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TOMA DE MUESTRAS BACTERIOLOGICAS

El diagnostico de las enfermedades infecciosas se basa en el estudio de los sintomas y signos clinicos,
asi como en la demostracion de la presencia del agente, de productos o de la huella que éste ha de-
jado en su contacto con el sistema inmune del individuo. El diagnostico clinico es, en muchos casos,
orientador luego de evaluar los datos que ofrecen la historia clinica y la exploracion pero, la confir-
macion de un diagnaostico clinico requiere en enfermedades infecciosas el diagnostico etioldgico que
confiere el Laboratorio de Microbiologia Clinica.

Toda la informacién diagndstica que el laboratorio de microbiologia puede proporcionar, depende
de la calidad de la muestra recibida. Por ello, una toma mal realizada, pobremente recogida o mal
transportada determinara un posible fallo en la recuperacion de los agentes patdégenos, que puede
inducir a errores diagndsticos, e incluso a un tratamiento inadecuado del enfermo. Este hecho es
bien conocido por los microbidlogos, no obstante la mayoria de las muestras son obtenidas por otros
profesionales de la salud en diversos servicios clinicos, por lo que es necesaria la educacion continua
de dicho personal sanitario, al que hay que advertir del gasto inutil y el error de los datos obtenidos a
partir de un estudio realizado de forma inadecuada.

Normas generales
1. Obtencion de muestras:
o Deben realizarse en condiciones de maxima asepsia, evitando contaminaciones ambientales, del
personal médico y del propio enfermo.
o No debe estar en contacto con sustancias desinfectantes.

2. La Orden de solicitud de examen. Precisa:

o ldentificacion del paciente.

o ldentificacion del medico.

o Datos de la muestra (hora de recogida, tipo de muestra, Diagnostico , localizacion anatomica, pro-
cedimiento de obtencion de la muestra).

o Determinaciones solicitadas.

3. Identificacién de la muestra:

Cada muestra debe estar acompanada siempre de una orden. El paciente debe identificarse con
nombre y apellidos, tipo de muestra, fecha, y hora de extraccion . La orden y la muestra deberian te-
ner etiqueta de color segun su conservacion:

o Rojo: en estufa.35°C

o Azul: en refrigeracion a 4°C.

o Amarillo: a Temperatura ambiente.

Conservacion de las muestras

o Muestras para virus: en refrigerador, salvo sangre, medula 6sea, y Ag CMV.

o Muestras para hongos: en refrigerador, salvo LCR, piel, pelo, uias, vaginal y balano-prepucial.
o0 Muestras para anaerobios: a Temperatura ambiente.

o Muestras para micobacterias: en refrigerador, salvo contenido gastrico.

Muestras para Bacteriologia:

0 A temperatura ambiente: médula 6sea, liquidos estériles (pleural, peritoneal,articular,...), muestras
oculares, muestras de cavidad oral, heridas, abscesos, fistulas, adenopatias, del tracto genital, y biop-
sias.

o En refrigerador: orinas, heces, catéteres.

o0 En ESTUFA: hemocultivos, LCR, placas y tubos inoculados.



Segun el microorganismo a investigar:

o0 ANAEROBIOS: Maxima asepsia. ASPIRAR con jeringa Conservacion a T2 ambiente. Enviar en Anae-
roLin.

o MICOBACTERIAS: No recoger con torula. Recoger muestra de esputo . Conservar en nevera. Enviar
en envases estéeriles de boca ancha. Rapidez en envio.

0 HONGOS: ASPIRAR Y RASPAR. Conservar en refrigerador (excepto tracto genital, unas, pelo,...). Ra-
pidez en envio.

o VIRUS: Tomar muestras en estadio precoz. Transporte especifico. Conservacion en refrigerador.
( HydraFlock)

Criterios de rechazo de una muestra

* Muestras sin orden o con ordenes incompletas y/o fallo de identificacion de la muestra.
* Muestras derramadas, o rotas,...

* Muestra no adecuada para la prueba solicitada.

* Muestras sin medio de transporte adecuado.

Instrucciones especificas
Sangre:
Hemocultivo:
* Muestra: sangre.
* Volumen: 1:10 ml en adultos cada uno de los 2 a 3 frascos.
* Recipiente: frascos hemocultivo aerobios o Hem-total

» Consideraciones: desinfeccion adecuada, evitando la entrada de aire en los frascos de anaerobio-
Sis.

Frascos hemocultivos adultos, o Frasco hemocultivo pediatrico

Para hemocultivos con sospecha de anaerobios o microorganismos fastidiosos Frasco hemocultivo
Hem-Total.

Sangre para hongos levaduriformes:

* Muestra: sangre.

* VVolumen: 1:10 ml por cada frasco.

* Recipiente: frascos hemocultivo aerobios .

Frascos hemocultivos adultos , o Frasco hemocultivo pediatrico

Sangre para Mycobacterias, hongos filamentosos, microorganismos de crecimiento intracelular.
Para infecciones por catéter:

Frasco transporte PE-Lin

* Muestra: sangre.

* Volumen:de 2a 5 ml

* Recipiente: Frasco transporte PE-Lin

* Consideraciones: para hongos filamentosos, Mycobacterium y microorganismos de crecimiento
intracelular. Para infecciones por catéter.

Especificar .mantener larga incubacion., pues pueden tardar 4 semanas en crecer.



Vias respiratorias:
Nariz:
Torulin con medio de Stuart
* Muestra: frotis de fosas nasales.
* Volumen: 1 torula.

* Recipiente: medio de transporte Stuart.

Garganta:

Torulin con medio de Stuart

. Muestra: frotis de faringe posterior, de ulceras, o lesiones purulentas.
. VVolumen: 1 torula

. Recipiente: medio de transporte Stuart.

Esputo:

Envase estéril de boca ancha

. Muestra: esputo (no salival).

. Volumen: 2 ml.

. Recipiente: envase esteril de boca ancha.

Aspirado bronquial:

Envase estéril de boca ancha, o Frasco transporte PE-Lin

* Muestra: aspirado bronquial, transtraqueal o muestra de broncoscopia.
* Volumen: 1 ml.

* Recipiente: envase esteéril, o Frasco de transporte PE-Lin

Heces:
Coprocultivo habitual:
Torulin con medio Cary Blair

. Muestra: muestra de heces.
. Volumen: muestra heces.
. Recipiente: Torulin con medio Cary Blair

. Consideraciones: estudio de Salmonella, Shigella, Vibrio y Campylobacter.

Para Yersinia, E. colr.
Torulin con medio Cary Blair

. Muestra: muestra de heces.
. Volumen: muestra de heces.
. Recipiente: contenedor Torulin con medio Cary Blair



Para Aeromonas y Plesiomonas.
Contenedor especial

* Muestra: muestra de heces.

* Volumen: 1 g de heces.

* Recipiente: contenedor especial .

Aparato génito-urinario:
Orina:
Envase estéril de boca ancha adultos, recolector para muestras pediatricas
* Muestra: miccion media.
* Volumen: 0,5 ml minimo
* Recipiente: envase estéril de boca ancha.
» Consideraciones: primera miccion de la manana., segundo chorro

Secreciones urogenitales:

Torulin con Medio Stuart o Medio Amies.

* Muestra: secreciones vaginales o uretrales, torundas de cérvix, liquido prostatico,...

* VVolumen: 1 torula 6 0,5 ml.

* Recipiente: medio de transporte Stuart (en muestras liquidas usa el tubo estéril, o Frasco Transpor-
te PE-Lin).

* Consideraciones: para estudio de Chiamydias utilizar medio de transporte especifico.

Torulin con medio de Stuart o Amies .Tubo estéril para Chlamydias, Frasco Transporte PE-Lin

Liquidos corporales, aspirados y tejidos:
LCR:
Tubos estériles , Transporte PE-Lin , o directamente la jeringa y AnaeroLin si hay sospecha de anae-
robios
* Muestra: liquido cefaloraquideo.
* VVolumen: 1 ml habitualmente, 2 5 ml para micobacterias.
* Recipiente: tubo estéril , Transporte PE-Lin, AnaeroLin
» Consideraciones: enviar el segundo tubo de extraccion.

Liquidos corporales:

Tubos esteriles ( aerobios) , Anaero-Lin (anaerobios) , o Frasco transporte PE-Lin ( fastidiosos)

* Muestra: liquidos aspirados de forma aséptica con jeringa.

* Volumen: 1 ml.

* Recipiente: tubo esteéril .( aerobios) , AnaeroLin (anaerobios) , o Frasco transporte PE-Lin ( fastidio-
Sos)

Heridas:

* Muestra: material purulento o contenido de abscesos.

* VVolumen: 2 torundas 6 0,5 ml de pus aspirado.

* Recipientes:

O para estudio de aerobios: medio de transporte Stuart.,o Medio de Transporte Amies
O para estudio de anaerobios: transporte AnaeroLin

I muestras liquidas: AnaeroLIN.

I muestras solidas: Torulin con medio de Stuart o Medio de Amies.



Imuestras con terapia antibiodtica : Torulin con Medio de Amies con Carbon Activado.

Biopsia y materiales aspirados:

* Muestra: tejido extirpado mediante cirugia, hueso,...

* Volumen: 1 ml de liquido O 1 gr de tejido.

* Recipientes:

O para estudio de aerobios: Torulin con Medio de transporte Stuart, o Medio de transporte Amies
O para estudio de anaerobios: AnaeroLin

I muestras liquidas: AnaeroLIN.

I muestras solidas: Torulin con medio de Stuart o Medio de Amies.

Imuestras con terapia antibiotica : Torulin con Medio de Amies con Carbon Activado.

Recomendaciones especiales:
Hongos:
Envase estéril de boca ancha
* Muestra: pueden utilizarse las muestras antes mencionadas. El esputo y la orina deben obtenerse
de la primera muestra de la manana.
* Volumen: 1 ml o lo especificado en cada muestra. En orina se requiere mas volumen.
* Recipientes: envase estéril de boca ancha.

Mycobacterium.

Envase estéril boca ancha

» Muestra: esputo, tejido, orina, liquidos corporales.

* Volumen: 10 ml 6 1 gr de tejido. No usar torulas.

* Recipientes: envase esteril de boca ancha o tubo estéril
Envase estéril de boca ancha ,Tubos estériles

Legionella / S. pneumoniae/ Neisseriac/Haemophilus:

Frasco transporte PE-Lin, o Envase estéril de boca ancha (trasladar rapidamente al laboratorio)

* Muestra: muestra de LCR, orina, liquido pleural u otros fluidos corporales.

e Volumen: 1 ml.

* Recipientes: Frasco transporte PE-Lin, o envase esteéril de boca ancha.

» Consideraciones: deteccion de Ag de Legionellay Neurmococo en orina mediante técnica de cro-
matografia.

Anaerobios:

* Muestra: aspirados o liquidos corporales.

* Volumen: 1 ml de liquido o 2 torulas.

