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AGAR SANGRE. HEMOLISIS.

Medio de cultivo enriquecido con la adiccion degsanlLas hemolisinas son enzim
qgue lisan los hematies. Las bacterias que prodastas enzimas presentan un h
transparente alrededor de las colonias a consedeudacla lisis de los hematies.
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siembre por agotamiento en estria en placas desaggre y se incuba. Hemdlisis alfa.

Hemodlisis beta. Hemolisis gamma. La hemodlisis alarefiere a una lisis parcial

e

eritrocitos que produce una coloracion verde quebserva alrededor de las colonjas

(debido a la liberacion de un producto de degriadagde la hemoglobina llamado bi
verdina); la hemdlisis beta se refiere a un haldhemolisis completamente claro y
hemolisis gama se refiere a la ausencia de hemdliss estreptococos del grupo A y
son beta hemoliticos, mientras que D es generadnadfat 0 gamma. Los Streptococa
pneumoniae y viridans son alfa-hemoliticos. Potalato la reaccion de hemodlisis
importante para la clasificacion de los estreptosota reaccion de hemdalisis junto G

otra de las caracteristicas fisiologicas es sudfieiepara una identificacion clini¢

presuntiva. Entre otras bacterias que pueden bamolisinas se incluye Streptococ
salivaris, Micrococcus luteus, Bacillus cereus, ok,.c Klebsiella pneumoniae
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Pseudomonas aeruginosa.

BETA-GALACTOSIDASA (ONPG)

Esta enzima hidroliza la lactosa originando glucpsgalactosa. Para conocer si
microorganismo posee [3-galactosidasa se utilizaoamtrato un compuesto organi
ONPG (o-nitrofenil-3-D-galactésido), que presentamgsmo tipo de enlace de

galactosa que en la lactosa, éste, al ser hiddaljzébera o-nitrofenol que es de co
amarillo, mientras que el ONPG es incoloro. Potatama reaccion positiva original
color amarillo cuando se incube el microorganism@eesencia de ONPG. La prue

se realiza en medio liquido que contiene ONPG ycwantitativa. POSITIVOS;
Escherichia coli , Citrobacter freundii, Klebsiellpneumoniae. NEGATIVOS:
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Salmonella typhimurium. Proteus mirabilis.

BILIS SOLUBILIDAD

Algunos microorganismos se lisan en presencia liee Bie inocula un caldo nutritiv]
sin glucosa y con pH alrededor de 7 con el micraoiggno durante 24 h y se le afiad
solucion de bilis al 10% (generalmente desoxicali#tsodio). Se incuba a 35-37°C y
antes de 3 h se produce un aclaramiento en el ridatedel tubo se identific

Streptococcus pneumoniae.
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CATALASA

La catalasa es una enzima que descompone al permididrogeno en oxigeno y agua,

esta enzima es similar a la estructura de la heohogl. La catalasa protege a
células frente al peréxido de hidrogeno producido lps macréfagos a través ¢

metabolismo del oxigeno. Cataliza la formacion gigaay oxigeno a partir del peroxido

de hidrégeno. Es muy util para distinguir Streptmes (negativa) de Staphylococa

(positiva) y Clostridium (negativa) de Bacillus §itova). La actividad catalasa se

detecta afladiendo unas gotas de peroxido de hitrd@8o) sobre colonias en mec
gue no sea de agar sangre (da resultados falsmgroduccion de burbujas indica

presencia del enzima. Excluyendo al género Streptos, clostridium y algunos otros
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la mayoria de las bacterias aerobias y anaerobtastdtivas tienen catalasa.Ej. E.coli,

Pseudomonas spp.

CARBONO: UTILIZACION DE FUENTES

La mayoria, pero no todas las bacterias, puedeercem medios simples con una umn

ica

fuente de carbono. Este método permite ensayandhilidad y la capacidad para
utilizar sustratos especificos. Las bacterias seulan en medios simples conteniendo

diferentes sustratos organicos como fuentes dewcanpenergia.

