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EXUDADOS FARINGEOS Y
NASALES:

Dr. Carlos M. Rodriguez Pérez.
Lic. Andrés Noya Cabafa.

Introduccion:

Para conocer la existencia de algin
germen patdgeno alojado en la
nasofaringe, lo mas préactico seria
realizar un exudado nasal Yy/o
faringeo. Los gérmenes normales
en esa zona serian aquellos que
pertenecen a la microbiota residente
de la nariz y la garganta. Los
microorganismos considerados
como normales en un exudado
faringeo son el Estreptococo
pneumoniae (cuando no esta en
predominio), estafilococos
(coagulasa negativa), estreptococos
alfa hemoliticos (S. viridans).
Algunos individuos se convierten
en  portadores de  bacterias
patogenas tales como estafilococos
y estreptococos hemoliticos a veces
durante afios.

Toma de Muestra:

Faringeo: Se inclina la cabeza del
paciente hacia atras y se ilumina
bien la garganta. Se empuja la
lengua hacia debajo, utilizando un
depresor, de modo que pueda
observarse la parte posterior de la
garganta. Se frota el hiposo de
arriba abajo contra la parte posterior
de la garganta y contra cualquier
mancha blanca que se encuentre en
la zona de las amigdalas. Deben
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evitarse la lengua y las mejillas asi
como la contaminacion abundante
del hisopo con la saliva ya que se
ha observado la inhibicion
competitiva de la proliferacion de
los estreptococos del grupo A por la
accion de los microorganismos
orales presentes en la saliva.

Nasales: El

hisopo
humedecerse con agua estéril o
solucion salina antes de introducirlo
en la nariz del paciente. La punta de
la nariz se levanta con una mano y
el hisopo se introduce suavemente a
lo largo del piso de la cavidad

puede

nasal, por debajo del cornete
mediano, hasta llegar a la pared
faringea. No debe usarse la fuerza,
si se encuentra alguna obstruccion
el cultivo nasofaringeo no debe
tomarse de ese lado. En nifios no
introducir el hisopo profundamente.

Cultivo: Tanto para el exudado
nasal como para el faringeo debe
utilizarse como medio de cultivo
agar sangre, siendo esta de carnero,
ya que la misma no permite el
crecimiento de  Haemophilus
haemoliticus  que tiende a
confundirse con el estreptococo
beta hemolitico. La concentracion
debe ser del 5%. La placa debe
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tener alrededor de 4 mm de altura.
Al realizarse la siembra se debe
descargar el hisopo sobre un sexto
de la placa, rotando el mismo, para
que toda la superficie del hisopo
entre en contacto con el agar. Se
estria la superficie de la placa con
un asa de nicron esterilizada con el
objetivo de obtener colonias
aisladas. Es de gran importancia
que se le hagan picaduras oblicuas
al agar ya que esto permite el
crecimiento de las bacterias debajo
de la superficie del mismo en
condiciones anaerdbicas.

Las placas se incuban durante 24
horas a 37°C, en condiciones de
aerobiosis. Las mismas se colocan
de forma invertida con el objetivo
de impedir la acumulacién de agua
condensada en la superficie de la
placa.

La lectura debe de realizarse con
ayuda de un estereoscopio, los
gérmenes patdgenos que buscamos
son:

- Estreptococos beta hemoliticos

- Streptococcus pneumoniae (en
proporcion).

- Enterococcus spp.

- Haemophillus influenzae.

- Estafilococos.

- Branhamella catarrhalis

- Gérmenes Gram negativos (en
proporcion)
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Ante la sospecha de que la colonia
gue estamos observando, por su
morfologia, pertenece a uno de los
patdgenos que buscamos lo primero
que debemos realizar es una tincién
de Gram.

Estreptococos:

t |
V% al

) .

Foto 1: Tomado de Microsoft Encarta
2002.

Los estreptococos se encuentran
ampliamente distribuidos en la
naturaleza. Unos forman parte de la
microbiota normal humana
mientras que otros son los
causantes de diferentes
enfermedades. Aproximadamente el
35% de todas las infecciones de las
vias respiratorias superiores son
causadas por estreptococos beta
hemoliticos.

