UNIDAD 1: PROCEDIMIENTOS TECNICOS EN BACTERIOLOGIA CLINICA

SUMARIO: 

Pruebas de identificación bacteriana dependientes de cultivo. Concepto. Pruebas bioquímicas y fisiológicas más utilizadas en los laboratorios de microbiología. Interpretación de los resultados. 

Pruebas de identificación bioquímicas: son medios especiales, elaborados con diferentes soluciones químicas, donde las distintas bacterias sembradas tendrán un comportamiento bioquímico conocido y constante, lo cual nos permitirá un diagnóstico bastante seguro. 

1. Interpretación del Kligler:

Es un medio diferencial que permite distinguir los microorganismos fermentadores de la glucosa, la lactosa y los productores de SH2 y gas. Contiene rojo fenol como indicador de pH, sales de hierro, peptonas etc. Cuando se prepara y se reparte en tubos hay que tener la precaución de que la altura del fondo debe ser por lo menos 2 veces mayor que la cuña para obtener buenos resultados. Las colonias aisladas se resiembran en el medio en estrías sobre la pendiente y en picadura en el fondo (hasta el fondo del tubo), se incuba a 37(C con las tapas flojas. 

Los resultados que pueden obtenerse son los siguientes:

· Utilización solamente de glucosa: viraje del fondo a amarillo (acidificación del rojo fenol), la pendiente no cambia.

· La producción de gas se traduce por la aparición de burbujas que pueden, en algunos casos fragmentar el medio. 

· Utilización de lactosa: viraje de la pendiente a color amarillo.

· Producción de H2S: EL bisulfato se reduce por efecto de algunos gérmenes a sulfhídrico, el cual reacciona por la solución férrica produciendo sulfuro de hierro en forma de un precipitado negro del medio que aparece en la zona fondo-pendiente o a nivel de la picadura

Es necesario interpretar los tubos inoculados después de 18-24 horas de incubación, pues si no pueden ocurrir errores de interpretación:

· Después de 24 horas: la glucosa (en aquellos que la utilizan) ha sido consumida por completo, si el microorganismo no degrada la lactosa, comienza a utilizar las peptonas (hacia la zona de mayor aerobiosis, pendiente del tubo) que se encuentran en el medio para la obtención de nutrientes. El catabolismo de las peptonas produce liberación de NH3  provocando la alcalinización del medio, por lo que cambia el mismo a rojo en esa zona

· Antes de las 12 horas: el medio se observa de color amarillo completo debido a la utilización de la glucosa. 

Podemos aseverar que en el medio de Kligler ocurre una respuesta adaptativa de un microorganismo en crecimiento en presencia de pares de sustrato (glucosa y lactosa) como fuentes de carbono.

La glucosa (en aquellos microorganismo que la utilizan) induce la síntesis de enzimas para su degradación y reprime la síntesis de otras enzimas necesarias para utilizar la lactosa (en aquellos microorganismos que la degradan) y que se pondrán de manifiesto una vez que haya sido consumida toda la glucosa (de 10-12 horas después de haberse iniciado el crecimiento.

2. Actividad sobre la Fenilalanina: 

Principio: Determina la capacidad de un microorganismo de desaminar la fenilalanina por su actividad enzimática, con la consiguiente acidez del medio por la producción de ácido fenil pirúvico. 

Método: La reacción se pone de manifiesto al añadir 4-5 gotas de cloruro férrico (FeCl3) al medio, se hace rotar y se espera de 1-5 minutos, si se observa la aparición de un color verde en el pico de flauta se informa como positiva.

3. Utilización del Acetato:

Principio: Facultad de un microorganismo para utilizar el acetato como única fuente de carbono.

Mecanismo: El Acetato es metabolisado, liberando  Na que al unirse a los radicales OH forman OHNa alcalinizando el medio.

Recursos: Agar acetato de sodio al 2% en tubo inclinado.

Sembrar por extensión.

Incubar 18-24 h a 35-37oC.

Interpretación:

Positivo:   azul

Negativo: verde

4. Reacción del Indol.

: Facultad de oxidar el Triptófano a metilindol (escatol) y este a  indol.  

Mecanismo: Indol y Escatol + reactivo de prueba (Kovacs, Erlich)  se obtiene        color rosado  (en forma de anillo). 

Interpretación:
Positiva: Formación de una capa rojo-violácea.

Negativa: Capa incolora o no formación de capa.

Si el microorganismo presenta la enzima triptofanasa libera el anillo indol, lo cual es evidenciado al añadir el reactivo de Kovacs o Erlich poniéndolo de color rojo-violácea.