CITRATO

Usado para diferenciar enterobacterias. Hay migarmismos capaces de utilizar

el

citrato como Unica fuente de carbono produciendaliaidad. La prueba se realiza |en

tubos de medio sélido muy inclinados, ya que ldizatiion se produce solo en

condiciones aerobias, que contienen un indicad@Hlque vira de color verde a azul
alcalinizarse el medio.

COAGULASA

La coagulasa es un enzima capaz de desnaturaifiriha del plasma. La mayoria de

las cepas de Staphylococcus aureus patdgenas oferigénicas) producen es
enzima. Se afiade una suspension densa de baatenasibo pequefio con plasma y
incuba a 37 oC. Se observa la coagulacion ent# ya24 h.

CONTRASTE DE FASES

El microscopio de contraste de fases dispone dsisiema en el que se acentlg
diferencia entre el indice de refraccion de laslladly del medio incrementando as
contraste de células translucidas, sin uso de aes. Pemite distinguir facilmente
Bacilos y Cocos
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DESCARBOXILASAS DE AMINOACIDOS

(arginina, lisina, ornitina) Los amindacidos algmrel grupo carboxilo se convierten

aminas lo que incrementa el pH del medio y el mdior (purpura del bromocresol) vira

en

a violeta. Las descarboxilasas son Utiles en laeraliftiacion de enterobacterias. lLas

bacterias se inoculan en medios complejos queeswentilisina, ornitina o arginina gal

1% y un indicador de pH (purpura de bromocresol).

DIGESTION Y COAGULACION DE LECHE
(PRUEBA DEL TORNASOL)

El tornasol es un indicador redox y de pH que salafa la leche para determinar
fermentacion de la lactosa, la caseolisis (Digastidisolucion) y la Coagulacion de
caseina. La leche se incuba, una vez inoculadagrbiosis o anaerobiosis, segur

microorganismo, a 35-37°C. Si aparece color rosmdécador es inicialmente purpura)
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indica fermentacion de la lactosa (acidificaci@n)yo cambia el color no se ha utilizado

la lactosa ni los compuestos nitrogenados, un catol indica reaccion alcalina
significa que no se ha utilizado la lactosa y sidompuestos nitrogenados, la aparic

de un coagulo indica coagulacién de la leche ykrieidn de burbujas, produccién de

gas. La caseolisis (digestion) provoca disoluci@n la leche que se aprecia n
transparente.

DNASA

Algunas bacterias excretan nucleasas que hidroéz&NA. Se hace una estria grué
en una placa de medio que contenga DNA. Se reesjaués de incubar con HCL 0,1
gue precipita el DNA no hidrolizado.
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ESPORULACION (CALENTAMIENTO)

Las Endosporas son formas de resistencia metab@a inactivas, que resisten
alta temperatura, la desecacion y la radiacion. eradosporas pueden sobrevivir
calentamiento y originar nuevas formas vegetatirasn medio de cultivo. Se inocu
un tubo de caldo con una suspension sospechosantiner endosporas. Se calient
80 oC durante 10 min. Se enfria y se incuba a teatyr@ adecuada. Los bacilos Gr
positivos esporulados son Clostridium spp, Baahisacis, cereus.

FENILALANINA DESAMINASA

Las desaminasas catalizan la pérdida de NH3 ermimoacido originando un &cid
carboxilico. Las bacterias que desaminan la famlah producen acido fenilpiravig
gue con Fe3Cl en solucion acida produce un colodos® ( el reactivo es de col

o

amarillo).
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FERMENTACION DE AZUCARES