Caracteristicas de las colonias: La
mayor parte de las especies crecen
en medios solidos formando
colonias discoidales, grises,
opalescentes, delicadas, de bordes
lisos y arrugados, y miden entre 0.5
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y 2 mm o mas de diametro. Las
colonias se hacen visible en placas
de agar sangre generalmente en 18
a 24 horas. Las colonias de los
estreptococos del grupo A tienen
tres aspectos principales: mucoide,
mate y brillante. La presencia
significativa de colonias con
caracteristicas de estreptococos en
un cultivo obliga al tecnico a
realizar algunas determinaciones
preliminares.

Coloracion de Gram: Cocos Gram
positivos en cadenas, células
ovales, esféricas, alargadas, a veces
en parejas o cadenas cortas.

Subcultivos: Agar sangre al 5%
(sangre de carnero). Las placas por
estrias  deben  incubarse de
preferencia en una atmdsfera
anaerobica.

Catalasa: Negativa. (Ver capitulo
19)

Indofenol oxidasa. (segln
Kovack)- Negativa. (Ver capitulo
19)

En la clasificacion de estreptococos
patdogenos se debe emplear una
combinacion  de  caracteristicas
hemoliticas, fisiologicas y
antigenicas.

Determinacion de la hemolisis: El
paso mas importante para
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identificar los estreptococos es
determinar la actividad hemolitica
del cultivo. La base para el medio
de agar debe ser suficientemente
rica para permitir el crecimiento de
estreptococos y estar libres de
azucares reductores que inhiben la
actividad hemolitica, ademas, la
presencia de citrato, como
anticoagulante puede inhibir el
crecimiento 'y la  actividad
hemolitica. Los estreptococos beta
hemoliticos productores de
peréxido pueden aparecer alfa
hemoliticos en la superficie de
placas de agar sangre incubadas
aerobicamente o en atmdsferas de
CO..

Dos hemolisinas diferentes son
responsables de la actividad beta
hemolitica. Se diferencian por su
antigenicidad y susceptibilidad a la
inactivacion por oxidacion. La
estreptolisina “O” es antigénica y
oxigeno labil y la estreptolisina “S”
es no antigénica y oxigeno estable.

Observando al estereoscopio las
colonias y la hemdlisis en la estria
se puede determinar el tipo de
hemolisis que estamos observando.

Hemdlisis alfa (a).- Una zona
indistinta de destruccion parcial de
globulos rojos alrededor de la
colonia acompafiada a menudo de
una decoloracion verdosa o0
pardusca del medio.
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Hemodlisis beta (B).- Una zona clara
incolora alrededor de las colonias
de estreptococos en la que los
eritrocitos han sufrido decoloracion
total.

Hemodlisis alfa prima (a').- Un
pequefio halo o envoltura de
eritrocitos intactos o parcialmente
lisados adyacentes a la colonia
bacteriana con una zona de
hemodlisis total que se extiende mas
dentro del medio. Al examen
macroscopico de hemodlisis alfa
prima puede confundirse con la
beta hemolisis.

Pruebas Fisiol6gicas:

Grupo A de
pyogenes)

Lancefield (S.

Sensibilidad a la Bacitracina- Se
basa en la gran sensibilidad de los
estreptococos del grupo A a este
antibiotico (se les realiza a los
estreptococos beta hemoliticos, ya
que pueden haber alfa hemoliticos
sensibles a este antibiotico, ejemplo
Neumococo).

¢ Se emplean discos diferenciales
(0.04-0.1 Uds. por disco) y no
de sensibilidad (10 unidades).

¢ Es exclusiva para cultivos puros.

¢ Debe emplearse un inoculo

abundante.

Procedimientos Técnicos en Microbiologia Clinica.
Exudados Faringeos y Nasales.

¢ Cada lote de disco debera
probarse con la cepa control.

¢ Un halo de inhibicion de

cualquier tamafo indica
sensibilidad  segun  muchos
autores.

¢ Usese una base de agar de
infusion con 5 % de sangre.

Grupo A sensible el 99 %,
Grupo B sensible el 6 %, Grupo C-
G sensible 7.5 %,
viridans sensible 7.8 %. Si se
efectlia una correcta determinacion
del tipo de hemodlisis, si se emplean
discos adecuados, un buen indculo
y una correcta lectura, sera posible
identificar alrededor del 95 % de
cepas del grupo A.