* Recipientes:

0 muestras liquidas: frasco transporte AnaeroLin, o directamente en la jeringa
O muestras solidas: frasco transporte AnaeroLin

Virus:

* Muestra: secreciones respiratorias, lavado de vias respiratorias, torulas nasales TM con torulas
HydraFlock

vaginales y rectales, lesiones cutaneas sospechosas, heces, sangre,...

* Volumen: 1 ml de liquido, 1 torunda, 6 1 gr de heces.

* Recipientes: medio de transporte especifico para virus.

» Consideraciones: para el estudio de virus en heces se usa el envase esteéril de boca ancha.

Medio de transporte para virus Envase estéril de boca ancha o con medio de transporte Universal
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MEDIOS DE TRANSPORTE

Son utilizados para asegurar la viabilidad de la bacteria sin multiplicacion significativa de los microorganis-
mos desde el momento de su extraccion hasta su posterior estudio. Se utilizan generalmente cuando las
muestras deben ser enviadas de un laboratorio a otro. Se recomienda un limite de 2 horas desde la recolec-
cion de las muestras y su estudio en el laboratorio, pero cuando este limite de tiempo es superado
(frecuentemente cuando se trata de muestras tomadas en un consultorio). Esta demora hace necesario el
uso de medios de transporte adecuados. Los medios de transporte mas frecuentemente utilizados son los
de Stuart, Amies y Cary - Blair.

FUNDAMENTO:

Cuando la viabilidad de las bacterias es muy escasa o la posibilidad de desecacion de la muestra es grande
(favoreciéndose la destruccion bacteriana) y la toma no puede realizarse en el mismo laboratorio, se usaran
medios de transporte. Se trata de medios, tales como el Stuart o Amies, que no son nutritivos, sino que pre-
servan lasbacterias existentes, sobre todo si son escasas, a la vez que impiden el crecimiento exagerado de
otra flora bacteriana no deseada. Estos medios existentes pueden ser para bacterias aerobias , y aunque
pueden consequir supervivencias de hasta 24 horas a temperatura ambiente, deberan enviarse también lo
mas rapidamente posible al laboratorio. Mencion especial requiere cualquier tipo de muestras obtenidas a
partir de enfermos con presumible o demostrada hepatitis virica o SIDA, por ser infectivos no solo el suero,
sino todas las secreciones. Las muestras seran debidamente sefalizadas para prevenir la posibilidad de con-
tagio del personal, para ello, en muchos laboratorios se utilizan etiquetas de color amarillo o rojo, con el fin
de hacer mas visible su procedencia.

En casos de envios por correo, siempre se seguiran las normas existentes para el transporte de productos
biologicos peligrosos.

El primer medio utilizado para el transporte de muestras para estudios microbioldgicos fue el medio de
Stuart. En 1964 Cary y Blair describieron un nuevo medio para el transporte de muestras fecales. Tenia un
bajo contenido de nutrientes, un bajo potencial de oxido-reduccion y un alto pH. En los estudios de Cary y
cols., Salmonella y Shigella fueron recuperadas luego de 45 dias de inoculacion. Otros autores han demos-
trado la eficacia de ese medio de transporte para estudios microbiologicos en gastroenteritis. EIl medio de
transporte Cary-Blair, es semisolido debido a la baja concentracion de agar. Tiene un minimo aporte de nu-
trientes que permite la recuperacion de los microorganismos sin que haya replicacion. El tioglicolato de so-
dio se incluye para proveer un bajo potencial redox; y el pH relativamente alto minimiza la destruccion bac-
teriana por acidificacion.

El medio de STUART modificado permite la conservacion y el transporte e un gran numero de microorganis-
mos patogenos, como Neisseria gonorrhoeae, Heamophilus influenzae, Corynebacterium diphteriae, Tri-
chomonas vaginalis, Streptococcus sp., Salmonella sp., Shigellas sp., etc. Mientras que los mas labiles, los dos
primeros, pueden aguantar bien 24 horas, los dos ultimos pueden hacerlo durante varios dias, a veces se-
manas. Se trata de un medio muy reducido debido a la presencia de tioglicolato que dificulta las reacciones
enzimaticas de autolisado. A su vez, la ausencia de una fuente de nitrogeno evita la proliferacion de la flora
acompanante.

El medio de AMIES es una modificacion del medio de Cary Blair, que a su vez lo es del de Stuart. Basicamen-
te, cambia el glicerofosfato por un fosfato inorganico y el azul de metileno por carbon vegetal neutro farma-
céutico. Ademas, anade iones Calcio y Magnesio, que ayudan a conservar la permeabilidad de la célula bac-
teriana.

Permite la supervivencia de muchos microorganismos, entre los que podemos citar a Neisseria sp., Haermop-
hilus sp., Corynebacterium sp., Trichomonas vaginalis, Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniac,
Enterobacterias, sp., €lc. .

El medio de transporte AMIES permite la supervivencia de organismos incluso hasta 48 horas. Es un medio
apto para la conservacion de una gran parte de patégenos como Niisseria, Haemophilus Salmonella, etc.
Algunos microorganismos pueden resistir en el medio durante tres o mas dias, sin embargo, es conveniente
que la muestra llegue al laboratorio antes de las 24 horas.



Vibrio Cholerae,

Vibrio cholerae, agente causal de la enfermedad del colera es una bacteria gram-negativa que se adap-
ta a los medios acuaticos, donde prolifera cuando ciertos factores ambientales le son favorables, pudiendo ser
transmitidos hacia la poblacion humana, ocasionando focos infecciosos segun un patron estacional . El colera
persiste en algunas regiones naturale donde V. cholerae Biotipo El Tor se adaptaria debido a sus caracteristi-
cas endémicas.

Cuando aparecen casos sospechosos de colera, el agente infeccioso es identificado mediante el copro-
cultivo de la muestra fecal la cual debe ser adecuadamente obtenida y trasportada hacia un laboratorio refe-
rencial . El transporte de una muestra. fecal desde una zona rural hasta un laboratorio referencial puede tar-
dar hasta dos semanas

De acuerdo a los manuales de identificacion la muestra diarreica debe ser transportada solo en el medio
Cary Blair . Se asegura la viabilidad de Vibrio cholerae durante el tiempo de transporte y de donde la bacteria
pueda ser recuperada mediante coprocultivo.

La viabilidad de la bacteria permite identificar el posible primer caso de colera que determina a su vez la
ubicacion del foco infeccioso donde se pueden implementar las medidas de control y la provision de asisten-
cia oportuna.

V. cholerae fue aislado del medio Amies sin carboén , pero su recuperacion luego de quince dias no es
estadisticamente aceptable. Es posible que V. cholerae haya adoptado su estado viable no cultivable, el cual
no es util para el oportuno diagnostico clinico del célera . Por el contrario, V. cholerae fue recuperado en el
medio Amies con carbon durante sesenta dias. Dicha persistencia puede deberse a la presencia del carbon
que tiene afinidad por sus compuestos organicos , descomponiendo las formas reducidas de oxigeno y se-
cuestrando los radicales libres ; sin embargo, el carbon dificulta las tinciones gram.

La recuperacion de V. cholerae en el medio Stuart disminuye drasticamente después de treinta dias. Se

ha descrito que el medio Stuart permite el transporte de especimenes fecales debido a la presencia de una
solucién balanceada de sales y un amortiguador de fosfato organico . Es posible que la disminucion de la
concentracion de oxigeno debido a la presencia de tioglicolato de sodio, la ausencia de cloruro de sodio y la
menor oxigenacion del Stuart hayan afectado a la recuperacion cultivable y viable de V. Cholerae. Los iones
sodio son necesarios para la supervivencia y el desarrollo de V. cholerae y la combinacion de bajas concen-
traciones de salinidad-nutrientes afecta la recuperacion de éste, logrando detectar solo bacterias no cultiva-
bles.

En el medio Cary-Blair, V. cholerae tuvo un comportamiento inicial similar a los medios Stuart y Amies
con carbon, manteniéndose constante hasta los treinta dias, resultado reportado anteriormente El medio
Cary-Blair es recomendable para el transporte de V. cholerae debido a su pH alcalino (pH = 8.4} y a la presen-
cia de cloruro de sodio ; pero, V. cholerae también se establece a pH neutro como ocurre en el ambiente y
como se ha podido demostrar en el presente estudio con los medios Amies con carbon y Stuart, que han sido
recomendados para el transporte de las muestras, pero solo por periodos de breves (uno o dos dias), dado
que aparentemente el pH de estos medios no era optimo para V. cholerae .

1. Vicholerae permanece viable y cultivable durante sesenta dias en el medio de transporte Amies con car-
bdn, durante cuarenta y cinco dias en el medio transporte Cary Blair y durante treinta dias en el medio de
transporte Stuart.

2. Los coprocultivos de las muestras transportadas r",'a"ndsgod,f’e ] :

por los medios evaluados deberan ser preenrique- " Op=0.005
cidos en agua peptonada alcalina para asegurar la

viabilidad de la bacteria. AMIES CON CARBON Ope0,199
3. Vibrio cholerae permanece viable y cultivable

en el sistema de transporte Amies con carbon du- CARY-BLAR 0p=0.095
rante sesenta dias y en el sistema de transporte

Cary-Blair durante treinta dias. | % I O pe1,000

Dias

10



CONCLUSIONES

La sobrevivencia de las bacterias en el medio de transporte depende de muchos factores. Estos in-
cluyen el tipo de bacteria, tiempo de transporte, temperatura de conservacion, concentracion de
bacterias en la muestra y formulacion del medio de transporte. Las muestras deben ser transporta-
das directamente al laboratorio y sembradas entre 24 horas. Estudios publicados han demostrado
que el medio de transporte Stuart y Amies tiene la capacidad de mantener la viabilidad en una ga-
ma bacterias aerobicas por 24 horas. Cary y Blair relatan en estudios hechos con especimenes clini-
cos, que se puede recuperar Samonella y Shigella después de conservacion de temperatura ambien-
te por hasta 49 dias. En un ensayo similar, cepas no aglutinables de Vibrion , Heiberg grupo lll y 1V,
fueran aisladas después de 22 dias. En estudios con 162 especimenes de fecales de rutina recolecta-
das con el medio Cary-Blair, cepas de Shigella fueran recuperadas por hasta 49 dias en temperatura
ambiente. Sa/monella se mantuvo aislada a pesar de la presencia de Proteus y Pseudomonas aerugr-
nosda, por 45 dias minimo. En otros especimenes, los cuales no contenian estos contaminantes, Sar-
monella fue aislada hasta 62 dias. Shigella sonnei fue recuperada hasta 34 dias usando el medio
Cary-Blair, V.cholerae permanece viable y cultivable durante sesenta dias en el medio de transporte
Amies con carbén, durante cuarenta y cinco dias en el medio transporte Cary Blair y durante treinta
dias en el medio de transporte Stuart.