Las bacterias anaerobias o anaerobicas facultaivasnudo fermentan carbohidratos a
acidos organicos y gas (H2 o CO2). Estos puedeastidese incluyendo en el medio un

indicador de pH y una campana Durham. Se puedayandiferentes azucares co
sustrato para diferenciar especies, sobre todo adéerdas entéricas. Se inocula
bacteria en un medio conteniendo una pequefa edntiel peptona, un indicador de
y una fuente de carbono fermentable al 1-2 % ydleca dentro de los tubos u
campana Durham.
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HIDROLISIS DEL ALMIDON

Los polisacaridos, como el almidon son demasiadgo$apara ser transportados
interior de la célula. Los microorganismos excretamilasas que hidrolizan es
polimeros hasta oligosacaridos o monosacaridopgegen usarse como sustratos |

crecer. La hidrdlisis de almidon es analizada edioseconteniendo almidon en pla¢

Después de incubar se inundan las placas con dugodl unirse con el almidén intag
forma un complejo purpura.
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HIDROLISIS DE ESCULINA

La esculina contiene un carbohidrato unido a unpr@sto aromatico. Este test se ug
menudo para distinguir especies de Streptococaag nkicroorganismos que hidroliza
la esculina en esculetina y glucosa, la primeracieaa con sales de hierro originan
un compuesto de color negro. Se realiza en tulmbisawdlos incubados durante 48 h.
crecen las bacterias en un medio complejo quearmn®,01 % de esculina y un 0,05
citrato férrico.
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HIDROLISIS DE GELATINA

La mayoria de los polimeros son demasiado graratassgr transportados dentro de
células. Las bacterias excretan enzimas extracetulgue hidrolizan esos polimer
transportando al interior de la célula en mondmejos les sirven para crecer.

produccion de proteasas es evaluada por incorgorad® una proteina (gelatina
caseina) en un medio soélido en placa. La placanseda con acido que precipita
proteina no hidrolizada.
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HIDROLISIS DE HIPURATO

El hipurato es un compuesto organico aromatico quede ser hidrolizad
enziméticamente originando benzoato (que se pomeatdéfiesto al afiadir ninhidrina
Fe3Cl) y glicina. Este test se usa a menudo p&eeediciar especies de Campylobag
y de Streptococcus. Una suspension de bacteriaBaske a una solucion de hipurat
se incuba 2 horas. En ese momento se afiade |amnahi
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HIDROLISIS DE LIPIDOS

(Lipasas) Algunas bacterias excretan lipasas esltrlares que pueden hidroliz
lipidos grandes en sustratos de bajo peso moleguéason trasportados al interior de
célula para ser utilizados en el crecimiento. Umaulsion de lipidos y un indicadc
llamado Spirit Blue se incorporan en un medio sdtidmplejo.
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INDOL

Utilizado para diferenciar enterobacterias. Exidtenterias que producen triptofana
que convierte el triptéfano en indol La bacteriacsece en medios que contien
triptéfano (caldo de triptoma). La presencia deolnde detecta afadiendo

dimetilaminobenzaldehido. Las bacterias que rasittdol positivas al romper el ind
del triptoéfano, incluyen: Aeromonas hydrophilizgrdmonas punctata, Bacillus alve
La mayoria de los Citrobacter spp., Edwardsidgiap., Escherichia col
Flavobacterium spp., Haemophilus influenzae, lagyania de los Proteus spp. (mas

el P. mirabilis), Plesiomonas shigelloides, P&ty multocida, Pasturella

pneumotropica, y Vibrio spp.
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KCN: CIANURO DE POTASIO

El KCN inhibe la cadena de transporte de electraim@gndose a los citocromg
impidiendo el crecimiento microbiano. Sin embargdgunas bacterias no s
inactivadas y pueden nacer. Las bacterias se iamo@&r caldo de peptona que conti
cianuro potasico.
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KLIGLER
TSI (GLUCOSA,LACTOSA,SACAROSA)