PIR: (Hidrolisis de I-pirrolidonil-
B-naftilamida). Se basa en la
capacidad de los microorganismos
de hidrolizar la I-pirrolidonil-f3-
naftilamida. Se debe realizar a
cultivos puros ya que hay una gran
variedad de especies no
estreptococicas que son PIR
positivas. El 98% de las cepas de
estreptococos  pertenecientes  al
grupo A son positivas a esta prueba.

Grupo B de
agalactiae).

Lancefield (S.
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Hidrolisis del hipurato de sodio:

Aunque algunos estreptococos del
grupo D pueden dar positiva esta
prueba, al igual que algunos alfa-
hemoliticos, se considera
satisfactoria como  diagndstico
presuntivo para el grupo B. Se basa
en la facultad de este grupo para
producir hidrolisis del hipurato que
se desdobla en &cido benzoico mas
glicina. Si se demuestra la presencia
de uno de estos dos productos, bien
empleando cloruro férrico para
precipitar el acido benzoico o bien
empleando la ninhidrina para
detectar glicina, la prueba sera
positiva.

Deteccion de la hidrélisis del
hipurato de sodio: (Anexo).

Prueba de CAMP:

Esta prueba se basa en que la zona
de hemolisis incompleta alrededor
de una colonia de estafilococo
productor de beta-lisina
(estafilococos de doble hemodlisis)
se intensifica al ponerse dicha zona
en contacto con la hemdlisis de un
estreptococo del grupo B. Esto
responde al modo de accion de
ambas hemolisinas sobre los
eritrocitos del medio.

Se efectla trazando una sola estria
del cultivo de estreptococo en
sentido perpendicular a una estria
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de una cepa de Staphylococcus
aureus productora de beta lisina.
Las estrias de ambos organismos no
deben estar en contacto,
aproximadamente 1lcm de espacio
entre los organismos. Los mejores
resultados se han  obtenido
utilizando sangre de carnero.

Los estreptococos del grupo B
producen una sustancia conocida
como el factor CAMP, que realza la
beta lisina de los estafilococos y en
el punto de contacto de los dos
organismos aparece una zona
mayor de lisis, comunmente en la
forma de una punta de flecha.

Figura #1: Prueba de Camp.

Los Estreptococos beta hemoliticos
positivos en la prueba de
bacitracina y positivos en la prueba
de CAMP pueden ser del grupo A o
del B. EIl bacteriélogo debe decidir
a gue organismo se semeja mas la
cepa desconocida lo cual puede
hacerse examinando la actividad
hemolitica. Los Estreptococos del
grupo B muestran mucha menos
hemdlisis  de  superficie vy
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profundidad en agar-sangre que los
Estreptococos del grupo A.

Grupo Cv G:

Sensibilidad a los discos con
sulfametoxazol-trimetropin. Los
discos contienen 1.25 mG de
trimetoprima 'y 23.75 mG de
sulfametoxazol (resultan sensibles).
Son resistentes a la bacitracina. No
hidrolizan el hipurato de sodio.

Prueba de CAMP negativa.

Cepas del Pruebas Fisioldgicas
grupo C
Trehalosa | Sorbitol
St. equisimilis + -
St
o - +
zooepidemicus
St. equis - -

Caldo de Trehalosa vy Sorbitol: (Ver
capitulo 19).

Estreptococos grupo D

Grupo D de Lancefield (S. bovis).

Prueba de la bilis esculina (BE):
Todos los estreptococos del grupo
D ennegrecen la BE contenida en
tubos inclinados, habitualmente
dentro de un plazo de 48 horas. La
mayoria de los estreptococos que
no pertenecen al grupo D no
ennegrecen el medio.
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Medio de bilis esculina: (Ver
capitulo 19)

Tolerancia a la sal (caldo 6.5% de
NaCl):

Una prueba de bilis esculina
positiva y un desarrollo positivo en
un caldo de NaCl al 6.5%
confirman la  presencia de
enterococo. Cabe sefialar que un
80% de los estreptococos del grupo
B se desarrollan en este medio.