Neuman et al, describen que Vibrion parahaemolyticus sobrevive por 35 dias. El medio Cary-Blair se
recomienda también para el transporte de muestras en las cuales se sospecha contienen Campyilo-
bacter jejuni
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T’enT’-SS-

Torulin en Tubo con Sello Seguro

o Segunda generacidn de Torulines con medio de transporte de LabLINSAN ; con
. Una variedad de Medios de transporte para todas las necesidades; con

. Una variedad de torulas: Dacrén, Rayoén, Slim, Flocked .

CARACTERISTICAS:

Tubo con disefio “Venturi” el cual garantiza mayor recuperacion microbiana, porque impide
la entrada de oxigeno al medio, y la rotura de la columna de agar. Disefio de los tubos con cintura
que mejora el funcionamiento - elimina las burbujas indeseables, condiciona el swab a mantenerse en el
centro de la columna de medio evitando su desplazamiento . Al introducirse el swab dentro del tubo las
burbujas de aire son presionadas hacia el exterior.

Tubos de fondo redondo - carecen de orillas puntiagudas o afiladas , caben adecuadamente en las gra-
dillas de tubos de ensayo tradicionales, fabricado de polipropileno irrompible para proteger no sélo a la
muestra, sino también al equipo médico y técnico que la manipula.

Columna de Medio de Transporte de 5ml de profundidad ofrece maxima proteccion al swab, mejora la
viabilidad de la muestra., evita la deshidratacion de la columna de gel asegurando la calidad del medio has-
ta la fecha de vencimiento del producto.

Tapa de seguridad de doble accidn - se desliza sobre el cuello del tubo ajustadamente por el interior y
exterior del tubo, sellandolo fijamente., de diferentes colores para diferenciar los medios en su interior.
Etiqueta grande preadherida que sella la tapa al tubo, a prueba de manipulacién indebida, mantienen-
do la integridad del producto y asegurando su esterilidad. Permite anotar la informacidn de la muestra y
los datos del paciente, conteniendo ademas, el Lote, Vencimiento, Variedad de Medio y su Trazabilidad.
Gran recuperacion microbiana después de hasta 72 hrs en el medio de transporte, la realizacién
rutinaria de exdmenes esta enfocada hacia los siguientes tipos de bacterias;

Neisseria gonorrhoeae, Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Haemophilus influenzae, Bordetella pertussis,Neisseria meningitidis, Escherichia coli, Bacteroides fragilis,
Prevotella melaninogenica, Campylobacter jejuni, Shigella flexneri y Yersinia enterocolitica

El empaque pldastico transparente totalmente reciclable y de alta visibilidad permite reconocer con
facilidad la informacién del producto, asegurando la seleccidn del producto correcto para la determinacién
solicitada.

Garantia en la integridad de los medios de transporte ya que cada lote cuenta con certificados de
Calidad Microbianos y de Esterilidad,

Cada producto esta garantizado hasta su fecha de vencimiento por su trazabilidad

Fabricado segiin Norma 1SO 13485: 2003; 1ISO/TS 11133-1: 2009; 1SO 9001-2008,

FACIL DE USAR.
Conservar los T'enT’-SS® entre 5 - 25 oC. No Congelar

TORULA=HISOPO=TORUNDA=APLICADOR=SWAB.

VARIEDADES:
TenT-SS: Slim ¢/ medio Stuart

Ten T-SS: Slim ¢/ medio Amies c¢/s Carbdn Activado
TenT-SS: Medio Stuart

T en T—SS : Medio Amies ¢/s Carbdn Activado

T en T—SS : Medio Cary Blair

Ten T—SS : Medio Gel Fisiolégico

)
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T’ en T’ «(TorulLin en Tubo)

TORULA ESTERIL CON MEDIO DE TRANSPORTE

SISTEMA DE RECOLECCION Y TRANSPORTE DE MUESTRAS BACTERIOLOGICAS

Sistema desechable para la obtencidon y transporte de muestras microbiolégicas a Laboratorios para su cultivo y poste-
rior identificacion. El sistema consiste en un estuche plastico estéril sellado que contiene una térula plastica estéril con
punta de Rayén y mango plastico para la recoleccion de la muestra, y en él ; un tubo plastico con el medio de transpor-
te correspondiente en el cual se introduce la tdrula que contiene la muestra y que permite que los microorganismos
permanezcan viables hasta el momento del cultivo. Se presenta una variedad de Medios de Transporte para todo uso.

Se presenta con una variedad de torulas: Dacrdn, Rayodn, Slim, Flocked , Esponja.

Las torulas de algodon no deben usarse, ya que pueden contener acidos grasos
residuales. El alginato de Calcio puede liberar productos téxicos que inhiben el
crecimiento de ciertas bacterias con requerimientos nutricionales especiales
(fastidiosas). Son recomendables las torulas de Dacron, o Rayon . Las torulas Slim
son utilizadas para recolecciéon de muestras pediatricas y uretrales . Las torulas
Floked tienen un disefio especial para la obtencidon de una maxima recoleccién y
elucion bacteriana , utilizadas especialmente en transporte de muestras virales.
La torula de esponja es utilizada para la recolecciéon de muestras de superficie.

TORULA=HISOPO=TORUNDA=APLICADOR=SWAB.

EI T en T se utiliza despegando ambas capas del estuche plastico: en seguida se retira la torula, la que se pone en con-
tacto con el material purulento a investigar, introduciendo la térula al tubo empujandola hasta el fondo y haciéndola
penetrar en el medio de transporte, con un movimiento giratorio, se debe colocar firmemente el tapon en el tubo,
para evitar que este se filtre o contamine. Se rotula el tubo . En estas condiciones el estuche esta listo para ser enviado
al Laboratorio.

T’\ [l ) M i —— oo L

e

T

VARIEDADES:

TenT Slim ¢/ medio Stuart TenT Medio Gel Fisiolégico

TenT Slim ¢/ medio Amies c¢/s Carbon Activado TenT Medio Fisiologico Liquido

TenT Medio Stuart TenT Medio Letheen Gel Swab de esponja

TenT Medio Amies ¢/s Carbon Activado TenT Medio Letheen Liquido Swab de esponja ¢/

plantilla
TenT Medio Cary Blair
TenT DRY sin Medio de Transporte Swab Normal o

Slim
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Medio de Transporte de Stuart

El Medio de Transporte de Stuart es utilizado para la recoleccién, transporte y preservacién de muestras micro-
biolégicas , y permite mantener la viabilidad de los microorganismos presentes en la muestra sin que exista un creci-
miento significativo.

En 1948 Moffet, Young y Stuart describieron un medio para el transporte de gonococcos en especimenes de laborato-
rio. Toshach y Patsula mejoraron la formulacidon obteniendo lo que hoy se conoce como el medio de transporte de
Stuart. La capacidaad del medio de mantener la viabilidad de los gonococos durante su transporte, dirigio las investi-
gaciones para explorar su uso con varios especimenes. Actualmente este medio es recomendado para exudados farin-
geos, vaginales y muestras de heridas. En este medio el cloruro de calcio proporciona iones esenciales para mantener
el balance osmoético. El tioglicolato de sodio evita los cambios oxidativos y provee una atmdsfera reducida. El glicero-
fosfato de sodio actua como buffer. El azul de metileno es un colorante indicador del estado de éxido-reduccién.

El medio de STUART modificado permite la conservacién y el transporte de un gran nimero de microorganismos
patdgenos, como Neisseria gonorrhoeae, Heamophilus influenzae, Corynebacterium diphteriae, Trichomonas vaginalis,
Streptococcus sp., Salmonella sp., Shigellas sp., etc. Mientras que los mds labiles, los dos primeros, pueden aguantar
bien 24 horas, los dos ultimos pueden hacerlo durante varios dias, a veces semanas. Se trata de un medio muy reduci-
do debido a la presencia de tioglicolato que dificulta las reacciones enzimdaticas de autolisado. A su vez, la ausencia de
una fuente de nitrégeno evita la proliferacién de la flora compafiante.

Estad descrito como un medio de transporte eficaz para la recuperacion y viabilidad de microorganismos como

Pneumococo, Strep.pyogenes , N. Gonnorrhoeae,Haemophilus sp. y otros microorganismos labiles. Se utiliza también
para el transporte de muestras de secreciones oculares, dticas, faringeas, vaginales, uretrales, heridas y abscesos. Los
microorganismos permanacen viables de 6 dias a 8 semanas.

V.cholerae permanece viable y cultivable durante treinta dias en el medio de transporte Stuart.

cepas control ATCC desarrollo 0 hs. desarrollo 24 hs. desarrollo 48 hs. desarrollo 96 hs.
S.aureus 6538 excelente excelente excelente muy abundante
S.pyogenes 12344 excelente muy abundante abundante abundante
S.faecalis 33186 muy abundante abundante muy bueno muy bueno
P.aeruginosa 27853 excelente muy abundante muy abundante abundante
E. coli 11775 excelente muy abundante muy abundante abundante
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Medio de Transporte AMIES sin/con carbén activado

Este medio se obtuvo de una modificacidon del medio Stuart al cual se le reemplazé el glicerofosfato por un buffer inor-
ganico superior, la adicidon de carbdn permitié el crecimiento de patogenos tratados con antibioterapia y mejorar el
desarrollo de fastidiosos en comparacion con el Stuart. Se le omitié el azul de metileno. Este medio asi modificado per-
mitid recuperar un nimero mayor de patdgenos que en el Medio de Stuart. Basicamente, cambia el glicerofosfato
por un fosfato inorgdanico y el azul de metileno por carbén vegetal neutro farmacéutico. Ademas, afiade iones Calcio y
Magnesio, que ayudan a conservar la permeabilidad de la célula bacteriana.

El Medio Amies es recomendado para secreciones de garganta, vagina, heridas y urogenital causadas por flora fastidio-
sa o dificil de mantener viable como son: Neisserias, Streptococcus, Haemophilus, Listerias ; manteniéndolos en opti-
mas condiciones para el cultivo hasta despues de 48 hrs, y Medio Amies con carbdn activado se utiliza para secrecio-
nes de heridas y urogenital , para el cultivo y aislamiento de gérmenes fastidiosos , tratados o en tratamiento con anti-
microbianos y/o expuestos a metabolitos tdxicos para su desarrollo, la presencia del carbdn tiene afinidad por com-
puestos organicos , descompone las formas reducidas de oxigeno y secuestra los radicales libres .V.cholerae perma-
nece viable y cultivable durante sesenta dias en el medio de transporte Amies con carbon. Pueden ser solicitados con

5

CEPAS CONTROL |ATCC |DESARROLLO 0Hs DESARROLLO 8 HS. DESARROLLO 24 HS | DESARROLLO 48 HS

S.aureus 6538 excelente excelente excelente excelente

S.pyogenes 12344 excelente abundante abundante bueno

S.pneumoniae 6305 abundante muy bueno bueno bueno

Haemophilus In- 46766 abundante muy bueno bueno bueno

fluenz.

swab normal o slim. —
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Medio de Transporte Cary Blair

En 1964 Cary y Blair describieron un nuevo medio para el transporte de muestras fecales. Tenia un bajo conte-
nido de nutrientes, un bajo potencial de oxido-reduccidn y un alto pH. En los estudios de Cary y cols., Salmonella y Shi-
gella fueron recuperadas luego de 45 dias de inoculacién. Otros autores han demostrado la eficacia de ese medio de
transporte para estudios microbioldgicos en gastroenteritis. El medio de transporte Cary-Blair, es semisélido debido a
la baja concentracidn de agar. Tiene un minimo aporte de nutrientes que permite la recuperacion de los microorganis-
mos sin que haya replicacion. El tioglicolato de sodio se incluye para proveer un bajo potencial redox; y el pH relativa-
mente alto minimiza la destruccién bacteriana por acidificacion.