Se utiliza este medio en la diferenciacién de ebterias. En el mismo medio
pueden determinar la fermentacion y utilizacion Ide hidratos de carbono,

produccion de sulfhidrico y la producciéon de gaspfimer medio (Kligler) contieng
glucosa y lactosa, el segundo ademas contieneosacdde preparan en tubos po
inclinados y con bastante medio, inoculandolosgcadura en el centro del medig
realizando ademas una estria recta al salir sabseiperficie inclinada del medio. |

produccion de acido de glucosa se pone de mawifegsel fondo del tubo por viraje del

indicador a amarillo, la de la lactosa en la supierinclinada por viraje al mismo colg
la produccién de gas a partir de glucosa por aparite burbujas que agrietan el me
y la de sulfhidrico por la aparicion de un preeigd negro debido a las sales de hié
presentes.
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LECITINASA

Algunos microorganismos producen lecitinasa quéaasbbre la lecitina. Se utiliza
agar yema de huevo, se inocula e incuba a 35-3i°&aerobiosis durante 48 h. L

el
as

colonias productoras de lecitinasa forman una ppaaa a su alrededor.
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MACCONKEY

Es un medio diferencial que permite distinguir entnterobacterias que hidrolizan
lactosa y las que no lo hacen. La hidrolisis dedtosa produce acidos organicos y|las
colonias que la hidrolizan adquieren un color rdjas colonias lactosas negativas
permanecen incoloras aunque el medio vira a amanif la subida de pH que origina
la utilizacién de las proteinas (peptona) del me8ie inoculan placas de medio y|se
incuban a 37 oC.

MOVILIDAD

La movilidad de las bacterias es consecuencia derésencia de flagelos. El
movimiento puede observarse en preparacion enofi@st el microscopio de contraste
de fase. Para ver la movilidad se realiza una paepm en fresco que se observal en
contraste de fases. La movilidad debe distinguedenovimiento Browniano debido|a
las corrientes en la preparacion.

OXIDACION-FERMENTACION

El medio de Hugh-Leifson es una base sin carboloslraa la que se puede anadir
después de esterilizarlo cualquier azUcar estadlitizoreviamente por filtracion. Cuando
se habla de esta prueba sin especificar nada,ugaguponer que el test se ha hecho|con
glucosa, asi, cuando se dice que un microorganissnoxidante o fermentador se
sobreentiende que lo es con respecto al metabotient@ glucosa. La prueba se realiza
en dos tubos con medio semisélido y recto, quaaimente son de color verde. Se
inoculan por picadura en el centro del tubo y ueoetlos se recubre con parafina
liquida estéril (que impide el contacto del medan el oxigeno atmosférico). El
indicador en medio acido (el metabolismo de loscams produce acidos, tanto |en
presencia como en ausencia de oxigeno) es de awfarillo. Si el microorganismo es
Gnicamente oxidante , después de la incubacionesbtéma amarillo el medio sin cubrir
con parafina, si es oxidante y fermentador, erdtmstubos el color virara a amarillg y
si sOlo puede utilizar el azucar cuando no hay endgseria fermentador (tubo cpn
parafina amarillo)

OXIDASA

La presencia de citocromo C oxidasa en la caderieadsporte de e- puede detectarse
utilizando un aceptor de e- artificial p-fenilendi@a. Este test se usa para diferenciar
Pseudomonas de enterobacterias. Se utiliza conativeeg-fenilendiamina al 1% en
agua, que se coloca en un papel de filtro, posteente, con un asa que no sea de
hierro (daria falsos s), se coge una colonia de 24e extiende sobre el papel mojado.
Es positiva cuando aparece un color azul en la dergeposito de la bacteria.
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REDUCCION DE NITRATO A NITRITO

Algunas bacterias pueden usar nitratos como acéiptdrde e- en la respiracion.
nitrato puede ser reducido a nitrito . Las entectdyaas y Pseudomonas son usualmé
s. Las bacterias se inoculan en medios conteniamtiato potasico. El nitritg
procedente de la reduccion de células puede detectdiadiendo alfa-naftilamina
acido sulfanilico produciéndose un color rosa-rojo.