Para diferenciar los enterococos de
los estreptococos del grupo D, se
empleara, la prueba de la tolerancia
al NaCl al 6.5%. Se pudiera
realizar también la prueba de
sensibilidad a la penicilina.

Caldo 6.5 % (Ver capitulo 19).

NaCl al

Grupo D 6.5 %

Arginina | Piruvato

St. bovis - - -

Medio de descarboxilasa de
Moeller para la hidrolisis
argininica_(\Ver capitulo 19)).

Piruvato: (Ver capitulo 19).
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Tabla #3: Caracteristicas distintivas de los estreptococos

Antigeno de | Hidrolisis de L .
. Forma de s 9 . Crecimiento en | Solubilidad en
Categoria. . Hemolisis grupo la bilis 0 -
agrupacion. . . . NaCl al 6.5%. bilis.
Estreptocacico. esculina.
Estreptococos beta
hemoliticos Cadenas Beta AB,CF,G - - -
agrupables
Estreptococos grupo | Cadenas cortas o Alfa o D + i i
D diplococos ninguna
St. viridans Cadenas Alfa N Ninguno - - -
ninguna
St. pneumoniae Diplococos, Alfa Ninguno - - +
cadenas cortas

+ positivo
- negativo

Tomado de: Facklam,R: Manual de Procedimientos para el aislamiento e identificacion de estreptococos. Publicacion Cientifica No. 399.

OPS. Washington, DC, 1980.
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Pruebas serologicas (antigénicas)

El mejor método para identificar
los estreptococos consiste en
cultivar colonias puras y aisladas
del organismo infectante, extraer el
carbohidrato del grupo y demostrar
una reaccién seroldgica entre el
antigeno extraido y el antisuero
especifico del grupo.

La técnica de autoclave de Rantz y
Randall es relativamente simple de
realizar y aunque se extrae menos
antigenos de grupo, en
comparacion con otras, puede
utilizarse muy eficazmente para
identificar los estreptococos

mediante procedimientos
seroldgicos.
Meétodo de  extraccion __ por
autoclave:

e Las células para la extraccion se
cultivan en 10 mililitros de caldo
Tood Hewitt u otro caldo de
cultivo apropiado. Se inocula el
caldo, se incuba toda la noche
(16 a 24 horas) a 35-37°C.

e Sedimentarse las celulas por
centrifugacion.

e Eliminese el liquido
sobrenadante y consérvense las
celulas.
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e Afadir 0.5 mL de solucién de
NaCl al 0.9%. Agitese para
suspender las células.

e Coloque el tubo y las células en
la autoclave durante 15 minutos
a 121 grados centigrados.

e Centrifugar para sedimentar los
residuos celulares.

e Decantar el liquido sobrenadante
en un recipiente  limpio,
eliminese el sedimento.

e Pdngase en contacto con los
antisueros de grupo.

Prueba __ serolégica: _ (método
Ouchterlony)
Se confeccionan laminas de

agarosa a las cuales se les hacen
hoyuelos, el diametro de los
posillos debe de ser de 3mm vy la
distancia entre el pocillo central y
los pocillos periféricos es de 7.5
mm. Se afiade el antisuero del
estreptococo de un grupo conocido
en el hoyuelo central, y en los
hoyuelos que lo rodean ponemos
las sustancias antigénicas de los
estreptococos de los cuales
gueremos conocer el grupo, aunque
siempre ponemos uno conocido
que nos sirva de control positivo.
Se ponen las placas en camara
himeda entre 4-8°C y se leen a las
24, 48, y 72 horas. Las positivas
formaran una linea de precipitacion
blanquecina.
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Figura #2: Lamina de azarosa perforada.

Placas en agarosa: (Ver capitulo
19)

Grupo A St. pyogenes

Grupo B  St. agalactiae
Grupo C  St. equisimili

St. equi,

St. zooepidemicus
Grupo D : St. bovis

Estreptococo pneumoniae:

Esta especie se estudia aparte, ya
que no posee el antigeno de grupo-
especifico (carbohidrato C) al igual
que otros alfa hemoliticos,
integrantes del grupo viridans. Las
pruebas presuntivas mas
comunmente empleadas para el
diagndstico de los mismos son el
de la sensibilidad a la optoquina y
la de la solubilidad en bilis.

