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Actualmente, en los laboratorios de Microbiologia Clinica la identificacion de la mayoria de bac-
terias patégenas se lleva a cabo mediante el reconocimiento de rasgos fenotipicos, es decir,
caracteristicas que se pueden detectar en las bacterias, tales como la morfologia, propiedades
bioguimicas y fisiolégicas, determinadas moléculas... En general, estos métodos son faciles de
realizar y de menor coste econdémico que la realizacion de métodos genotipicos, [os cuales se
reservan para agquellas bacterias que no se pueden identificar a partir de los métodos fenotipicos.

Ademas de una correcta identificacion de las bacterias, €s necesario conocer la sensibilidad
de las mismas a los diferentes antimicrobianos de uso clinico. La sensibilidad antimicro-
biana ayuda en muchos casos a “confirmar” un género y, sobre todo, permite saber qué
antimicrobiano puede ser Util en el tratamiento de una infeccidn. Existen varios métodos para
determinar la sensibilidad antimicrobiana, los basados en dilucion y los basados en difusidn.

En este capitulo se explicaran las distintas pruebas de identificacion bacteriana, asi como las
diferentes pruebas de sensibilidad antimicrobiana que existen. También se describiran los siste-
mas comerciales multipruebas, Utiles tanto para la identificacion como para la realizacién de
la sensibilidad antimicrobiana. Se comentaran los protocolos de aislamiento e identificacion
de las bacterias clasificadas por grupos. Y, por ultimo, se nombraran los antimicrobianos mas
utilizados en la clinica y cuéles son los mecanismos de resistencia a los mismos.

|. PRUEBAS DE IDENTIFICACION
BIOQUIMICA. PRUEBAS RAPIDAS:
CATALASA Y OXIDASA. PRUEBAS
INDIVIDUALES. SISTEMAS
MULTIPRUEBA

|.l. Identificaciéon bioquimica

Con la realizacion de las pruebas bioguimicas se ponen de manifiesto
las propiedades metabdlicas de las bacterias. Existen dos pruebas rapi-
das que de manera inmediata ayudan en una identificacion preliminar
de ciertos géneros; estas técnicas son la catalasa y la oxidasa. El resto
de técnicas necesitan de un tiempo de incubacién, que varia desde unas
pocas horas hasta 18-48 horas.

I.1.l. Catalasa

La catalasa es una enzima que esta implicada en la reaccion de hidréli-
sis del peréxido de hidrégeno en agua y oxigeno en estado de gas que
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=. TECNICAS'DE OBSERVACION
MICROSCOPICA DE
LOS MICROORGANISMOS

El fundamento de las técnicas de microscopia se basa en producir una
imagen aumentada mediante el uso de lentes en el caso del micros-
. s s . . . . RECUERDA QUE

copio optico, en sus distintas variantes (microscopia de campo claro

o brillante, de campo oscuro de contraste de fases o de fluorescen- El cuadro clinico

cia); o mediante sistemas sustitutorios con el microscopio electrénico. y el contexto
epidemiologico

La microscopia optica de campo claro o brillante es la mas emplea- condicionaran

da, constituyendo el primer escalén para el estudio microbiolégico. qué técnicas

Permite el examen de preparaciones tanto de cultivo como de muestras microscopicas son las

clinicas donde permite, ademas, valorar la reaccion celular. mas apropiadas para
llegar al diagndstico

El microscopio 6ptico permite aumentar 1.000 veces o0 mas el tamano de una manera mas

del objeto observado mediante el empleo de una o varias lentes. Aunque eficiente.

pueden ser de diferentes formas y tamanos consta de una parte mecéanica

0 montura en la que estan colocados los componentes opticos (Figura 6).

) Parte mecanica:

D Soporte: consta de un pie o base de peso considerable que da
estabilidad al instrumento, en el que se aloja la fuente de ilumina-
cion, y un brazo que sostiene el resto de estructuras del aparato.