2nte

REDUCCION DE NITRATO A NITROGENO
GASEQOSO

Se puede saber si el nitrato puede haberse redoddaue hasta nitrito produciéndc

)Se

nitrdgeno gas. Si al afiadir zinc en polvo no apaEdor rojo es que no queda nitrato

porque se ha reducido a gas (desnitrificacion).

SENSIBILIDAD A OPTOQUINA

La optoquina (clorhidrato de etilhidroxicuprein@hibe a bajas concentraciones
crecimiento de S.pneumoniae, mientras que no afattarecimiento de otro

el
S

estreptococos alfa-hemoliticos. Se realiza igual lgyrueba anterior, con discos sopre

placas inoculadas. En S.pneumoniae se observas talmhibicién del crecimiento @
mas de 15 mm

e

SULFHIDRICO

Muchas bacterias producen sulfuro de hidrégendh(sinico) a partir de aminoacidd
azufrados (cisteina o metionina) o tiosulfato. earfentacion de sulfhidrico puede
detectada incluyendo hierro reducido en el medra farmar un precipitado negro ¢
FeS Se inocula un medio de agar nutritivo conteludiosulfato de metionina y sulfa
ferroso.

S
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ROJO DE METILO

Para diferenciar bacterias entéricas se utilizaeglio liquido de Clark y Lubs igual gt
en la prueba de Voges-Proskauer. Se inocula elanedna vez incubado se le afiac
unas gotas de rojo de metilo al 0,5% en etancd%.B8Jna coloracion roja indica que
prueba es positiva, es decir, que los microorgamsshan fermentado la glucosa p
producir acido piravico El rojo de metilo es unicatior que es rojo a pH <4.3.>4.3.
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TIOGLICOLATO

Este medio se usa para determinar el efecto dejeo®i sobre el crecimien

microbiano. Aerobio, Anaerobio, Facultativo, Micenabio. Un tubo con medio

semisolido contiene tioglicolato para reducir elgpeial redox del medio. Asi solo h
oxigeno en la superficie y no en el resto del tiiadubo es inoculado con un asa

punta y se incuba hasta que se produce crecimi8ntel. microorganismo es aerohi

estricto crecera en la parte de arriba del tubessanaerobio estricto no crecera e
parte mas alta del tubo y si es anaerobio facuitatrecera por todo el medio
cultivo.
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UREASA

Este enzima hidroliza la urea (H2N-CO-NH2) y orggiamonio lo que producira
incremento del pH que puede detectarse con unaddic Las bacterias se inoculan
un medio con glucosa-peptona y urea al 2%. Comoaddr de pH se utiliza rojo feng

n
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VOGES-PROSKAUER

Uno de los test del IMVIC para enterobacteriasl &0ges Proskauer. Las especies
llevan a cabo la fermentacién a butanodiol deuda@ga acumulan acetoina en el me
Las bacterias se inoculan en caldo glucosa-pept@asaespecies que llevan a cabd
fermentacion butanodidlica de la glucosa formantcdca en el medio. Se afa
alfanaftol y creatina en medio alcalino . La ageto$e convierte en diacetilo con
aparicion de un color rojo
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ZIEHL-NEELSEN: BAAR

Reactivos: fucsina basica fenicada - solucion d#ogalcohol (3% de HCI en etanol ¢
95°) - azul de metileno Método: Extension - Deserae Fijacion con alcohol metilic
y enfriar - Fucsina durante 5 min en caliente -da@r hasta desaparicion del co
con acido-alcohol - Lavar con agua - Azul de metildurante 1 min - Lavar con agu
Secar - Observacion con objetivo de inmersion. Estaon permite diferenciar a Ig
microorganismos que son acido alcohol resistedtgolor rojo, de los que no lo sg
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de color azul. Se utiliza en la identificacion dieobacterias.
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