Subcultivos: Agar sangre al 5% se
incuba en CO,entre 5y 10%
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Prueba de la optoguina - Tres o
cuatro colonias sospechosas se
siembran por estria en un cuarto de
la placa y el disco de optoquina se
coloca en el tercio superior de la
zona estriada, la placa se incuba en
incubadora de CO,. Se han
establecido requisitos en cuanto al
diametro de las zonas de inhibicion,
pero debe aceptarse una amplia
variacion en la zona critica, por
ejemplo si se usa un disco de 6 mm,
la zona de inhibicién debe tener un
diametro de por lo menos 14 mm
para que la prueba pueda
considerarse positiva respecto a
neumococos. Si el didmetro del
halo de inhibicion fuera menor de
14 mm entonces se considera
dudoso este resultado y tendriamos
que hacer la prueba de la
solubilidad en bilis para
diagnosticar el neumococo.

Figura 2: Prueba de la Optoquina
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Tabla #4: Resultados de la prueba

de Optoquina.

Tamafio del | Zona de | Resultados
disco inhibicién

6 mM 14 0 mas Positiva

6 mM 6al4 mM Dudosa

10 mM 16 0 mas Positiva
10 mM 10a16 mM Dudosa

Tomado de: Facklam, R: Manual de
Procedimientos  para el aislamiento e
identificacion de estreptococos. Publicacion
Cientifica No. 399. OPS. Washington, DC, 1980.

Pruebas de Solubilidad en Bilis-
(desoxicolato de sodio al 10 ) (Ver
capitulo 19)

Caldo triptona-fosfato: (Ver
capitulo 19).

Todos los Streptococcus
pneumoniae son solubles en bilis
aungue algunos se solubilizan solo
parcialmente. En el caso de las
cepas parcialmente solubles pero
que son sensibles a la optoquina
deben identificarse como
Streptococcus pneumoniae, en el
caso de las cepas que son
parcialmente solubles y resistentes
a la optoquina no son Streptococcus
pneumoniae y deben identificare
como estreptococos alfa.
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Haemophilus:
La especie tipo, Haemophilus
influenzae, causa diversas

enfermedades humanas, que van
desde las respiratorias cronicas
hasta infecciones invasivas. Las
cepas aisladas de infecciones
invasivas  estan  generalmente
capsuladas. Los microorganismos
H. influenzae no capsulados y H.
haemolyticus pertenecen a la
Microbiota Normal del tracto
respiratorio superior, excluyendo la
cavidad bucal. La mayoria de las
cepas comensales de H. influenzae
pertencen a los biotipos 11y I11.

Caracteristicas de las colonias:

En agar infusion de cerebro-
corazon con sangre, se desarrollan
en 24 horas colonias redondas,
convexas, pequefias, con intensa
iridiscencia y aspecto de rocio. En
agar chocolate tardan de 36 a 48
horas en alcanzar didmetros de 1
mm.

Coloraciéon de Gram: Son Gram
negativos, la morfologia de los
microrganismos Haemophilus va de
los cocobacilos a los bacilos
filamentosos no acidofilos,

Subcultivos: Agar sangre con estria
de estafilococo, agar chocolate o
agar Levinthal. Casi todas las cepas
crecen mejor en atmdsfera humeda
con 5 a 10 % de CO, afiadido. La

Procedimientos Técnicos en Microbiologia Clinica.
Exudados Faringeos y Nasales.

temperatura 6ptima es de 33 a 37°C.
Se ha comprobado que el agar
chocolate con suplemento de
bacitracina (300 mg/l) brinda
recuperaciones excelentes

La identificacion de las distintas
especies del género se basa en la
dependencia de uno o ambos
factores, la  produccion  de
hemolisis, la necesidad de CO, para
su crecimiento y en una serie de
pruebas bioquimicas como la
fermentacion de diversos azucares y
la produccion de ureasa y oxidasa.

Su crecimiento in vitro requiere
factores de crecimiento accesorios:
factor X (hemina) y factor V
nicotinamida-adenina-dinucleotido)

Prueba para determinar la
dependencia al factor X y/o V:

> Se realiza el aislamiento de la
cepa en cuestion con el objetivo
de obtener un cultivo puro.

