de microorganismos

Identificar el microorganismos presente en la muestra :
clasificarlo dentro de un grupo o taxon ya establecido,
con el que tenga la mayor semejanza usando METODOS
DE IDENTIFICACION:
-CONVENCIONALES O CLASICOS:
- Se cultiva el microorganismo (medios sélidos o
liqguidos)
-caracteristicas morfologicas y fenotipicas:
metabdlicas, enzimaticas, fisioldgicas, etc.
-INMUNOLOGICOS: reaccidn antigeno-anticuerpo
-GENETICOS: caracteristicas genotipicas (deteccién de
secuencias especificas de acidos nucleicos)
-OTROS: principios de la quimica, bioguimica y fisica
Si es preciso se determina el serotipo bacteriano usando
antisueros especificos contra los antigenos capsulares
(antigeno K), somaticos: lipopolisacarido de la pared en
Gram — (antigeno O) y flagelares (antigeno H).




METODOS CONVENCIONALES DE IDENTIFICACION MICROBIANA

1.0btencion de un cultivo puro del microorganismo a partir de la muestra
normalmente mediante cultivo en medio sélido en placa. Objetivos

a) CONTAR: Aislamiento directo (ya visto)

Staphylococcus aureus y otras especies iso 638s-1:1999

Metodo horizontal para el recuento de estafilococos coagulasa-positives (Staphylococecus aureus y otras especies).
Parte 1: Técnica que utiliza el medio agar de Baird-Parker (UNE-EN |S0 6888-1:2000).

Confirmacion
Coagulasa

Medio de aislamiento
Sembrar el inGculo en superficie sobre Agar Baird Parker

Incubacion: 48 h a 35-37°C
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b) DETECTAR. Enriquecimiento previo (se

selecciona al microorganismo de iNterés i o s mms mang e e
frente al resto de la poblacién) y A —
aislamiento posterior. ; |
="Enriguecimiento primario o
preenriguecimiento. En medio liquido no ¥ . L
selectivo para recuperar al - .
microorganismo que pudiera estar v 9
danado por congelacion, deshidratacion, : . v oz
tratamiento térmico. ' sior
"Enriguecimiento secundario o ¥ L 4
enriquecimiento selectivo en medio v v ‘ .
liquido donde se selecciona el Dasam D fiopmng
microorganismo con tasa de crecimiento e
mas alta utilizando la composicion v v A
quimica, temperatura, pH, fuerza iénica, Dy O™
aireacioén, fuente de carbono e | I
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Deteccion de Listeria monocytogenes en alimentos



METODOS CONVENCIONALES DE IDENTIFICACION MICROBIANA

2. Identificacion preliminar de las colonias desarrolladas en los medios sélidos

(tamano, color, forma, elevacién, margen)
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Colonias tipicas de Staphylococcus aureus en Baird Parker



3. Observacion de la morfologia mediante la tincion de Gram

(morfologia, agrupacién y reaccién de Gram)
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4. Pruebas de identificacion La taxonomia
bacteriana convencional permite la identificacion
mediante la aplicacion de diversos criterios
(fisioldgicos, metabdlicos y bioquimicos) que se
suelen llevar a cabo en forma de cascada decisoria,
con un algoritmo de identificacion consensuado o
estandarizado (Fig. 1). Siempre se parte de una
identificacion preliminar (basada en la tincidn de
Gram, morfologia colonial, etc.) que permite

Colonias tipicas de Staphylococcus aureus en Baird Parker

simplificar la bateria a un minimo de pruebas @
necesarias y apropiadas.
* Pruebas primarias: determinan la familia o Gram y morfologia ey .
incluso el género Coco gram-postivo No coco gram-positvo - : S P« .
e Catalasa i 2 g a; >/
 Oxidasa t Negativa “:'é‘ ll'f', " ‘1
* Pruebas oxidacién-fermentacién ot - '
* Esporas |— Coagulasa
e Relacion con el oxigeno —
i Movilidad |_ ECN
e Pruebas secundarias y terciarias: se utilizan o
después de las primarias y sirven para L
determinar las especie ~

* Pruebas b|0q uimicas Figura 1. Ejemplo de identificacicn por algoritmo en cascada. ECN: estafilococos negativos para
* Pruebas enzimaticas la coagulasa