Se utiliza para el transporte de muestras fecales o raspados rectales para Coprocultivo. Se recomienda este medio, ya
que permite el desarrollo de Salmonellas y Shigellas aun después de 49 dias a 282C, Vibriones y Campylobacter perma-
necen viables hasta por 22 dias a 282C.

V.cholerae permanece viable y cultivable durante cuarenta y cinco dias en el medio de transporte Cary Blair

Cepas control ATCC Desarrollo 24hrs | Desarrollo 4 Desarrollo 6 Desarrollo 8
dias dias dias
S.sonneii 11060 Abndante Abundante Abundante Muy bueno
S.choleraesuis 14028 Abundante Abundante Abundante Muy bueno
S.sonneii 11060 Abundante Abundante Abundante Muy bueno
V.cholerae Abundante Abundante Abundante Abundante
Campylobacter spp. Abundante Abundante Bueno Regular
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Medio de Transporte Gel Fisiolégico o

Medio de Transporte Fisiologico Liquido

Se utiliza para el examen directo de secreciones vaginales y uretrales en las cuales se debe investigar la presencia de
Trichomonas Vaginalis. La concentracidén apropiada de sales, el éptimo pH del medio ,aunado a la inclusién de agaro-
sa en éste lo hace el medio de preferencia para la observacién directa de secreciones. Si el TnT se mantiene a 372C
después de obtenida la muestra, las Trichomonas Vaginalis pueden permanecer vivos hasta por 6 horas.

Cepas control ATCC Desarrollo 0 hrs Desarrollo 8 hrs Desarrollo 16 hrs Desarrollo 24 hrs
S. aureus 6538 excelente

S.faecalis 33186 abundante

Trichomonas vag. Viables Viables Viables visibles

@
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T'en T’ -SS HydraFlocked Swab

Torula Esteril: HydraFlocked Swab con mango plastico
Dry o con Medios de Transporte Stuart gel / liquido o Amies c/s carbon

Sistema de recoleccion y transporte de muestras nasofaringeas, muestras pediatricas , 6ticas , oculares, virales,
genitourinarias, para PCR y medicina Forense.

Los medios de recoleccion de muestras clinicas han sufrido un gran avance en los ultimos tiempos debido
especialmente al avance de las técnicas diagndsticas tanto para diagnéstico viral como para PCR. El éxito
del diagnéstico depende en gran medida de la efectividad de las herramientas utilizadas para la toma de la
muestra y de la cantidad de MO recolectados por el sistema en uso.

El tipo de fibra compactada utilizada en la punta del swab como son algodén— dacrén-poliester-rayon se ha
demostrado que tienen una recuperacion de MO del 10 a 17% de los organismos presentes en el sitio de
la muestra.

Es por esto que se ha desarrollado la HydraFlocked Swab la cual es una estructura a la cual se le aplican
fibras de plastico inocuo con el fin de obtener una cabeza en cepillo aterciopelada. Esta cabeza es capaz de
absorber una gran cantidad de muestra entre sus fibras y a la vez la elucion de la muestra se efectua de
forma mas completa y rapida. Esto es especialmente importante cuando la cantidad de MO en la muestra
es pequena.

Segun estudios recientes se ha obtenido una recuperacién de MO del 80-95% en comparacién con aspira-
dos y lavados nasofaringeos , siendo una técnica menos invasiva. También se ha observado una recupera-
cion cercana al 100% en muestras de secreciones oculares, oticas , uretrales y vaginales.
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VERSIONES:
HydraFlocked Swab Dry sin medio de transporte Regular o Baby

HydraFlocked Swab con Medio Stuart Liquido o Gel Regular o Baby
HydraFlocked Swab con Medio Amies Clear Regular o Baby

HydraFlocked Swab con Medio Amies con Carbdn Activado Regular o Baby

Regular Baby
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Anaerolin

Sistema de Transporte para bacterias Anaerdbicas

La mayoria de los aislamientos de muestras seleccionadas y recolectadas en forma adecuada en el laboratorio
clinico corresponden a la categoria de anaerobios obligados moderados. Estos microorganismos son mas tolerantes a
los efectos toxicos de oxigeno que los anaerobios obligados estrictos sin embargo el oxigeno los mata a pesar de que
las condiciones se mantengan de manera apropiada durante la recoleccién y el transporte de las muestras hacia el la-
boratorio y durante los pasos requeridos para el procesamiento, aislamiento e identificacién . Los factores limitantes
fundamentales que pueden afectar el crecimiento de los anaerobios son: el efecto inhibitorio de oxigeno atmosférico y
sus derivados toxicos ;y el potencial de oxido-reduccion de los medios de cultivo.

Los anaerobios obligados estrictos mueren cuando se exponen al oxigeno atmosférico durante 10 minutos o
mas. Las razones por la que los anaerobios varian su tolerancia al oxigeno depende de su produccién de superéxido
dismutasa, catalasa, y posiblemente enzima peroxidasa, que son protectoras contra los productos toxicos del la reduc-
cion del oxigeno.

El potencial de éxido-reduccion (Redox o Eh) en un medio de cultivo se expresa en voltios o miliVoltios y esta
afectado por el pH . Un potencial Redox positivo significa que estd oxidado . En la naturaleza el limite superior es de
+820 mV que puede encontrarse en algunos ambientes que tienen una oxigenacidn considerable. Las condiciones oxi-
dantes prevalecen el el tejido humano sano que estd bien oxigenado vy tiene un suministro de sangre continua que
presenta un Eh de +150mV. Un medioambiente humano anaerobio como son los abscesos, o un tejido necrdtico y el
intestino grueso humano tiene un EH de alrededor de —250mV. Lo que facilita el desarrollo de los anaerobios ya sean
comensales o patégenos.

Lo anterior implica que para obtener un buen diagndstico de una muestra en que se sospecha la presencia de
anaerobios obligados , ya sean moderados o estrictos , las condiciones en que se transporta la muestra es de primor-
dial importancia.

AnaerolLin es un sistema de recoleccidn de muestras anaerobias que estd compuesto por un frasco —ampolla
con tapdén de goma y sello de aluminio que contiene un medio liquido especial para recoleccion y desarrollo de anae-
robios al cual se le han agregado sustancias reductoras como son el tioglicolato y la L —cistina que aseguran la reduc-
cion del medio. La atmdsfera del frasco se encuentra reducida .Se adjunta una jeringuilla de 1 ml con la cual se debe
recolectar la muestra cuidando que no entre oxigeno a la jeringa , para sembrar el medio se debe puncionar el tapdn
de goma e inyectar el material dentro del frasco sin sacar la tapa. Incubar directamente el frasco por 1 a 3 dias a 36°C,
una vez obtenido el desarrollo se saca medio con una jeringa y se efecttdan los subcultivos y la identificacién de los an-
aerobios obtenidos.

Instrucciones de uso: Sacar el frasco del frio 30 minutos antes de
ser utilizado, observar el medio por turbidez o grumos .Si hay turbi-
dez o grumos descartar el frasco ya que puede tratarse de contami-
nacion. Levantar la parte central de la tapa de aluminio desinfec-
tarla con algoddn con alcohol o povidona yodada y dejar secar.( 30
a 60 seg) . Usar la jeringa estéril para recoger 500 ult (0,5 ml) de
muestra e inyectar la muestra al frasco a través del tapon de goma
asegurando de no inyectar aire dentro del frasco. Etiquetar con la
informacién del paciente. Mantener a temperatura ambiente hasta
el arribo al laboratorio donde debera ser incubado a 35°C por un
minimo de 15 dias observando cada 24 hrs en busca de desarrollo.

Anaerolin se debe conservar de 4 a 12 °C, no congelar.

Utilizacion hasta 12 meses desde su fecha de produccién
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Trans PF- Linsan

Sistema de Transporte Bifasico para Patogenos Fastidiosos

Medio de Transporte Bifasico, especialmente formulado para la conservacidn, transporte y desarrollo de bacte-
rias con requerimientos nutricionales especiales (fastidiosas) , y ambiente reducido. Se desarrollé para el cultivo
primario de muestras como: Liquido Cefalorraquideo de pacientes con sospecha de Meningitis bacteriana, y otros
liquidos corporales como: liquidos pleurales, peritoneales o articulares en los cuales se sospecha la presencia de orga-
nismos fastidiosos como son: Neisseria meningitidis, Haemophilus influenzae, Campylobacter, o Streptococcus pneu-
moniae .

Los microorganismos microaerdéfilos requieren oxigeno como aceptor final de electrones, pero estas bacterias
no crecen en la superficie de los medios sdlidos en una estufa de incubacién aerobia (21% de 02), y casi no hay desa-
rrollo en condiciones anaerébicas. Las especies microaerdfilas se desarrollan en forma éptima en 5% de 02 , 10% de
CO2,y 85% de N2.

Trans PF-Linsan : Este Sistema de transporte Bifasico estd compuesto por un frasco-ampolla conteniendo un
medio sélido en su base compuesto por Charcoal Agar suplementado , mas una fase liquida nutritiva y enriquecida
con un ambiente pre-reducido para obtener desarrollo de bacterias microaeréfilas fastidiosas. Se adjunta al frasco
con tapon de goma y sello de aluminio una jeringuilla de 1 ml con la cual se toma la muestra y se inyecta por el tapdn
de goma al frasco sin destaparlo para evitar que entre oxigeno al frasco. Se incuba en el mismo frascoy una vez que se
obtiene desarrollo se hacen subcultivos en los medios apropiados para cada cepa obtenida.

Instrucciones de uso: Sacar el frasco del frio 30 minutos antes de ser utilizado, observar el medio por turbidez o
grumos .Si hay turbidez o grumos descartar el frasco ya que puede tratarse de contaminacién. Levantar la parte cen-
tral de la tapa de aluminio desinfectarla con algodén con alcohol o povidona yodada y dejar secar.( 30 a 60 seg) . Usar
la jeringa estéril para recoger 500 uLt (0,5 ml) de muestra e inyectar la muestra al frasco a través del tapén de goma
asegurando de no inyectar aire dentro del frasco. Etiquetar con la informacion del paciente. Mantener a temperatura
ambiente hasta el arribo al laboratorio donde deberd ser incubado a 35°C por un minimo de 15 dias observando cada
24 hrs en busca de desarrollo.

Conservarse de 4 a 12 °C en la oscuridad, no congelar.