» De este cultivo puro tomamos
una asada con abundante indculo
y lo afadimos a un tubo que
contiene 2-3 mL de agua
peptonada o buffer fosfato.

» Tomamos una placa de agar
nutriente y la inoculamos con
una asada del agua peptonada
que contiene la cepa que
queremos probar.

» Dejamos que se seque la
superficie de la placa.
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» Colocamos los discos
Impregnados en los factores (V,
X) a 1-2 cm de separacion.

> Se incuba a 37°C durante 24
horas.

> Se realiza la lectura.

De esta forma podemos determinar
de que factor o factores depende
esta cepa para su crecimiento.

Prueba de la Porfirina:

La prueba de la porfirina es un
medio mas exacto y rapido para
determinar el requerimiento de
factor X. Este método se basa en la
observacion de que las cepas de
Haemophilus independientes de la
hemina secretan porfobilindgeno y
porfirinas, ambos intermediarios en
la via biosintética de la hemina,
cuando se les suministra el &cido
delta aminolevulinico. Las cepas
que requieren factor X no excretan
estos compuestos debido a la falta
de todas las enzimas que participan
en la biosintesis de hemina.

Sustrato.- El sustrato consiste en
clorhidrato 2 mM de &cido &-
aminolevulinico (Sigma Chemnical
Co. y St. Louis, Mo) y MgSo, 0.8
mM en buffer fosfato 0.1 M a pH
6.9. El sustrato se distribuye en
cantidades de 0.5 mL en pequefios
tubos de vidrio y puede guardarse
varios meses en un refrigerador.
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Inoculacion:  Suspender en el
sustrato un asa llena de bacterias de
un cultivo de placa de agar. Incubar
durante 4 horas.

Lectura: Después de la incubacion
exponer a una luz de Wood
(longitud de onda aproximada, 360
nM), preferiblemente en camara
oscura. La fluorescencia roja de las
células bacterianas y/o del liquido
indica porfirina, es decir que la cepa
es independiente del factor X. En
casos de reacciones dudosas, los
tubos pueden reincubarse hasta 24
horas.

Método alternativo de lectura:
Después de incubacion, afadir 0.5
mL de reactivo de Kovacs , agitar
vigorosamente y dejar separar las
fases. El color rojo en la fase
acuosa inferior indica
porfobilindgeno, lo que significa
que la cepa es independiente del
factor X. Cuando este método se
emplea para la lectura, es
aconsejable  incluir un  tubo
inoculado sin  &cido  delta-
aminolevulinico como  control
negativo. El reactivo de Kovacs da
una reaccion de indol en la fase
alcohdlica superior, las cepas indol-
positivas de H. influenzae pueden
identificarse  por error como
independientes del factor X en
ausencia de un control apropiado.

La produccién de hemolisis nos
permite distinguir, a su vez, a H.
haemolyticus y H.
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parahaemolyticus de H. influenzae
y H. parainfluenzae.

Basandose en las diferencias
antigénicas de su polisacérido
capsular, las cepas de H. influenzae
pueden clasificarse en seis serotipos

(a-f).

Atendiendo a una serie de pruebas
bioquimicas (produccién de indol,
de ureasa y de ornitina-
descarboxilasa) se distinguen varios
biotipos de H. influenzae (I-VIII),
lo cual puede tener un interés
epidemioldgico.

Procedimientos Técnicos en Microbiologia Clinica.
Exudados Faringeos y Nasales.

64



Estafilococo:

Figura 3

Tomado de: Microsoft Encarta 2002.

Los estafilococos en particular S.
epidermidis, son miembros de la
microbiota normal de la piel, las
vias respiratorias y
gastrointestinales del hombre. Del
40 al 50% de los seres humanos
son portadores nasales del S.
aureus. Los estafilococos
patdgenos hemolisan a menudo la
sangre, coagulan el plasma vy
producen diferentes enzimas vy
toxinas extracelulares. Un tipo
comun de envenenamiento
alimenticio es producido por una
enterotoxina estafilocdccica
termoestable.