D Platina: es un soporte horizontal con un orificio central que deja paso a
los rayos de luz producidos por la fuente luminosa, y un sistema de fija-
cion para el portaobjetos. Es donde se colocan las preparaciones que
hay que observar. Suelen ser méviles, permitiendo dos movimientos
perpendiculares (hacia delante y hacia atras y de derecha a izquierda).

Oculares

Tubo

Brazo ——

Objetivos

«— Platina

Condesador
Micrométrico ——
Macrométrico —

Soporte ——

Sistema de iluminacion

Figura 6. Imagen de microscopio optico.
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4. MEDIOS DE CULTIVO UTILIZADOS
HABITUALMENTE EN UN )
LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA

L4.l. Agar sangre

Medio enriquecido con sangre de cordero (aporta factor V o NAD) en
el que crecen la mayoria de las bacterias y levaduras (medio no selec-
tivo) (Tabla 2).

TABLA 2 Componentes del agar sangre '

Enla
preparacion de este
agar la sangre se
afiade al final, despuées
de la esterilizacion

y una vez se haya
enfriado hasta los 45-
50°C. El objetivo es
evitar que los globulos

rojos de la sangre

se lisen por el calor
alcanzado durante la
esterilizacion (120°C).

Agar Sangre (I de agua destilada)
Infusion de misculo-corazon 375¢
Peptona 10¢
NaCl 5¢
Agar 15¢
pH7,3+/-0,2

Ademas, permite la diferenciacion de las bacterias en funcion de si
su hemolisis es total (B-hemolisis) como Streptococcus pyogenes
y Staphylococcus aureus que producen un halo transparente, parcial
(a-hemolisis) como Streptococcus pneumoniae y Enterococcus fae-
cium, con un halo verdoso, o ausente (y-hemolisis) como Streptococ-
cus salivarius (Figura 9).

Figura 9. S. pyogenes en agar sangre. Hemodlisis total. Al fondo, S.
aureus en agar sangre, también beta-hemolitico.
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Cada microorganismo requiere un tipo de incubacion.

)} Las bacterias anaerobias se incuban a 37 °C en atmosfera anaeré-
bica. Esto se consigue mediante sistemas de evacuacion-reemplazo
0 usando bolsas o jarras de anaerobios herméticamente cerradas, en
cuyo interior, junto con las placas, se introducen unos sobres comer-
ciales (sistema GasPak) que generan dicha atmdsfera (Figuras 6-8).

Figura 6. Bolsa de anaerobios. Figura 7. Jarra de anaerobios. Figura 8. Cémara de anaerobios.

)} Las bacterias aerobias se incuban a 37 °C en presencia de O,. Los
medios que estan enriquecidos con sangre de cordero se incuban en
atmosfera enriquecida con CO,, en estufas especiales o, en su defec-
1o, en jarra de anaerobios en la que se introduce una vela encendida
para que suba la concentracion de CO, (método de extincion de la
llama) (Figura 9).

Tapadera

Recipiente de cristal —

Placa Petri con medio |
solido (invertidas)

— Tubos con medio liquido

Figura 9. Jarra de CO,.
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test se compone de cuatro pruebas: Indol, Rojo de metilo, Voges-
Proskauer y Citrato (Tablas 1y 2). El resultado de este test se expresa
mediante simbolos de positivo o0 negativo segun el resultado de cada
prueba, siguiendo siempre el orden establecido por las iniciales del

método.

Pruebas relacionadas con el metabolismo
de los hidratos de carbono

Prueba

Descripcion

Identificacion

Oxido-fermentacion

Con esta prueba se determina si la glucosa
es utilizada por la bacteria por via oxidativa
(presencia de oxigeno) o por via fermentativa
(ausencia de oxigeno)

Los miembros de la familia
Enterobacteriaceae son fermentativos,
mientras que las especies de Pseudomonas
son oxidativas

Rojo de metilo

Es un indicador de pH que actia entre el

pH 4,2 (rojo) y el pH 6,3 (amarillo). Permite
determinar la formacion de acidos que se
producen en la fermentacion de la glucosa por
via acido-mixta

Identifica a nivel de especie los bacilos
entéricos gramnegativos

Voges-Proskauer

Permite determinar si la fermentacion de la
glucosa es por via butanodiélica, formandose
un producto intermedio (acetoina) que junto
con el a-naftol origina un compuesto de color
rojo

Diferencia los géneros Klebsiellay
Enterobacter (positiva) de E. coli. Ademas,
son positivas Aeromonas spp. y Vibrio spp.

