
Observación de colonias y tinciones. Pruebas fisiológicas y 
bioquímicas de identificación.  

Tema 13.- MÉTODOS CONVENCIONALES DE IDENTIFICACIÓN MICROBIANA 



Enfoques básicos para la identificación de microorganismos 

Identificar el microorganismos presente en la muestra :  
clasificarlo dentro de un grupo o taxón ya establecido, 
con el que tenga  la mayor semejanza usando MÉTODOS  
DE IDENTIFICACIÓN: 
-CONVENCIONALES O CLÁSICOS:  

- Se cultiva el microorganismo (medios sólidos o 
líquidos) 
-características morfológicas y fenotípicas:  
metabólicas, enzimáticas, fisiológicas, etc. 

-INMUNOLÓGICOS: reacción antígeno-anticuerpo 
-GENÉTICOS: características genotípicas (detección de 
secuencias específicas de ácidos nucleicos) 
-OTROS: principios de la química, bioquímica y física 
Si es preciso se determina el serotipo bacteriano usando 
antisueros específicos contra los antígenos  capsulares 
(antígeno K), somáticos: lipopolisacárido de la pared en 
Gram – (antígeno O) y flagelares (antígeno H). Escherichia coli O157:H7 



METODOS CONVENCIONALES DE IDENTIFICACIÓN MICROBIANA 

1.Obtención  de un cultivo puro del microorganismo a partir de la muestra 
normalmente mediante cultivo en medio sólido en placa. Objetivos 
 

a)  CONTAR: Aislamiento directo (ya visto) 
 
 



b)  DETECTAR. Enriquecimiento previo (se 
selecciona al microorganismo de interés 
frente al resto de la población) y 
aislamiento posterior. 
Enriquecimiento primario o 
preenriquecimiento. En medio líquido no 
selectivo para recuperar al 
microorganismo que pudiera estar 
dañado por congelación, deshidratación, 
tratamiento térmico.  
Enriquecimiento secundario o 
enriquecimiento selectivo en medio 
líquido donde se selecciona el 
microorganismo con tasa de crecimiento 
más alta  utilizando la composición 
química, temperatura, pH,  fuerza iónica, 
aireación, fuente de carbono 

 
 

Detección de  Listeria monocytogenes en alimentos 



2. Identificación preliminar de las colonias desarrolladas en los medios sólidos  
 

 (tamaño, color, forma, elevación, margen) 

Colonias típicas de Staphylococcus aureus en Baird Parker 

METODOS CONVENCIONALES DE IDENTIFICACIÓN MICROBIANA 



3. Observación de la morfología mediante la tinción de Gram 
 

 
(morfología, agrupación y reacción de Gram) 

Streptococcus pyogenes 

Escherichia coli 



4. Pruebas de identificación La taxonomía 
bacteriana convencional permite la identificación 
mediante la aplicación de diversos criterios 
(fisiológicos, metabólicos y bioquímicos) que se 
suelen llevar a cabo en forma de cascada decisoria, 
con un algoritmo de identificación consensuado o 
estandarizado (Fig. 1). Siempre se parte de una 
identificación preliminar (basada en la tinción de 
Gram, morfología colonial, etc.) que permite 
simplificar la batería a un mínimo de pruebas 
necesarias y apropiadas. 
• Pruebas primarias: determinan la familia o 

incluso el género 
• Catalasa 
• Oxidasa 
• Pruebas oxidación-fermentación 
• Esporas 
• Relación con el oxígeno 
• Movilidad 

• Pruebas secundarias y terciarias: se utilizan 
después de las primarias y sirven para 
determinar las especie 
• Pruebas bioquímicas 
• Pruebas enzimáticas 

 

Colonias típicas de Staphylococcus aureus en Baird Parker 



  
1.  Prueba de la catalasa: detecta la enzima catalasa por 
     aparición de burbujeo tras adición de H2O2  
 

 
 

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

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

 
 

 

A B 

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

Pruebas bioquímicas y enzimáticas rápidas para hacer con las colonias desarrolladas en 
los medios de aislamiento 