Pruebas bioquimicas y enzimaticas rapidas para hacer con las colonias desarrolladas en
los medios de aislamiento

1. Prueba de la catalasa: detecta la enzima catalasa por
aparicion de burbujeo tras adicion de H,0,

2H202 ——— P 2H20 + 02

catalasa

A. Catalasa negativo: Estreptococos
B. Catalasa positivo: Estafilococos

2. Prueba de la oxidasa: detecta el citocromo ¢
oxidasa por medio de reaccion con el reactivo
tetrametil-para-fenilendiamina que en estado
reducido es incoloro y cuando se oxida por el
citocromo c oxidasa pasa a purpura

A. Oxidasa negativo: Enterobacterias
B. Oxidasa positivo: Pseudomonas




3. Prueba de la coagulasa: detecta la enzima
coagulasa que se une al fibrindgeno del plasma
y lo reduce a fibrina (coagulacion)

Coagulasa positivo: Staphylococcus aureus
Coagulasa negativo: El resto de Staphylococcus

Prueba de la coagulasa +

Pruebas fisioldgicas y bioquimicas convencionales que requieren cultivo
del microorganismo

PRUEBAS FISIOLOGICAS

1. Relacidn de las bacterias con el oxigeno ., .
Inoculacion por picadura en agar blando

2. Movilidad
3. Crecimiento en diferentes condiciones ambientales (pH, temperatura y concentracion de

NaCl)



PRUEBAS BIOQUIMICAS

1.Pruebas de produccion de acido y de gas a partir de
carbohidratos. El dcido se detecta por cambio de color
en el indicador de pH y la produccion de gas por la
aparicion de burbujas en el interior de la campana
Durham
= Los coliformes (un grupo de enterobacterias)
fermentan lactosa con produccion de acido y gas
cuando se cultivan en caldo lactosado. Incluye a
Escherichia, Enterobacter, Citrobacter y Klebsiella

- e ——

(A) (B)

(A): caldo lactosado con purpura de bromocresol
(indicador pH) y campana Durham sin inocular

(B): caldo lactosado donde han crecido coliformes



2. Prueba del Rojo de Metilo y de Glucosa

Voges Proskauer: Determina la / \

capacidad de un microorganismo

de fermentar la glucosa por la via Fermentacion acido mixta Fermentacion butanodiolica
acido mixta o por la — 23-Butanediol -
butanodidlica. — Etnanol
Rojo de metilo. ==+ e
El rojo de metilo es un indicador -~ Succinate
de pH variando desde rojo (pH .o Acotate
4,2) a amarillo (pH 6,3). Mediante e GO+ H,
esta prueba se comprueba la Prueba del Rojo de metilo + Prueba Voges-Proskawer +
capacidad de un microorganismo P

de producir y mantener estables Salmonella il

los productos terminales acidos i‘,’-‘:fi;e, Serratia

de la fermentacion de la glucosa ‘:,f;f:;

por la via acidomixta.

Voges-Proskauer. Permite
observar si el microorganismo
fermenta la glucosa por la via
butanodiolica. Si es asi, se forma

MR - VP broth

un producto intermedio
P . Tube on leftis positive (E. coli ); Negative (E. coli) B: Positive (Enterobacter aerogenes;
(acetoina) que forma un complejo S on Hgbt s reiie

de color rojizo con el a-naftol. Se utiliza como parte de la identificacién a nivel de especie de enterobacterias




3. Pruebas de descarboxilacion de aminoacidos
= Lalisina descarboxilasa (LDC) a partir del aminoacido
lisina en anaerobiosis produce una diamina + CO, que
suben el pH del medio y se detecta con un indicador de
pH. Ej. Salmonella es LDC (+)

Lisina O Cadaverina
HoN \/\/ﬁ)‘\OH _ HoN \/\\/\/NHQ + COQ
NH,

4. Utilizacidon de citrato como fuente de
carbono

= Medio citrato citrato (fuente de
carbono) y sales de amonio(fuente de
nitrégeno). Sélo las bacterias capaces
de metabolizar el citrato podran
multiplicarse en este medio liberando
carbonatos, bicarbonatos y NH; lo que
produce una fuerte alcalinizacién del
medio y un cambio de color del
indicador de pH (azul de bromotimol).