Utilizacidn hasta 12 meses desde su fecha de produccién




Los medios de cultivo en microbiologia

Uno de los sistemas mas importantes para la identificacion de microorganismos es observar su
crecimiento en sustancias alimenticias artificiales preparadas en el laboratorio. El material alimenticio
en el que crecen los microorganismos es el Medio de Cultivo y el crecimiento de los microorganismos
es el Cultivo. Se han preparado mas de 10.000 medios de cultivo diferentes.

Para que las bacterias crezcan adecuadamente en un medio de cultivo artificial debe reunir una
serie de condiciones como son: temperatura, grado de humedad y presion de oxigeno adecuadas,
asi como un grado correcto de acidez o alcalinidad. Un medio de cultivo debe contener los nutrien-
tes y factores de crecimiento necesarios y debe estar exento de todo microorganismo contaminante.

La mayoria de las bacterias patogenas requieren nutrientes complejos similares en composicion
a los liquidos organicos del cuerpo humano. Por eso, la base de muchos medios de cultivo es una
infusion de extractos de carne y Peptona a la que se anadiran otros ingredientes.

El agar es un elemento solidificante muy empleado para la preparacion de medios de cultivo. Se
licua completamente a la temperatura del agua hirviendo y se solidifica al enfriarse a 40 grados. Con
minimas excepciones no tiene efecto sobre el crecimiento de las bacterias y no es atacado por aque-
llas que crecen en él.

La Gelatina es otro agente solidificante pero se emplea mucho menos ya que bastantes bacte-
rias provocan su licuacion.

En los diferentes medios de cultivo se encuentran numerosos materiales de enriquecimiento
como hidratos de carbono, suero, sangre completa, bilis, etc. Los hidratos de Carbono se adicionan
por dos motivos fundamentales: para incrementar el valor nutritivo del medio y para detectar reac-
ciones de fermentacion de los microorganismos que ayuden a identificarlos. El suero y la sangre
completa se anaden para promover el crecimiento de los microorganismos menos resistentes.

También se anaden colorantes que actuan como indicadores de pH para detectar, por ejemplo,
la formacion de acido o como inhibidores del crecimiento de unas bacterias y no de otras (el Rojo
Fenol se usa como indicador ya que es rojo en pH basico y amarillo en pH acido. La Violeta de Gen-
ciana se usa como inhibidor ya que impide el crecimiento de la mayoria de las bacterias Gram-
positivas).

El aislamiento de bacterias a partir de muestras naturales se realiza, en la mayoria de los casos,
mediante la produccion de colonias aisladas en cultivos solidos.

El crecimiento explosivo de las bacterias produce un gran numero a partir de una unica ceélula
inicial de forma que, tras un periodo de tiempo de incubacién en las condiciones ambientales ade-
cuadas, se produce una colonia de individuos iguales.

Para crecer, un microorganismo necesita nutrientes que le aporten energia y elementos quimi-
Cos para la sintesis de sus constituyentes celulares.

Dependiendo de la fuente de carbono que utilizan, los microorganismos se pueden clasificar en:

e autotrofos: si es el CO2 atmosférico (microorganismos que fotosintetizan)

e heterotrofos si utilizan carbono organico.

Los microorganismos de importancia clinica son todos ellos heterotrofos.
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La formula elemental de un microorganismo es, aproximadamente, C4H702N lo que supone que
los componentes de las células son: carbono que representa alrededor del 50% del peso seco, oxi-
geno (32%), nitrégeno (14%) y debe estar disponible, normalmente, en forma de NH4 o de ami-
noacidos a los que se pueda tomar su grupo amino; fésforo (3%) y debe estar en forma de PO4;
azufre que representa en torno al 1% y procede de aminoacidos sulfurados o de SO4; y otros ele-
mentos traza entre los que se encuentran Fe, K, Mg, Mn, Co, Mb, Cu y Zn.

La elaboracion de medios de cultivo que permitan aislar microorganismos a fin de iniciar pos-
teriores cultivos puros requiere proporcionar los nutrientes antes citados y, en ciertos casos, algu-
Nnos aminoacidos o vitaminas que determinados tipos de microorganismos no pueden sintetizar.

Los medios de cultivo se pueden clasificar en definidos cuando su composicion quimica se co-
noce totalmente y complejos cuando no es el caso porque estan compuestos por mezclas de ex-
tractos de materiales complejos (extracto de levadura, extracto de carne, etc.).

Condiciones generales para el cultivo de microorganismos

El desarrollo adecuado de los microorganismos en un medio de cultivo se ve afectado por una
serie de factores de gran importancia y que, en algunos casos, son ajenos por completo al propio
medio.

1- disponibilidad de nutrientes adecuados

Un medio de cultivo adecuado para la investigacion microbioldgica ha de contener, como mi-
nimo, carbono, nitrégeno, azufre, fosforo y sales inorganicas. En muchos casos seran necesarias
ciertas vitaminas y otras sustancia inductoras del crecimiento. Siempre han de estar presentes las
sustancias adecuadas para ejercer de donantes o captadores de electrones para las reacciones qui-
micas que tengan lugar.

Todas estas sustancias se suministraban originalmente en forma de infusiones de carne, ex-
tractos de carne o extractos de levadura. Sin embargo, la preparacion de estas sustancias para su
aplicacion a los medios de cultivo provocaban la pérdida de los factores nutritivos labiles.

Actualmente, la forma mas extendida de aportar estas sustancias a los medios es utilizar pep-
tona que, ademas, representa una fuente facilmente asequible de nitrégeno y carbon ya que la ma-
yoria de los microorganismos, que no suelen utilizar directamente las proteinas naturales, tienen
capacidad de atacar los aminoacidos y otros compuestos mas simples de nitrégeno presentes en la
peptona.

Ciertas bacterias tienen necesidades nutritivas especificas por lo que se anade a muchos me-
dios sustancias como suero, sangre, liquido ascitico, etc. Igualmente pueden ser necesarios ciertos
carbohidratos y sales minerales como las de calcio, magnesio, manganeso, sodio o potasio y sustan-
cias promotoras del crecimiento, generalmente de naturaleza vitaminica.
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Muy a menudo se anaden al medio de cultivo ciertos colorantes, bien como indicadores de
ciertas actividades metabolicas o bien por sus capacidades de ejercer de inhibidores selectivos de
ciertos microorganismos.

2- consistencia adecuada del medio

Partiendo de un medio liquido podemos modificar su consistencia anadiendo productos como
albumina, gelatina o agar, con lo que obtendriamos medios en estado semisolido o solido.
Los medios solidificados con gelatina tienen el gran inconveniente de que muchos microorganismos
no se desarrollan adecuadamente a temperaturas inferiores al punto de fusion de este solidificante y
de que otros tienen la capacidad de licuarla.

Actualmente los medios solidos son de uso universal, por su versatilidad y comodidad, pero
hay también gran cantidad de medios liquidos cuyo uso esta ampliamente extendido en el laborato-
rio.

3- presencia (o ausencia) de oxigeno y otros gases
Potencial redox: nos indica la capacidad del substrato para aceptar o donar electrones, esto es:

sus caracteristicas oxidantes o reductoras. Uno de los factores que intervienen en el potencial redox,
aunque no el unico, es la concentracion de oxigeno [O2].

Gran cantidad de bacterias pueden crecer en una atmaosfera con tension de oxigeno normal.
Algunas pueden obtener el oxigeno directamente de variados sustratos. Pero los microorganismos
anaerobios estrictos solo se desarrollaran adecuadamente en una atmaosfera sin oxigeno ambiental.
En un punto intermedio, los microorganismos microaerofilos crecen mejor en condiciones atmosferi-
cas parcialmente anaerobias (tension de oxigeno muy reducida), mientras los anaerobios facultati-
vos tienen un metabolismo capaz de adaptarse a cualquiera de las citadas condiciones.

4- condiciones adecuadas de humedad

Un nivel minimo de humedad, tanto en el medio como en la atmaosfera, es imprescindible para
un buen desarrollo de las células vegetativas microbianas en los cultivos. Hay que prever el manteni-
miento de estas condiciones minimas en las estufas de cultivo a 35-37°C proporcionando una fuente
adecuada de agua que mantenga la humedad necesaria para el crecimiento de los cultivos y evitar
asi que se deseque el medio.

5- Luz ambiental
La mayoria de los microorganismos crecen mucho mejor en la oscuridad que en presencia de
luz solar. Hay excepciones evidentes como seria el caso de los microorganismos fotosintéticos.

6-pH

La concentracion de iones hidrégeno es muy importante para el crecimiento de los microorga-
nismos. La mayoria de ellos se desarrollan mejor en medios con un pH neutro, aunque los hay que
requieren medios mas o menos acidos. No se debe olvidar que la presencia de acidos o bases en
cantidades que no impiden el crecimiento bacteriano pueden sin embargo inhibirlo o incluso alterar
sus procesos metabolicos normales.
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/- Temperatura

Los microorganismos mesofilos crecen de forma optima a temperaturas entre 15 y 43°C. Otros
como los psicrofilos crecen a 0°C y los temofilos a 80°C o incluso a temperaturas superiores
(hipertemafilos). En lineas generales, los patdgenos humanos crecen en rangos de temperatura
mucho mas cortos, alrededor de 37°C, y los saprofitos tienen rangos mas amplios.

8- Esterilidad del medio

Todos los medios de cultivo han de estar perfectamente estériles para evitar la aparicion de
formas de vida que puedan alterar, enmascarar o incluso impedir el crecimiento microbiano normal
del o de los especimenes inoculados en dichos medios. El sistema clasico para esterilizar los medios
de cultivo es el autoclave (que utiliza vapor de agua a presion como agente esterilizante)

Tipos basicos de medios de cultivo

Atendiendo a su estado fisico:
Jliquidos

L1 semisolidos

L Isolidos

Atendiendo a su utilidad practica:

Medios de Transporte : Medios que garantizan que los microorganismos
permanecen viables desde el momento de la toma de la muestra hasta su procesa-
Miento en el laboratorio.

Medios de Resucitacion: medios formulados para el control de superficies y puntos
criticos después de ser tratados con amonios cuaternarios. Los microorganismos
estresados son “resucitados” por estos medios y se desarrollan posteriormente.

Para Usos Generales: no selectivos, para cultivo de una amplia variedad de organis-
mos dificiles de hacer crecer. A menudo estan enriquecidos con materiales como: san-
gre, suero, Hemoglobina, FX, FV, glutamina, u otros factores accesorios para el creci-
miento de las bacterias (Agar Sangre, Schaeadler, etc)

Selectivos: (pueden ser de moderada o de alta selectividad) se anaden sustancias que
inhiban el crecimiento de ciertos grupos de bacterias, permitiendo a la vez el creci-
miento de otras. Variando las sustancia anadidas, se varia el tipo y grado de selectivi-
dad (Mac Conkey, Kanamicina-Vancomicina)
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Para Enriquecimiento: ralentizan/suprimen el crecimiento de la flora competitiva nor-
mal potenciando el cultivo y crecimiento deseado (Selenito, medio con Vitamina K).
Estos medios pueden ser de Enriquecimiento selectivo o no selectivo.