Fermentacidon de

Fermentacion de los az(icares a acidos
organicos y gas (H, o CO,) llevada a cabo por

de carbono

aziicares ) , ) X
bacterias anaerobias o anaerobias facultativas
. . ) . Son positivas los géneros Enterobacter,
. Permite determinar si una bacteria es capaz de . oo
Citrato o ) . Klebsiella, Serratia, Citrobactery algunas
utilizar citrato como unica fuente de carbono .
especies de Salmonella
Permite determinar si una bacteria es capaz de " , ,
. , , Son positivas la mayoria de especies de
Malonato utilizar malonato de sodio como unica fuente

Enterobacter, Klebsiellay Citrobacter

-galactosidasa

Transformacion del compuesto organico
incoloro O-nitrofenil-B-D-galactopirandsido
(ONPG) en ortonitrofenol, de color amarillo,
gracias a la enzima p-galactosidasa

Son positivas todas las bacterias
fermentadoras de lactosa. Es (il para
diferenciar los fermentadores lentos de
lactosa de los lactosa-negativos, ya que
estos Gltimos no poseen la enzima y daran
negativa la prueba
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3.2. Técnicas serologicas

Estas técnicas, a diferencia de las anteriores, detectan los anticuerpos
especificos presentes en la sangre del paciente al enfrentarlos a deter-
minados antigenos bacterianos.

L. BIOLOGIA MOLECULAR Y
DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO

L4.I. PCR

La PCR (Polimerase Chain Reaction) es un método que se basa en la
amplificacion de segmentos de ADN, utilizando secuencias cortas de
nucleétidos denominados cebadores o primers. Como los cebadores
utilizados son especificos para cada especie bacteriana, se puede iden-
tificar el microorganismo.

Existen diversas variantes de la PCR, como la PCR a tiempo real que
permite realizar una identificacion bacteriana en poco tiempo.

4.2. Espectrometria de masas MALDI-TOF

Actualmente, en algunos laboratorios de Microbiologia Clinica la identifica-
cion bacteriana se lleva a cabo mediante la técnica de espectrometria de
masas MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time Of
Flight). Esta técnica permite identificar distintas moléculas segun sus pro-
piedades de masa/carga. El funcionamiento se representa en la Figura 6.

Para la

identificacion
bacteriana, ademas
de las pruebas
bioquimicas, existen
otro tipo de pruebas,
como las basadas
en la resistencia a
clertas sustancias,
las técnicas

rapidas basadas

en la deteccion de
antigeno (aglutinacion
con latex e

inmunocromatografia),
las técnicas
seroldgicas, la PCR y
la espectrometria de
masas MALDI-TOF.

[1]

Analizador
de tiempo de vuelo

.
wd & T2

Figura 6. Representacion del funcionamiento del MALDI-TOF. 1. Una colonia bacteriana se mezcla con matriz determinada en una
placa. 2. Las proteinas de la bacteria se convierten en iones de distintos tamanos mediante la accion de una luz laser. 3. En un analiza-
dor de tiempo de vuelo estos iones se separan en funcion de su relacion masa/carga tras ser acelerados en un campo eléctrico. Los
iones pequenos y con menor carga llegan antes que los grandes y con mayor carga. Se mide el tiempo que tardan los iones en llegar al
detector. 4. Se obtiene un perfil proteico de la bacteria, que es comparado con los perfiles proteicos almacenados en la base de datos.
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—‘ Salmonella Produce acido sulfhidrico
‘ sSpp.

p Lactosa . Inmovil
4[ Patégenas H negativa }~| Shigella spp.