5. Prueba de Movilidad.

Picadura en agar semisólido.

Recursos: 2 tubos con agar semisólido (0,25-0,4% de agar), agar para pruebas de movilidad (comercial). Cepa a testar.

Nota: Es más fácil la interpretación si se añaden 5 ml de tetrazolium al 1% por cada litro de medio. Nunca debe utilizarse un medio que se encuentre fragmentado.

Método: Inocular el medio por punción, nunca llegar al fondo. Incubar toda la noche a temperatura ambiente de preferencia, si el resultado es negativo, reincubar por 5 días antes de dar un resultado como negativo. Muchas cepas son móviles a temperaturas inferiores y son inmóviles a 37oC.

Interpretación: 
Positiva: turbiedad difusa o líneas de crecimiento lineal visible que se apartan de la picadura central. Capacidad del microorganismo de ser móvil o no, lo cual indica la presencia de flagelos o no, esto es evidenciado por el enturbiamiento del medio o crecimiento en forma de pino invertido.

Negativa: No se observa turbiedad ni crecimiento a partir de la línea de picadura
6. Prueba de la Oxidasa.

Principio: Existen m.o que poseen una enzima oxidante (citocromooxidasa) que en presencia de aire actúa sobre ciertas aminas aromáticas produciendo compuestos coloreados. Los cambios de color producidos por los indicadores en contacto con las colonias se observan fácilmente.

Recursos:
1. Oxalato de dimetil parafenil endiamina en solución al 1% en agua destilada. Preparar fresco cada día.

2. Oxalato de tetrametil parafenil endiamina. Menos tóxico para el m.o. puede ser conservado hasta 1 semana  ente 4-10(C..

Nota: los reactivos son tóxicos y deben tomarse precauciones para proteger la piel del contacto directo. El reactivo además mata las bacterias rápidamente (en pocos minutos). Pero no modifica sus características morfológicas ni tintoriales.

Método. 

1. Gordon y Mac Lead: se usa en cultivos mixtos (con microbiota normal asociada): con una pipeta o asa de platino volcar el reactivo sobre las colonias sospechosas. las colonias oxidasa positivas toman un color rosado pasando luego a negro. Los m.o. son viables y es posible el subcultivo cuando las colonias son rosadas, perdiendo su viabilidad cuando son negras. Se prefiere el oxalato de tetrametil.

2. Kovacs: se utiliza para cultivos puros. Humedecer un tira de papel de filtro con el reactivo de la oxidasa, con un asa de platino estéril remover una porción de la colonia sospechosa y frotar sobre el papel de filtro humedecido. Este método es más sensible que el anterior y la reacción es más rápida (10 seg.). Nota: las asas que contienen hierro pueden provocar resultados falsos     positivos.

3. Método de los discos: útil en cultivos puros. Se utilizan discos comerciales impregnados del reactivo de la oxidasa que se humedecen con agua destilada y se procede igual al anterior.

7. Prueba de la Catalasa. 

catalasa es una enzima que  cataliza la siguiente reacción:

 2H2O + O2              2H2O2

Método: adicionar 1 ml de solución al 3 % de H2O2 (peróxido de hidrógeno) sobre colonias crecidas en un plano inclinado de 18-24 horas de incubación. O recoger la colonia y mezclarla con 1 gota de H2O2 al 30% sobre una lámina portaobjetos limpia. La reacción positiva se evidencia por la aparición de burbujas de gas. Usar asa de alambre nicrón porque el platino puede producir resultados falsos positivos.

Nota: la prueba no debe realizarse con colonias cultivadas en agar sangre porque los glóbulos rojos dan resultados positivos ya que también poseen la enzima.  

Debe utilizarse un control positivo: Staphylococcus aureus y un control negativo​​: Streptococcus spp.

8. Detección de la enzima coagulasa: 
1. En portaobjetos: detecta la coagulasa fija, también conocida como factor de aglutinación o “clumping factor”. Está unida a la pared celular bacteriana y no está presente en los filtrados de cultivo.

Método: Emulsionar una colonia  típica  de estafilococo obtenida de un cultivo en agar nutritivo después de 18-24 horas de incubación, en una gota de agua destilada, añadir una gota de plasma, mezclar bien y observar por 10 segundos. Inclinar el portaobjetos para observar o no la formación de un precipitado granular o grumos blancos. Se considera negativa si no se observa aglutinación en 2-3 minutos.