Caracteristicas de las colonias:

Las colonias desarrolladas en
medios soélidos (agar-sangre de
carnero), en un periodo de 18 a 24
horas tienen un didmetro de 1 a 3
mm y de 3 a 10 mm en incubacion
prolongada durante 5 dias, las
mismas son redondas, lisas,
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elevadas y  resplandecientes.
Staphylococcus  aureus  suele
formar colonias de color gris a
amarillo dorado intenso. Las
colonias de S. epidermidis casi
siempre son de color gris a blanco
en el aislamiento primario.

Coloracién de Gram: Son cocos
Gram positivos, se agrupan en
racimos irregulares en forma de
uvas, tétradas, cadenas cortas (3 o
4 células) y pares, o como células
individuales.

Subcultivos: Agar sangre al 5 %,
aerobios ylo facultativos.
Temperatura de 37 °C

Catalasa: Positiva (Ver capitulo
19).

Motilidad: Negativa

La capacidad de coagular el plasma
es el criterio mas usado y aceptado
para  la identificacion  de
estafilococos patégenos. Pueden
hacerse dos pruebas, en tubo de
ensayo para coagulasa libre y en
portaobjeto para coagulasa unida o
factor de agregacion. La prueba en
tubo es la mas decisiva.

Coagulasa: (plasma en caldo
corazon proporcion 1: 10)

- Afadimos 0.5 mL de plasma
reconstituido en un tubo de
ensayo.
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- Inoculamos este medio con una
colonia grande bien aislada en
agar no inhibitorio.

- Seincubaa 37°C.

- A las cuatro horas observamos
para ver si se ha formado
coagulo, sino se deja incubando
durante toda la noche.

- Cualquier grado de coagulacion
constituye una prueba positiva.
Sin embargo, un precipitado
floculento o fibroso no es un
coagulo verdadero y debe
registrarse como negativo.

Prueba de la produccion de
MUCUS: (test de slince)-
Determinacion de la virulencia en
los estafilococos al igual que la
DNAsa. Se les debe hacer a todos

los Estafilococos coagulasa
negativa, excepto los que
provengan de sitios que se
consideren flora normal.

e Tomar un cultivo puro crecido
en caldo por 48 horas a 37°C.

e Verter el caldo de cultivo,
dejando escurrir bien el tubo

e Afadir a cada tubo una gota de
solucion de safranina al 20%

e Esparcir el colorante en toda la
parte interna del tubo que estuvo
ocupada previamente por el
cultivo en caldo.
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Lectura:

Se hace a trasluz, mirando si las
paredes y el fondo del tubo retiene
en toda su superficie el colorante
(prueba positiva).

Si retiene el colorante solo en la
interfase entre el aire y el liquido,
quedando las paredes limpias, la
prueba es negativa.

Interpretacion:

Estafilococo coagulasa negativa
mucus positiva, posible infectivo,
pues son capaces de producir una
sustancia mucoide adherente sobre
superficies inanimadas como es
plasticos y el cristal.

Informe:

Estafilococo coagulasa negativo
posible infectivo.

Estafilococo coagulasa negativa no
infectivo.

Enterococos:

Los enterococos constituyen un
numeroso grupo bacteriano de la
flora intestinal del humano y de los
animales, incluidos en el nuevo
género Enterococcus desde 1984.
Es uno de los mas importantes
patogenos nosocomiales,
responsable  de  bacteriemias,
infecciones de heridas quirdrgicas e
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infecciones del tracto urinario. De

las especies bacterianas
pertenecientes al género
Enterococcus, E. faecalis

constituye la especie tipo y junto al
E. faecium son los mas
comunmente aislados del ser
humano, aconteciendo para un 85-
95 % y 5-10 % de las afecciones
respectivamente.

Pruebas para Enterococcus.
Tabla #5: Enterococos. Pruebas.

Enterococ NaCl
al 6.5 | Arginina | Piruvato
cus 0
%
E. faecalis + + +
E. faecium + + -
Tomado de:

Coloracion _de _Gram: Son cocos
Gram positivos en parejas o
dispuestos en cadenas cortas.

Caracteristicas _de las colonias:
Sus colonias resultan mayores que
las de los estreptococos del grupo
A, menos opacas Yy a veces blanca-
brillantes semejantes a colonias de
estafilococos.

Subcultivos: Se cultivan en agar
sangre al 5 %. Pueden presentar a,
v, y raramente B-hemdlisis, en
especifico E.  faecalis var
zimogenes.