Para Aislamiento : formulaciones nutritivas especiales que satisfacen requerimientos de
grupos especificos de bacterias, ayudando a su identificacion Estos medios pueden ser
especificos y no especificos .

Para Pruebas de Sensibilidad: medios estandarizados en sus concentraciones ionicas
para ser utilizados por la técnica de difusion con discos para determinar MICs de los an-
tibioticos en las pruebas de sensibilidad.

Para Preservacion: medios disenados para mantener viables por largos periodos de
tiempo cepas en estado “dormante” o latente .

Medios para identificacion:

Diferenciales: formulaciones especiales en las que se estudian las peculiaridades fisiolo-
gicas, como sus caracteristicas bioquimicas (nutricion y respiracion sobre todo) especifi-
cas de las bacterias. Seleccionando los medios adecuados se puede llegar a la identifi-
cacion de casi cualquier bacteria (Oxidacion-Fermentacion).

Medios Cromogénicos: Formulas que se basan en las caracteristicas enzimaticas de al-
gunas bacterias que son capaces de desdoblar un sustrato cromogeénico en un cromo-
foro que al quedar libre intracelular le otorga el color a la colonia . Esta es una reaccion
especifica enzimatica.
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La evolucién de los medios de cultivo

Medio de cultivo de Primera generacion:

Podemos decir que la microbiologia empieza su verdadero desarrollo como ciencia en el momento
en que se descubre el microscopio y comienza la observacion de los primeros microorganismos,
pero es indudable que la puesta a punto de los medios de cultivo y la utilizacion del agar como so-
lidificante, marcan dos importantes puntos de inflexion en su evolucion.

La primera noticia de la utilizacion de medios de cultivo nos llega del micologo Brefeld, que consi-
guio aislar y cultivar esporas de hongos en medios solidos realizados a base de gelatina.

Sin embargo este sistema no era adecuado para las bacterias (por su menor tamano) y no fue has-
ta el ano 1878 cuando Lister popularizé un método enfocado al cultivo puro basado en diluciones
seriadas en un medio liquido.

Koch realiz6 sus investigaciones utilizando en un primer momento rodajas de patata como soporte
nutritivo solido, pero no tardo en recurrir al caldo de carne liquido, disehado por Loeffler, al que,
en 1881, anadio gelatina, logrando un medio solido transparente ideal para la observacion de la
morfologia macroscopica de las colonias microbianas.

En el ano 1882 tiene lugar uno de los grandes avances de la microbiologia en relacion con los me-
dios de cultivo: el médico aleman Walter Hesse introduce el agar-agar (polisacarido extraido de al-
gas rojas) como solidificante, como resultado de la sugerencia de su esposa Angelina Hesse, la cual
utilizaba dicho polisacarido en sus recetas culinarias.

En 1887 un ayudante de Koch llamado Petri, comienza a utilizar placas de cristal planas, que se lla-
man desde entonces placas de Petri, para sustituir a las clasicas bandejas de vidrio cubiertas con
campanas que se usaban hasta entonces.

Beijerinck y Winogradsky, que desde de 1888 realizaron sus investigaciones sobre las bacterias qui-
mioautotrofas (utilizacion de nitrogeno y azufre sobre todo) tuvieron gran importancia en el desa-
rrollo de los medios selectivos y de enriquecimiento. Disefaron este tipo de medios de tal forma
que su especial composicion quimica favorecia el crecimiento de ciertos tipos de microorganismos
que, en funcion de sus procesos metabdlicos, eran los unicos capaces de utilizar para su desarrollo
ciertos nutrientes del medio.

En 1892 Wurtz impulso el uso de los medios diferenciales, incorporando indicadores de pH a la
composicion de ciertos medios con lo cual se podia observar la produccion de acidos en la fermen-
tacion en ciertos microorganismos.

Medios de cultivo de Segunda generacion:
Medios Cromogénicos

Los medios Cromogénicos fueron desarrollados por el Dr.Alain Rambach, quien en 1973 comenzo
su trabajo de Ingenieria Genética en el Institute Pasteur junto a su Profesor Francois Jacob, Premio
Nobel de Genética.

En 1979, Presentd un trabajo revolucionario “Deteccion de E.coli utilizando Diferenciacion Cromo-
génica en los Medios de Cultivo”, después de esta publicacion patento su descubrimiento.

En 1990, funda la Compania CHROMagar, después de haber trabajado en GENETICA Y Rhone-
Poulenc donde patent6 el primer Medio Cromogeno para Salmonella : Rambach Agar
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MEDIOS CROMOGENOS

INTRODUCCION:

Los Medios Cromogenos son medios de cul-
tivo especificos para la deteccion rapida de
bacterias segun sus caracteristicas enzima-
ticas , las cuales se visualizan directamente
en el medio por substratos cromogenos in-
corporados a éstos.

El medio base incorpora substancias nu- Ejemplo de Medio Cromdégeno mostrando diferentes ce-

.. . i pas ,pudiendo ser identificadas por sus diferentes colores
tricionales especiales para incrementar el
desarrollo de la bacteria requerida, a la vez
que sus enzimas especificas actuan en en forma optima sobre el sustrato incorporado.
La identificacion de esta reaccion se observa directamente en el medio por las subs-
tancias cromogemas que otorgan un color caracteristico a las colonias del germen sin
necesidad de utilizar otros aditivos.

El color se mantiene estable por varios dias sin sufrir cambios en relacion a los cam-
bios de pH. El color no difunde al medio lo que posibilita la identificacion de colonias
aisladas aun cuando el desarrollo sea mixto y abundante.

La eleccion de diferentes sustratos enzimaticos y substancias cromogenas permite di-
ferenciar e identificar diferentes germenes por los diferentes colores de sus colonias
debido a sus diferentes caracterisficas enzimaticas.

El control de calidad de estos Medios de Cultivo Cromogenos incluye, ademas de las
caracteristicas de crecimiento de las bacterias el color de las colonias como un criterio
fundamental en la identificacion de éstas.
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Cromo-Check

Medios Cromogénos especificos para detectar patdgenos en los Alimentos .
Placas preparadas aprobadas por la AOAC.

DESCRIPCION:

" Medio cromégenos preparados listos para su uso, en diferentes
presentaciones segun la conveniencia de cada Laboratorio ,
en placas de 10, 5 y dobles. Selladas y rotuladas individual-
mente con serie y vencimiento.

" Fabricadas con materias primas de primerisima calidad aseguran-
do un producto en éptimas condiciones en cuanto a calidad ,
disponibilidad , rapidez , economia y confianza.

" Cada producto va acompafiado de su Protocolo de Control de Cali-

dad respectivo , efectuado segun las normas del NCCLS y con
cepas tipo originales del ATCC (American Type Culture Collec-
tion)

" Disponible toda la variedad de medios cromdgenos existentes en
el mundo, hasta los mds modernos y novedosos.

" Con este sistema los Laboratorios pueden utilizar todos los medios
cromogenos disponibles en el mercado segln su convenien-

cia, con un gran ahorro y economia.

" Duracion de las placas: 100 dias hasta la fecha de su vencimiento,
mantener las placas entre 8 a 12 °C y en la obscuridad ya que
las substancias cromdgenas son sensibles a la luz.

-.__\

CROMOGENOS EN PLACAS 5 CM
Agar CromoCandida
Agar CromoAureus

Agar CromocColi

PRESENTACION: 10 Unidades por articulo
CROMOGENOS EN PLACAS 10 CM.

Agar CromoSalmonella

Agar CromoColi

Agar CromoColi O157:H7

Agar Cromolisteria (ALOA)

PRESENTACION: 10 Unidades por articulo
CROMOGENOS EN DUOPLATE

DuoCC=CrColi/CrSalmonella

DuoRctoTot/CrColi

Duo CrColi/CrAureus

Duo CrColi/Baird Parker

PRESENTACION: 10 Unidades por articulo

Preparado segun especificaciones del fabricante y segun norma ISO/TS11133-1:2009

CONTROL DE CALIDAD segun especificaciones del standar ISO/TS 11133-2:2004

Incubacion : 24 hrs. a 35°C en aerobiosis.
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PLACAS CON MEDIOS SELECTIVOS

PLACAS DE 10 CM

Agar Regan Lowe (Bordetella)

Agar HTM /Haemophylus Test Media)
Medio Skirrow ( Campylobacter)
Medio Oxford (Listeria)

Medio CIN ( Yersinia)

Medio Hb ( human Blood-Gardnerella)

Medio MRSA ( S.aureus Meticilina resis-
tentes)

Medio CHAB ( Pisirikettzia salmonis)
Medio Dixon [ Malasezzia)

Agar VRE+Vancomicina 6ug/ml | Ente-
rococos VVancomicina resistentes)

PLACAS CON MEDIOS PARA SEMSIBILIDAD

PLACAS DE 15 CM

Mueller Hinton ( CLSI)
Mueller Hinton+Sangre
Medio HTM

Medio Casitona

MEDIOS DE CULTIVO
PREPARADOS EN PLACAS PETRI DESCARTABLES

DESCRIPCION -

¢

PLACAS CON MEDIOS DE CULTIVO

Iledios Selectivos- preparados, lstos para su uso,
etn placas Petri desechables dletmanas de alta
tecniologia de 10 cm. de didmetro | selladas v
totuladas individualmente con serle ¥ vencimiento.
Fabricadas con materias primas de primerisima
calidad  asegurando uwn producto en dphimas
condiciones en cuanto a calidad, disponibilidad,
tapidez, econotnia v conflanza.

Cada producto va acompafiado de su protocolo de
control de calidad respectivo | efectuado segin las
normas del HOCLA w con cepas tipo del ATCC
(A merican Type Culture Collection).

Gran variedad de medios | para las diferentes
necesidades de los Laboratorios.

Con este sistema todos los Laboratorios pueden
efectuat todos los cultivos con convendencia ¥
ecofomia.

PLACAS CON MEDIOS DE CULTIVO

PLACAS DE 10 CM.

Agar Bilis Esculina

Agar Bismuto Sulfito

Agar Chocolate + Suplemento
Medio Lactosado CLED

Agar Corn Meal

Medio CromoUTI

Agar DNAsa + Indicador

Agar Feniletilalcohol

Agar Hektoen

Medio LB + Ampicilina

Agar MacConkey

Agar MacConkey+MUG

Agar Manitol-Sal-Rojo Fenol
Medio Mueller Hinton (NCCLS)
Medio Mueller Hinton+Sangre

Agar Nutriente

PLACAS DE 5 CM.
Agar Chocolate + Suplemento
Medio CromoUTI
Agar DNAsa + Indicador
Medio Sabouraud Dextrosa 4%-+Inhib.
Agar Sangre Cordero Base TSA
Medio Thayer Martin
Medio Brettanonomyces /mostos
Medio Brettanomyces / vino
Medio MRS
Medio Cromocoli
Medio WI Nutriente
Medio WL Diferencial
Medio Cromoaureus
Medio SFP
Medio Slanets & Bartley

Agar Triptosa Sulfito

Medio Sabouraud Dextrosa 4%-+Inhib.