A B C

L BHE
vicars [ TSN

LYSINE LOT 6508 DECARE
BASE

LOT 5508
ERP 1-31.07

P -39

FIGURE 11-11  With the use of bromcresol purple as the pH
indicator, a negative lysine decarboxylase test is indicated by de-
velopment of a yellow color (A); a positive test is indicated by
the purple color (B). A control tube not containing lysine is in-
cluded for color comparisons (C).

positive
citrate




Identificacion de Enterobacterias por método convencional
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Colonias tipicas de enterobacterias en VRBGA Tincion de Gram (A), prueba de la catalasa (B) y oxidasa (C) de colonia tipica

Fermenta la
Lactosa?

y w‘
¢ Pueden utilizar acido

citrico como unica
fuente de carbono?

i Pueden utilizar acido
citrico como unica
fuente de carbono?

No Si No Si
Shigella: Salmanella: Escherichia Froduce
produce lisina Generalmente acetoina?
Decarboxilasa produce H,5
No / Si\t
Citrobacter Enterabacter



Ted
Bacilo Gram -, positivo a la catalasa, negativo a la oxidasa = Lo básico para que sea una enterobacteria (hasta aquí hemos discriminado por familia)

Seguir el esquema de abajo para discriminar por género


Modificaciones de las pruebas bioquimicas convencionales: Sistemas Multiprueba

= Consiste en una bateria de pruebas simultaneas que:
= facilita la inoculacion del medio

= disminuye el tiempo de incubacién
= sistematiza la determinacion de la especie segun las reacciones obtenidas

SISTEMAS MULTIPRUEBA MANUALES

API (BioMeriuex) Reactivos desecados en cavidades plasticas para todo tipo tipo de

microorganismo Ej. APl 20E para enterobacterias
- Se inocula una suspensién del microorganismo
- Se incuba y se lee cambio de color

Lecture de la galerie APl 20E
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Klebsiella pneumoniae
ou Serratia liquefaciens

Code de la souche: 5215773




Salmonella spp. iso 6579:2002 H
Meétodo horizontal para la deteccion de Salmonella spp. (UNME-EN 150 6579:2003).

Medio de Preenriquecimiento Medios de Enriquecimiento Medio de Aislamiento Confirmacidn
Agua de Peptona Tamponada Caldo Rappaport Vassiliadis Soja (RVS)  Aislamiento en Agar Xilosa Lisina Confirmacion Bioguimica
Incubacion: 37°C durante 18 + 2h  Incubacion: 41,5°C durante 24 + 3 h Desoxicolato (XLD) Agar Tres Azdcares Hiemo (TS
v ofro agar secundario Agar Urea
escogido por &l laboratono Descarbawilacion de la Lisina
Incubacidn: 37°C durante 24 + 30 B-galactosidasa
Woges-Proskauer
Caldo Tetrtionato Muller-Kauffmann Ajislamiento en Agar Xilosa Lisina  Indol
con Movobiocina (METTn) Desoxicolato (XLD) Incubacidn: 37°C duranta 24+3 h
Incubacicn: 37°C durante 24 = 3 h v ofro agar secundario Confirmacion Seroldgica
escogido por &l laboratono Confimmacidn de los antigenas O,

Incubacidn: 37°C durante 24 + 30 Hy WM

PREENRIQUECIMIENTO ENRIQUECIMIENTD
? XLD
25g625ml y otro agar secundario
[ ] escogido por el laboratorio
Opciones:
) Verde Brilante Agar (BGA) + - +
' Hektoen Agar TSI u Descarboxilacic
0,1 ml Agar Salmonella Shigella (SS) Agar AgarUrea et
| 0,1 ml Rappaport Vassiliadis Cromogénico
| ? Caldo
L XD

y otro agar secundario

Agua de Peptona escogido por el laboratorio

Tamponada _ _
225 ml B-galactosidasa Voges-Proskauer Indol
Opciones:
Verde Brillante Agar (BGA)
1ml Hektoen Agar
MKTTh Agar Salmonella Shigella (55)

Cromogénico


Ted
Se tarda 4 días en determinarla y se usa en alimentos no perecederos. NO se usa en alimentos perecederos porque es convencional y se tarda mucho.
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