ONPG positiva Inmovil

*{ Yersinia spp.

Familia
Enterobacteriaceae

E aalf Voges-Proskauer negativa

Lactosa _‘! Indol positiva

positiva

Voges-Proskauer positiva
Oportunistas Klebsiella Indol negativa (K. oxytoca indol positiva)
‘ spp. Inmovil

Citrato y malonato positiva

— Voges-Proskauer positiva
‘ Enterobacter  Indol negativa

spp. Movil
Citrato y malonato positiva

Voges-Proskauer positiva
Indol positiva
Citrato y malonato positiva

" Citrobacter
spp.

S ONPG positiva
. marcescens ADNasa positiva

H. alvei

Lactosa
negativa

Produce acido

FREUS SR sulfhidrico

Indol positiva

(P mirabilis indol
negativa)
Fenilalanina-
desaminasa positiva
Ureasa positiva

M. morganii

‘{ Providencia
spp.

Figura 10. Esquema de identificacion de las enterobacterias.

Entre las lactosas positivas, las principales pruebas que se pueden utili-
zar para diferenciarlas, entre otras, son: la prueba del Voges-Proskauer,
el indol y la utilizacion de citrato y malonato.

Los Unicos géneros de esta familia productores de &cido sulfhidrico son
Salmonellay Proteus.
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La visualizacion

de “células clave”

en fresco o en una
tincion de Gram de
un exudado vaginal y
la prueba de aminas

positiva es sugerente
de G. vaginalis.

positivas. En el primer caso, son muy caracteristicas las denomina-
das “células clave”, células epiteliales vaginales que contienen una
excesiva cantidad de bacterias en su interior. La prueba de aminas
se realiza mezclando una gota de KOH 40 % con el exudado vaginal vy,
si es positiva, desprendera un olor muy fuerte a pescado debido a la
liberacion de aminas.

Para la identificacion de L. pneumophila existen técnicas de inmuno-
cromatografia.

Las técnicas seroldgicas son las mas usadas para la identificacion del
género Brucella. Las mas utilizadas son el Rosa de Bengala, la prueba
de aglutinacién en tubo (Wright) y el test de Coombs antibrucella.

INFORMACION IMPORTANTE

El género Haemophilus necesita para su crecimiento de ciertos factores san-

guineos presentes en los medios de cultivo con sangre hemolizada (agar cho-

colate). En los medios con hematies enteros (agar sangre) pueden crecer alrededor de otras
colonias capaces de hemolizar la sangre. A este fendmeno se le llama “satelitismo”.

Q. OTRAS BACTERIAS DE IMPORTANCIA
CLINICA: BACTERIAS ANAEROBIAS.
MICOBACTERIAS. RICKETTSIAS,
CLAMIDIAS Y MICOPLASMAS

.|l. Bacterias anaerobias

Las bacterias anaerobias estrictas son aquellas que no utilizan el oxi-
geno para obtener energia y, ademas, son inhibidas por él. En Ia
Figura 12 estan recogidos los géneros de bacterias anaerobias mas
importantes en clinica divididos en base a la tincién de Gram. Las espe-
cies mas destacadas del género Clostridum son C. difficile, C. perfrin-
gens, C. tetaniy C. botulinum.

aQ.l.l. Aislamiento
La mayoria de estas bacterias necesitan para crecer vitamina K, y

hemina. Se utilizan diversos medios de cultivo. Como medio de enri-
guecimiento se usa el caldo tioglicolato.
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Estadios en Mosquito Estadios en higado del humano

@ Ruptur:a 0 A

de ooquiste ) ) v';
: Mosquito se alimenta e

—_— .
"( ; e inyecta esporozoitos A
" é: Ciclo exo-eritrocitico

/ e Ruptura de esquizonte
‘ @Ooquiste o0 i @ e Esquizonte
l Estadios eritrociticos en humano