Prueba de la bilis esculina:
Resultan positivos en la prueba de
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hidrdlisis de la bilis-esculina. (Ver
capitulo 19).

Tolerancia_a la sal (caldo 6.5%
deNaCl): Crecen en presencia de
cloruro de sodio al 6,5 %. (Ver
capitulo 19)

Branhamella catarrhalis:

Puede estar implicada en la
etiologia infecciosa de las
enfermedades respiratorias
bacterianas mas frecuentes en
nuestro medio. Es considerada una
bacteria patdégena desde 1990 y se
han reportado en los Gltimos afios
aislamientos de enfermos con
infecciones respiratorias en
Europa, Japén y Estados Unidos.

Caracteristicas de las colonias:

Colonias convexas, no pigmentadas
0 grisaceas, no hemoliticas, opacas,
lisas, que no se adhieren al medio.

Coloracion de Gram: Diplococos
arrinonados Gram. negativos.

Subcultivos: Agar sangre al 5%.

Oxidasa : Positiva. (Ver capitulo
19)
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DNAsa: Positiva.

Reduccidn de nitrato a nitrito:

Positivas.

Produccion de acido de:

Glucosa

Maltosa

Lactosa

Sacarosa

Fructosa

Neg

Neg

Neg

Neg

Neg

Enterobacterias: Ver capitulo 13;

Coprocultivo.
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Algoritmo #7:

Exudado Nasal y Faringeo. Muestra

2

Agar Sangre (con estria en profundidad)

a4

Incubacion 35-37° C x 18-24 horas

a4

Lectura (Aspecto morfoldgico de las colonias y

2

Coloraciéon de Gram.

e T

Cocos Gram (+) Cocos Gram (+) Diplococos Pleomorfismo Bacilos Diplococos
en cadenas. en racimos. lanceolados. Gram (-) Gram (-) arrifionados Gram (-)
Estreptococos Estafilococos E. pneumoniae Haemophilus Enterobacterias  Neisserias

y otros. y Moraxella
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Algoritmo #8  ESTREPTOCOCOS:

Cocos Gram positivos en cadenas

Catalasa negativa

Hemolisis

l

Extraer carbohidrato C:
a- Autoclave
b- Enzimatico

Pruebas serologicas:
(Ouchterlony o Latex)

Grupos:

A B CG
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Algoritmo #9

MARCHA TECNICA ESTREPTOCOCOS: PRUEBAS PRESUNTIVAS.

COCOS GRAM POSITIVOS AfRUPADOS EN CADENAS

CATALAS*A NEGATIVA.

/ TIPO DE HEMOLISIS. \

ALFA (o) BETA (B) NO HEMOLISIS
St. Pneumoniae Bacitracina CAMP Sensib. SXT St. viridans
St. grupo D St. grupo B
St viridans A B CG St. grupo D

St. Pneumoniae

a. Sensible a optoquina.
b. Solubilidad en bilis (+)

St. Grupo D 'L
a. Hidrdlisis de la esculina (+) Hidrolisis de la esculina

Y\

St. viridans +) )
-Resistente a optoquina Grupo D CAMP
- No soluble en bilis.
- Hidrdlisis esculina (-) / \

NaCl +) ()

Grupo B viridans
/ \
(+) )

Enterococos No enterococos
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Algoritmo #10 ESTAFILOCOCOS: MARCHA TECNICA

Muestra

}

Siembra en agar sangre de carnero.

Incubacion a 35-37°C
por 18-24 horas.

Lectura (Caracteres morfoldgicos)

Coloracion de Gram

|

Coagulasa
En tubo En ldmina
(Coagulasa libre) (Coagulasa unida o
/ \ Factor de agregacion)
Positiva Negativa
v
Test produccion de mucus
(Test de Slince)
Estafilococo Coagulasa. (+) )
Positiva.
{ Estafilococo Estafilococo
Antibiograma. Coagulasa Neg. Coagulasa Neg.

Posible infectivo  No infectivo
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E. pneumoniae: Ver marchas de L.C.R.

13 13 13

H. influenzae:
Enterobacterias: ver marchas de Coprocultivo.

Neisserias: Ver marchas de L.C. R. y Genitales.
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