Agar MFC + Ac.Rosédlico

Medio Sabouraud Dextrosa 2%+Inhib.

Agar SS

Agar Green Yeast & Mold
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DUO-Plate : sISTEMA DE CULTIVO

DESECHABLE DE DOS MEDIOS
COMPLEMENTARIOS POR PLACA

DESCRIPCION:

Sistema de cultivo de muestras bacterioldgicas, en el
cual se proveen dos medios diferentes y complementa-
rios en cada placa desechable, y dividida ; lo que permi-
te : cultivar, enumerar e identificar la flora existente en
una sola placa por muestra.

Sistema altamente eficiente, los medios han cuidadosa-
mente elegidos por su complementariedad, eficiencia y
seguridad en la recuperacion de la flora presumiblemen-
te existente.

Placas de alta calidad, desechables ultra transparentes,
elaboradas con materias primas de dptima calidad.

Se entregan listas para su uso , selladas y etiquetadas
individualmente con su protocolo de control de calidad
respectivo.

Alta economia y conveniencia , se siembra una muestra
por placa lo que economiza medios , espacio en la estu-
fay en la bodega.

Sistema facilmente controlable en inventario, organiza-
cion y costos por muestras.

Alta eficiencia a la mitad del costo.

DUO Plate
PLACAS DOBLES CON 2 MEDIOS

Duo Dermatofito /Sabouraud
Duo UCS=MacConkey/Sangre
Duo CV=Sangre/Chocolate
Duo GC=Sangre/Thayer Martin
Duo Hb/TM=Gardenella/TM
Duo CCS= SS/MacConkey
Duo Hb/Chocolate
Duo SS/Yersinia
Duo MacConkey/Cled

PLACAS DOBLES C/ MED. CROMOGENOS
Duo UC=CrUTI/Sangre

Duo HL=CrCandida/Sabour

Duo CC=CrColi/CrSalmonella

Duo  =RctoTot/CrColi

Duo  =CrColi/CrAureus

Duo  =CrColi/Baird Parker

PLACAS DOBLES ALIMENTOS
Duo Rcto Tot /CrColi

Duo Baird Parker doble

Duo Baird Parker/EMB
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Medios de Cultivo para Anaerobios
Placas 10 cm., Tubos 12 x 120

MEDIOS PARA ANAEROBIOS

. Agar Sangre+Suplemento

. Agar Sangre+ Suplemento+ Inhibidores
(Medio CNA)

. Agar Sangre Brucella

. Agar SFP Clostridium Perfringens
. Agar Clostridium Difficile

. Medio E.Y.A. (Egg Yolk Agar)

. Medio Liquido Enriquecido

. Medio Tioglicolato con Indicador

Medio Liquido Enriquecido:
Tubos 12 x120 de 5ml por 30 unidades.

La base de este medio es el medio tioglicolato enriquecido con hemina , vitamina K'y
suero animal. Este medio antes de ser sembrado debe regenerarse por lo menos 10
minutos en bafio de agua hirviendo con el tapdn muy suelto . Al finalizar la regeneracion
se le agrega Bicardonato de Sodio estéril al fondo del tubo hasta una concentracion final
de 1 mg por ml de medio con una pipeta Pasteur estéril cuidando de no introducir aire al
medio.

Se siembra depositando una gota del indculo al fondo del tubo cuidando de no incorporar
aire al medio. Se incuba en la jarra anaerdbica por 48 hrs., después de ese tiempo se ob-
serva el desarrollo.




MEDIOS DIFERENCIALES
TUBOS 12x 120 ;13 x 100y 75 x 100

Tubos 12x120:13 x 100

Medio TSI

Medio LIA

Medio MIO

Medio Citrato Simmons
Medio Urea de Christensen
Medio Kligler

Medio Bilis Esculina

Medio Agar Sal

Medio Manitol-Sal-Rojo Fenol
Medio Fenilalanina

Medio OF+glucosa

Medio CTA+azucares

Medio RM-Voges Proskauer

Preparado segun especificaciones del fabricante y segun norma ISO/TS11133-1:2009
CONTROL DE CALIDAD segun especificaciones del standar ISO/TS 11133-2:2004

Conservacion: De 8 a 12 °C hasta la fecha de vencimiento, No congelar.
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MEDIOS DIFERENCIALES

Uno de los requerimientos mds importantes para la identificacién de microorganismos es observar su
crecimiento en sustancias alimenticias artificiales preparadas en el laboratorio. Una vez obtenidas las colo-
nias un preparado teiido con Tincién de Gram puede poner en evidencia células de bacilos, cocos o cocoba-
cilos gramnegativos o grampositivos , grandes o pequeiios. Sin embargo no es posible diferenciar las espe-
cies solo sobre la base de la morfologia en la tincion de Gram.

La morfologia caracteristica de las colonias de un microorganismo que crece en un medio sélido puede
proporcionar un segundo dato importante. La hemdlisis en Agar Sangre en la mayoria de los bacilos es varia-
ble y no es caracteristica, puede ser de importancia en cocos positivos y no siempre determinante.

La diferenciacidn de las bacterias se basa principalmente en la presencia o ausencia de diferentes enzi-
mas codificadas por el material genético del cromosoma bacteriano. Estas enzimas dirigen el metabolismo
bacteriano a lo largo de una de varias vias que puede detectarse mediante medios especiales utilizados en
técnicas de cultivo en vitro. Se incorporan al medio de cultivo sustratos sobre los cuales pueden reaccionar
estas enzimas, junto con un indicador que puede detectar la utilizacién del sustrato o la presencia de pro-
ductos metabdlicos especificos. Mediante la seleccién de una serie de medios que miden diferentes caracte-
risticas metabdlicas de los microorganismos por evaluar es posible determinar un perfil bioquimico para la
diferenciacién de la especie.

UTILIZACION DE HIDRATOS DE CARBONO

Principios De la Fermentacion: Los estudios de Pasteur de mediados del siglo XIX sobre la accidn de las leva-
duras en el vino proporcionaron la base de nuestro conocimiento actual de la fermentacién de los hidratos
de carbono. Pasteur observé que algunas bacterias contaminantes producian una caida del pH del vino por
la produccion de distintos acidos . Poco después surgieron descripciones completas de las vias fermentati-
vas por las cuales se degrada un monosacdrido como la glucosa.. Mediante una serie de escisiones glucoliti-
cas y transformaciones enzimaticas, la molécula de glucosa se divide en tres compuestos de carbono, el mas
importante de los cuales es el dcido piruvico. La secuencia quimica mediante la cual la glucosa se convierte
en acido piruvico se conoce como la Via de Embden Meyerhoff . Muchas bacterias entre ellos todas las Ente-
robacterias fermentan la glucosa a través de esta via, sin embargo la forma cémo se origina el acido piruvico
varia segun la especie bacteriana . Los destinos alternativos del acido piruvico son el resultado de distintas
vias de fermentacién, que arrojan productos bastantes diferentes.

Las bacterias se diferencian por los hidratos de carbono que metabolizan y por los tipos de y las canti-
dades de acidos producidos. Estas diferencias en la actividad enzimatica son una de las principales caracte-
risticas por las cuales se reconocen las diversas especies.

El gas resultante de las fermentaciones bacterianas es fundamentalmente una mezcla de hidrégeno,
didxido de carbono que se forma a través de la escision del 4cido piravico.

La fermentacidn bacteriana de la lactosa es mas compleja . La lactosa es un disacdrido compuesto por
glucosa y galactosa, conectado por un enlace de oxigeno conocido como enlace galactosidico . Con la hidro-
lisis este enlace se corta y libera glucosa y galactosa. Para que una bacteria metabolice lactosa deben pre-
sentarse dos enzimas 1) la B-galactdsido permeasa que permite el transporte de un B-galactésido como la
lactosa a través de la pared bacteriana , y 2) la B— Galacosidasa necesaria para hidrolizar el enlace B-
galactdsido una vez que el disacarido ha entrado a la célula. La degradacién acida final es el resultado de la
degradacion de la glucosa.

Un microorganismo no fermentador de lactosa es aquel que carece de una o ambas enzimas necesa-
rias para el metabolismo de la lactosa o que carece de la capacidad para atacar la glucosa.

B-galactosidasa y pueba ONPG: El o-nitrofenil-B-D-galactopirandsido (ONPG) es un compuesto estructural-
mente similar a la lactosa excepto que la glucosa ha sido remplazada por un grupo o-nitrofenilo . Esta prueba
detecta la enzima B-galactosidasa mucho mas répido que la fermentaciéon . El ONPG penetra en la célula
mas facilmente que la lactosa y bajo la accion de la B-galactosidasa se hidroliza en galactosa y o-nitrofenol, el
cual es un cromdforo incoloro cuando esta ligado a D-galactopirandsido, pero es amarillo en su forma libre .

Actividad de Citocromooxidasa: Las especies que presentan actividad de esta enzima son detectados por la
prueba de la Oxidasa , se utiliza un reactivo con tetrametil-p-fenilendiamina o discos de N-dimetil parafenil-
diamina, la prueba positiva se debe interpretar dentro de los 10 a 20 segundos , se produce color Violeta os-
curo.
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Reduccidn del Nitrato: Cualquier medio basal que contenga ana concentracion de 0,1% de Nitrato de Pota-
sio es apropiado para esta prueba. La enzima nitrato reductasa tiene una actividad maxima en condiciones
anaerobias. Se recomienda la utilizacién de un agar semisdlido, ya que éstos también aumentan el crecimien-
to de muchas especies y proporcionan el ambiente anaerobio para la actividad enzimatica.

La mayoria de los microorganismos que reducen los nitratos lo hacen dentro de las 24 horas, algunos
pueden producir cantidades detectables dentro de 2-4 horas. El compuesto diazonio que se forma a partir
del nitrato reducido y los reactivos también son relativamente inestables y el color tiende a borrarse, en con-
secuencia, se deben realizar las lecturas poco después de agregar los reactivos.