N\ f Ciclo esporogonico e /=
@ Ooquineto . . Q @
9 Mosquito se alime
\ Macrogametocito e ingiere game E \
8 ) Ciclo en eritrocitos A
g ’,

O Rruptura R QTrofozmto
de esquizonte 78 ""‘ maduro

A
'o.‘
9 Microgrameto \ P, falciparum ‘n (/

entrando a Esquizonte A
macrogameto ) @
(,) — 0 ‘/oGametocitos

) @ Cslula hepética
> infectada

A = Forma infectante P, vivax
A F di .. P. ovale )
= Forma diagnéstica P malariae 0 Gametocitos

Figura 14. Ciclo Plasmodium.

Por otro lado, las amebas de vida libre (Naegleria fowleriy Acanthamoeba
spp.) viven en el agua o suelo y, ocasionalmente, pueden parasitar al
hombre, produciendo cuadros de encefalitis amebiana y queratitis.

Para los trematodos el hombre actla como huésped definitivo, alber-
gando al gusano adulto en intestino (Fasciolopsis buski), pero también
en otros tejidos como higado (Fasciola hepatica), pulmén (Paragonimus
westermani), o vasos sanguineos (Schistosoma).

Entre los cestodos, Echinococcus puede ocasionalmente parasitar
al ser humano como huésped intermediario. En nuestro medio, tiene
especial interés E. granulosus, responsable de la hidatidosis.

De los nematodos tisulares, Trichinella spiralis, aunque la forma adulta
es intestinal, las larvas pueden migrar fundamentalmente a musculo
estriado, donde forman quistes caracteristicos (triquinosis). Mientras
que las filarias se transmiten por la picadura de un mosquito y, a través
de la piel, llegan por el torrente sanguineo a su localizacién definitiva
(tejido linfatico o tejido celular subcutaneo) con nueva salida de las
microfilarias a sangre.
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al diagndstico con el examen microscoépico se puede
realizar un cultivo sobre un agar no nutritivo sembrado
con un bacilo gramnegativo.

) LCR. Para el diagnéstico de tripanosomiasis 0 menin-
goencefalitis amebiana (amebas de vida libre).

) Sangre. Fundamental para el diagnéstico de malaria,
tripanosomiasis. Son tipicas las formas en tétrada o
Cruz de Malta de los trofozoitos de Babesia (Figura 20).
En el caso de filarias, pueden ser precisas técnicas de
concentracion (método de Knott), sobre todo si hay
baja parasitemia.

=.3.l. Diagndéstico de malaria

El diagndstico de laboratorio se realiza mediante la
observacién al microscopio de extensiones de sangre
gruesas v finas tenidas con la coloracion de Giemsa u
otras, en laS_ que bgsoaremos trofozoitos, esquizontes Figura 20. Caracteristica Cruz de Malta en extension tenida
o gametocitos (Figuras 21y 22). con Giemsa.

P. falciparum P. vivax

Young
0
O

Trophozoites

old

Immature

Figura 21. Hematie parasitado por trofozoito de Plas-  Figura 22. Morfologia de los distintos estadios
modium spp. evolutivos de las especies de Plasmodium.
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ReESUMEN

v En este capitulo hemos revisado las caracteristicas principales
de los hongos, su clasificacién e implicacién clinica. ¥ en relacién
con ello, el proceso para su identificacién: la correcta obtencién y
procesamiento de las muestras, el examen microscépico directo, su
aislamiento en los diferentes medios de cultivo y el estudio de las
caracteristicas macroscdpicas y microscopicas de la colonia. Ade-
mds, también se han mencionado otros métodos de identificacion
complementarios y técnicas rdpidas que ayudan en el diagnéstico.

v Las enfermedades parasitarias son las enfermedades infecciosas
mds prevalentes. En la segunda parte del capitulo se han repasado
los distintos pardsitos para el hombre en funcion de su patogenia.