Esta prueba se considera un proceder de screening, ya que usualmente no ocurren resultados falsos positivos, pero pueden observarse resultados falsos negativos en el 16,5% de las veces, y por tanto todos los resultados negativos deben verificarse mediante la prueba en tubo. Esto es debido a que algunas cepas de Staphylococcus aureus producen coagulasa libre que no reacciona en la prueba del portaobjetos.

2. En tubo: detecta la coagulasa libre. Sustancia semejante a la trombina, que transforma el fibrinógeno en fibrina manifestándose por la formación de un coágulo macroscópico. Está presente en los filtrados de cultivo.

Método: colocar 0,5 cc de plasma en un tubo estéril y añadir 0,5 cc de caldo BHI o caldo soya tripticasa que contenga el micoorganismo a investigar. Mezclar por rotación suave del tubo. Incubar a 37(C. Se considera un resultado positivo ante cualquier grado de coagulación visible dentro del tubo. Observar cada 30 minutos durante las primeras 4 horas, ya que algunas cepas pueden formar fuertes fibrinolisinas que disuelven el coágulo recién formado y pueden pasar inadvertidos resultados positivos si solo se leen a las 18-24 horas. No obstante las reacciones que aparecen como negativas en 4-6 horas deben continuar incubándose y ser leídas a las 18-24 horas, ya que algunas cepas producen coagulasa muy lentamente.

9. Prueba para determinar la sensibilidad a la optoquina: 

Principio: El clorhidrato de etilhidrocupreína (optoquina) inhibe a muy bajas concentraciones el crecimiento de S. pneumoniae, mientras que no afecta a otros estreptococos ( hemolíticos. 

Método: Se toma una asada de las colonias a testar, procedentes de un cultivo puro, y estriar una placa de agar sangre de forma que se obtenga un crecimiento confluente del microorganismo, luego con pinza estéril se coloca el disco de optoquina de 5 (g, incubar a 35(C en atmósfera húmeda y 5% de CO2  durante 24 horas. Debe usarse una cepa control positivo (S. pneumoniae ATCC 49619) y una cepa control negativo de Streptococcus viridans. 

Interpretación:
Positiva: Zona de inhibición de crecimiento alrededor de disco de 18 mm incluyendo el disco.

Negativa: La zona de inhibición, cuando existe, es de menos de 15 mm.

10. Prueba para determinar la sensibilidad a la bacitracina: 
Principio: Se utiliza para el diagnóstico presuntivo de los Estreptococos ( hemolíticos del grupo A. Se realiza a partir de un cultivo puro y debe utilizarse un inóculo cargado. 

Método: Se inocula en franjas una placa de agar sangre, se deja reposar 15 minutos y luego se coloca el disco utilizando pinza estéril en el centro del área franjeada. Incubar la placa a 35(C durante 18-24 horas.

     11. Prueba de solubilidad en bilis: 

Principio: Streptococcus pneumoniae son sensibles a la tensión superficial que reduce la actividad de las sales biliares, no curre así con los Estreptococos ( hemolíticos.

Mecanismo: Sreptococcus pneumoniae son lisados por la bilis de buey.

Recursos: Bilis de buey o mejor aún, desoxicolato de sodio al 2% o al 10%. Caldo nutritivo con dextrosa. OHNa 0,5 ó 1N. Tubos de ensayo y sol. sal. Fisiológica al 0,85%. 

· Extraer las colonias del aislamiento inicial e inocularlas directamente en el medio bilis-esculina.

· Incubar a 370C durante 48 a 72 horas realizando lecturas diarias. Si la mitad o más del medio se ha ennegrecido la prueba será positiva (después de cualquier intervalo de tiempo). Si menos de la mitad del medio se ennegrece después de las 72 horas o no hay ennegrecimiento, la prueba será negativa.

12. Prueba de la ureasa.

Principio: Facultad de hidrolizar la urea (NH2-CO-NH2).

Mecanismo:
NH2-CO-NH2         CO2 + NH3;

NH3 + H2O        NH4OH (alcalino)

1. Método en caldo:

Recursos: Caldo con sales neutras que contenga urea al 2% y rojo fenol. Cultivo a testar.

Método: Inocular el caldo e incubar 18-24 h a 35-37oC.

Interpretación: 

Positiva: Rojo (pH ( 8,4).

Negativa: Amarillo (pH( 6,8).

2. Agar de Christensen.

Recursos: Tubos con agar de Christensen inclinados (base de agar urea) con urea al 2%.

Cultivo a testar.

Método: Inocular por extensión el medio. Incubar por 24-72 h a 35-37oC.

Interpretación:

Positivo: Color rojo.

Negativo: No hay cambio de color.
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