  
 
 3.   Prueba de la coagulasa: detecta la enzima   

 coagulasa que se une al fibrinógeno del plasma 
 y lo reduce a fibrina (coagulación) 

 
 

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

Prueba de la coagulasa + 

Pruebas fisiológicas y bioquímicas  convencionales que requieren cultivo 
del microorganismo 
  
 
 
1. Relación de las bacterias con el oxígeno  
2. Movilidad 
3.  Crecimiento en diferentes condiciones ambientales (pH, temperatura y concentración de 

NaCl) 
 
 
 
 

 
 

Inoculación por picadura en agar blando 

PRUEBAS FISIOLÓGICAS 



  
 
  PRUEBAS BIOQUÍMICAS 

1.Pruebas de producción de ácido y de gas a partir de 
carbohidratos. El ácido se detecta por cambio de color 
en el indicador de pH y la producción de gas por la 
aparición de burbujas en el interior de la campana 
Durham 
 Los coliformes (un grupo de enterobacterias) 

fermentan lactosa con producción de ácido y gas 
cuando se cultivan en caldo lactosado. Incluye a 
Escherichia, Enterobacter, Citrobacter y Klebsiella 

(A): caldo lactosado con púrpura de bromocresol 
(indicador pH) y campana Durham sin inocular  
 
(B): caldo lactosado donde han crecido coliformes 

(A) (B) 



2. Prueba del Rojo de Metilo y de 
Voges Proskauer: Determina la 
capacidad de un microorganismo 
de fermentar la glucosa por la vía 
ácido mixta o por la 
butanodiólica.  
Rojo de metilo.  
El rojo de metilo es un indicador 
de pH variando desde rojo (pH 
4,2) a amarillo (pH 6,3). Mediante 
esta prueba se comprueba la 
capacidad de un microorganismo 
de producir y mantener estables 
los productos terminales ácidos 
de la fermentación de la glucosa 
por la vía ácidomixta. 
 
Voges-Proskauer. Permite 
observar si el microorganismo 
fermenta la glucosa por la vía 
butanodiólica. Si es así, se forma 
un producto intermedio 
(acetoína) que forma un complejo 
de color rojizo con el α-naftol.  Se utiliza como parte de la identificación a nivel de especie de enterobacterias 



 
3. Pruebas de descarboxilación de aminoácidos 

 La lisina descarboxilasa (LDC) a partir del aminoácido 
lisina en anaerobiosis produce una diamina + CO2 que 
suben el pH del medio y se detecta con un indicador de 
pH. Ej. Salmonella es LDC (+) 

                    
    
 
 
 

 
 

4. Utilización de citrato como fuente de 
carbono 

 
 Medio citrato citrato (fuente de 

carbono) y sales de amonio(fuente de 
nitrógeno). Sólo las bacterias capaces 
de metabolizar el citrato podrán 
multiplicarse en este medio liberando 
carbonatos, bicarbonatos y NH3 lo que 
produce una fuerte alcalinización del 
medio y un cambio de color del 
indicador de pH (azul de bromotimol). 



Identificación de Enterobacterias por método convencional  

Colonias  típicas de enterobacterias en VRBGA Tinción de Gram (A), prueba de la catalasa (B) y oxidasa  (C) de colonia típica 

A 

C 

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



  
 
 
 Consiste en una batería de pruebas simultáneas que:  

 facilita la inoculación del medio 
 disminuye el tiempo de incubación 
 sistematiza la determinación de la especie según las reacciones obtenidas 

 
 
 
 

 
 

Modificaciones de las pruebas bioquímicas  convencionales: Sistemas Multiprueba 

SISTEMAS MULTIPRUEBA MANUALES 

API (BioMeriuex) Reactivos desecados en cavidades plásticas para todo tipo tipo de 
microorganismo Ej. API 20E para enterobacterias 

 - Se inocula una suspensión del microorganismo  
 - Se incuba y se lee cambio de color 
  
 
 
  



- 

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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