v’ La identificacién de los pardsitos intestinales es morfoldgica a par-
tir de muestras de heces. Se realiza mediante observacién macros-
copica y microscépica. La rentabilidad de estas técnicas aumenta si
se emplean métodos de concentracion. El estudio de otros tipos de
muestra, también tiene lugar, ya que algunos de estos pardsitos pue-
den encontrarse en otras localizaciones.

v’ Por otro lado, en el caso de Plasmodium, Leishmania, Babesia, Trypa-
nosoma y Toxoplasma, se aplican distintas técnicas para su detec-
cién e identificacion, dependiendo del pardsito hemotisular del que
se trate.

GLOSARIO

Anticuerpo: inmunoglobulina capaz de reaccionar con antigenos y pro-
vocar su neutralizacion o modificacion.

Antifungigrama: mide la susceptibilidad de las levaduras a distintos
agentes antifungicos.

Antigeno: sustancia generalmente de naturaleza proteica, capaz de
provocar una respuesta del sistema inmunitario.
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EJERCICIOS

} E1. Busca en Internet una imagen de tincion negativa de Cryptococcus neo-
formans. ;Puedes observar su capsula? ;Y las estructuras internas? ;A
qué crees que se debe?

En un paciente con lesiones cutaneas compatibles con pitiriasis versico-
lor, cuyo agente etiolégico es un hongo: ;Qué técnica ayudaria al diag-
nostico? ;Podrias explicar como realizarias la toma de muestra? ;Y como
realizarias la tincion?

La siguiente imagen se corresponde a una tincion de Gram de un exu-
dado vaginal de una mujer joven. {Qué tipos de microorganismos estan
presentes?

} E4. A un varén joven con ulcera en pene sugerente de chancro sifilitico, se
le toma una muestra y se observa con el microscopio de campo oscuro.
¢Qué esperarias encontrar? ;Podrias observar las estructuras internas?
¢Por qué?

En un paciente inmunodeprimido con sospecha clinica de neumonia por
Pneumocystis jirovecii. {Qué técnica crees que ayudaria al diagnostico?
(Podrias explicar por qué crees que es la apropiada?
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EVALUATE TU MISMO

. Senala la respuesta incorrecta:
O a) Los microorganismos pasan inadvertidos al ojo humano debido a su pe-
gueno tamano.
O b) No todos los microorganismos son patégenos para el hombre.
Q c) Algunas infecciones pueden pasar desapercibidas por no presentar ape-
nas clinica.
Q d) Solo los virus y las bacterias son considerados microorganismos.

. ¢Cual de los siguientes no es un elemento obligado de las bacterias?:
O a) Capsula.
U b) Pared celular.
U ¢) Membrana citoplasmatica.
Q d) Citoplasma.

En cuanto a las técnicas de microscopia, senala cual de las siguientes afir-

maciones es falsa:

U a) Permiten la deteccion de microorganismos.

Q b) Permiten el examen de muestras en fresco.

QA c) Con algunas técnicas se puede ver la movilidad de los microorganismos.

Q d) Gracias a estas técnicas podemos identificar los microorganismos de ma-
nera definitiva en todos los casos.

. ¢Cual de los siguientes no se considera una parte optica del microscopio?:
Q a) Tornillo macrométrico.
Q b) Oculares.
Q c) Objetivos.
Q d) Condensador.

. ¢En cual de las siguientes técnicas microscopicas se emplean haces de
electrones?:
O a) Microscopia de contraste de fases.
U b) Microscopia de campo brillante.
U ¢) Microscopia de campo oscuro.
4 d) Ninguna de las respuestas anteriores es correcta.

Respecto al examen en fresco:

Q a) Se realiza Unicamente sobre muestras clinicas.

QA b) Se visualiza con el microscopio electrénico.

O c¢) Permite determinar las caracteristicas de las capsulas.
U d) Ninguna de las respuestas anteriores es correcta.
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EVALUATE TU MISMO
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