MECANBISMO DE FERMENTACION

GLUCOSA DE LA LACTOSA

*———t—— Enlaco B-galactésido

AR LT F A L S A T MO W T G

o

/D-o.ladmu

GLUCOSA + GALACTOSA 3 GLUCOSA

GLUCOSA 6- FOSFATO
l FRUCTOSA 6- FOSFATO
l FRUCTOSA 1,6 DIFOSFATO
ACIDOS
MIXTOS
GLICERALDEHIDO-3-FOSFATO
Acido propiénico l
Acido térmico —— H, + CO,
iico ~———o] _ACIOO il
Acico succinico oS Aceti-CoA Acido acético
Acetaidehido ‘—J []
l 1 Acetil-metl Acico butirico
cardinol
NO FERMENTADORES Alcohol etinco AROLACTICO (acetoina)
Sin |
fermentacion %\ 0, 2.3 butlenglico! Alcohol
S Pico de flauta alcalino/ (butanediol)
pH=74 “%s profundidad alcalina
A
NO FERMENTADORES MECANBISMO DE FERMENTACION
DE LA 84 DE LA GLUCOSA
DEXTROSA "4‘% o,
| ) AN Pico de flauta dcido/
ACIDOS MIXTOS ‘t"% profundidad dcda
Pico de flauta alcalino/
profundidad dcida
Reaccion tardia
8 REACCION DE FERMENTACION EN KLIGLER / TSI
FERMENTADOR DE LACTOSA ..
(SUCROSA) A.-Reaccion de no fermentadores

B.-Reaccion de no fermentadores de la lactosa

C.-Reaccion de fermentadores de lactosa y glucosa
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En el laboratorio disponemos de numerosas técnicas para la caracterizacion bioquimica de una especie.

Ademas de los productos finales de los procesos metabdlicos, también se necesita conocer con detalle como
se producen estos cambios, como ocurren paso a paso las reacciones quimicas, cuales enzimas intervienen,
cuales son los productos intermediarios , ademas de que se deben reconstruir las secuencias de las reaccio-
nes bioquimicas que tienen lugar dentro de la célula.

En general el microorganismo se cultiva en medios que contienen una sustancia nutritiva especifica o sustra-
to y después de la incubacidn del cultivo se examina para ver los cambios quimicos que hayan ocurrido.

MEDIO DE KLIGLER:

Medio de cultivo frecuentemente usado en microbiologia de alimentos para la diferenciacién de enterobac-
terias, en base a la fermentacidn de glucosa y lactosa, y a la produccién de acido sulfhidrico.

Fundamento

*En el medio de cultivo, la peptona de carne y la tripteina, aportan los nutrientes adecuados para el desarro-
llo bacteriano.

ela lactosa y la glucosa son los hidratos de carbono fermentables.

*El tiosulfato de sodio es el sustrato necesario para la produccién de acido sulfhidrico, el citrato de hierroy
amonio, es la fuente de iones Fe3+, los cuales se combinan con el acido sulfhidrico y producen sulfuro de hie-
rro, de color negro.

*El rojo de fenol es el indicador de pH, y el cloruro de sodio mantiene el balance osmatico. El agar es el agen-
te solidificante.

ePor fermentacion de azucares, se producen acidos, que se detectan por medio del indicador rojo de fenol,
el cual vira al color amarillo en medio acido.

*El tiosulfato de sodio se reduce a sulfuro de hidrégeno el que reacciona luego con una sal de hierro propor-
cionando el tipico sulfuro de hierro de color negro.

Resultados

1-Tendido alcalino/fondo acido (Tendido rojo/fondo amarillo): el microorganismo solamente fermenta la glu
cosa.

2-Tendido acido/fondo acido ( Tendido amarillo/fondo amarillo): el microorganismo fermenta glucosa, y lac
tosa.

3-Tendido alcalino/fondo alcalino (Tendido rojo/fondo rojo): el microorganismo es no fermentador de aztca
res.

4-La presencia de burbujas, o ruptura del medio de cultivo, indica que el microorganismo produce gas.
5-El ennegrecimiento del medio indica que el microorganismo produce acido sulfhidrico.
Caracteristicas del Medio

Medio preparado color rojo.
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MEDIO TSI ( TriSugar Iron)

Medio universalmente empleado para la diferenciacion de enterobacterias, en base a la fermentacion de
glucosa, lactosa, sacarosa y a la produccién de acido sulfhidrico.

Fundamento

En el medio de cultivo, el extracto de carne y la pluripeptona, aportan los nutrientes adecuados para el desa-
rrollo bacteriano.

La lactosa, sacarosa y glucosa son los hidratos de carbono fermentables.

El tiosulfato de sodio es el sustrato necesario para la produccidn de acido sulfhidrico, el sulfato de hierroy
amonio, es la fuente de iones Fe3+, los cuales se combinan con el acido sulfhidrico y producen sulfuro de
hierro, de color negro.

El rojo de fenol es el indicador de pH, y el cloruro de sodio mantiene el balance osmético.

Por fermentacidn de azucares, se producen acidos, que se detectan por medio del indicador rojo de fenol,el
cual vira al color amarillo en medio acido.

El tiosulfato de sodio se reduce a sulfuro de hidrégeno el que reacciona luego con una sal de hierro propor-
cionando el tipico sulfuro de hierro de color negro.

Resultados:

1-Tendido alcalino/fondo acido (Tendido rojo/fondo amarillo): el microorganismo solamente fermenta la
glucosa.

2-Tendido acido/fondo acido (Tendido amarillo/fondo amarillo): el microorganismo fermenta glucosa, lacto
sa y/o sacarosa.

3-Tendido alcalino/fondo alcalino (Tendido rojo/fondo rojo): el microorganismo es no fermentador de azu
cares.

4-La presencia de burbujas, o ruptura del medio de cultivo, indica que el microorganismo produce gas.
5-El ennegrecimiento del medio indica que el microorganismo produce acido sulfhidrico.

Microorganismo Pico/Fondo Produccion de gas Produccion deacido
sulfhidrico

E. coli ATCC 25922 A/A + -
K. pneumoniae ATCC 700603 AJA + -
P. mirabilis ATCC 43071 K/A + +
S. typhimurium ATCC 14028 K/A - +
S. enteritidis ATCC 13076 K/A + +
S. flexneri ATCC 12022 K/A - -
P. aeruginosa ATCC 27853 K/K - -
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MEDIO MIO (Movilidad Indol Ornitina)

Medio usado para la identificacion de Enterobacteriaceas en base a su movilidad, actividad de ornitina de-
carboxilasa y produccién de indol.

Fundamento

Medio de cultivo semisélido, altamente nutritivo debido a la presencia de extracto de levadura, peptonay
tripteina. Ademas, la tripteina aporta grandes cantidades de triptofano, sustrato de la enzima triptofanasa,
para la realizacion de la prueba del indol.

La dextrosa es el hidrato de carbono fermentable, la ornitina es el sustrato para la deteccion de la enzima
ornitina decarboxilasa, el purpura de bromocresol es el indicador de pH, que en medio alcalino es de color
purpura y en medio acido es amarillo.

Por su composicion, es posible detectar 3 reacciones en un mismo tubo: movilidad, presencia de ornitina
decarboxilasa e indol.

La movilidad se demuestra por un enturbiamiento del medio o por crecimiento que difunde mas alla de la
linea de inoculacion.

La reaccidn positiva a la ornitina estd dada por un color purpura del medio.

Debido a la fermentacion de la glucosa se reduce el pH produciendo una condicién acida y originando que el
indicador de pH purpura de bromocresol vire al amarillo.

La presencia de acidez, otorga condiciones éptimas para la actividad de la enzima ornitina decarboxilasa, la
cual decarboxila la ornitina presente.

Por decarboxilacidn, se alcaliniza el medio, con el consecuente viraje del indicador hacia el color purpura.

El indol, es producido a partir del triptofano por los microorganismos que contienen la enzima triptofanasa.
El desarrollo de un color rojo luego de agregar unas gotas de reactivo de Kovac’s o de Erlich, indica un resul-
tado positivo.

Resultados

1-Movilidad:

-Resultado positivo: presencia de turbidez o crecimiento mas alla de la linea de siembra.
-Resultado negativo: crecimiento solamente en la linea de siembra.

2-Ornitina decarboxilasa:

-Resultado positivo: color purpura.

-Resultado negativo: color amarillo. A veces se puede desarrollar un color violdceo en la superficie del me-
dio.

3-Prueba del indol:

La prueba de indol se realiza una vez que se ha determinado la movilidad y la prueba de ornitina.
-Resultado positivo: color rojo al agregar el reactivo revelador.

-Resultado negativo: el color del reactivo revelador permanece incoloro o amarillento.
Caracteristicas del medio

Medio preparado: purpura transparente a ligeramente opalescente.
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INDOL

La prueba del indol es una prueba bioquimica realizada en especies bacterianas para determinar la
habilidad del organismo de romper el indol del aminoacido triptéfano. Esta division molecular es lograda por
una serie de enzimas intracelulares diferentes, un sistema que en conjunto se le llama con frecuencia tripto-
fanasa.

Se genera el indol por una deaminacién reductiva del triptéfano via la molécula intermediaria acido
indolpirdvico. Las triptofanasas catalizan la reaccion de deaminacién, durante el cual se remueve el grupo
amino (NH,) de la molécula de triptéfano. Los productos finales de la reaccion son el indol, acido piravico,
amoniaco (NHs) y energia. Como coenzima de la reaccién se requiere al fosfato de piridoxal.

Tal como ocurre con muchas pruebas bioquimicas, los resultados de una prueba de indol se indican
con el cambio de color que sigue a la reaccion. El cultivo bacteriano puro debe ser sembrado en un medio
con triptofano o peptona estériles o ambos por 24 a 48 horas antes de realizar la prueba. Luego de la incu-
bacion, se afiaden cinco gotas de reactivo Kovacs (alcohol isoamilico, p-dimetilaminobenzaldehido y acido
clorhidrico concentrado ) al medio de cultivo.

Una variante de la prueba se realiza usando el reactivo de Ehrlich's (usando alcohol etilico en lugar del
alcohol isoamilo, desarrollado por Paul Ehrlich), en especial si se tiene un organismo que no sea fermenta-
dor y en organismos anaerdbicos.

Los resultados positivos se muestran por la presencia de un color rojo o rojo-violeta en la superficie de
la capa de alcohol en el cultivo. Un resultado negativo se muestra amarillo. Un resultado variable puede ocu-
rrir cuando se muestra un color anaranjado. Ello es debido a la presencia de escatol, también conocido como
metil-indol o indol metilado, otro posible producto de la degradaciéon del triptéfano.

Indole + Indole -
Bacteria indol positiva
Las bacterias que resultan indol positivas al romper el indol del triptéfano, incluyen:
Aeromonas hydrophilia, Aeromonas punctata,
Bacillus alvei, B

La mayoria de los Citrobacter spp.,
Edwardsiella spp.,
Escherichia colj,

Flavobacterium spp.,

Haemophilus influenzae, . ]
) ) o Bacteria indol negativa
La mayoria de los Proteus spp. (mas no el P. mirabilis),

Plesiomonas shigelloides, Las bacterias que resultan un indol negativo en esta prueba, inclu-

. . yen:
Pasteurella multocida, Pasteurella pneumotropica, y
Pasteurella haemolytica, Pasteurella ureae, Actinobacillus spp.,
Proteus mirabilis, Aeromonas salmonicida,

Pseudomonas spp., Alcaligenes spp.,

Salmonella spp.,
La mayoria de los Bacillus spp.,

Serratia spp.,
Bordtella spp.,

Yersinia spp.
Enterobacter spp.,
La mayoria de los Haemophilus spp.,

La mayoria de los Klebsiella spp.,

Neisseria spp.,
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MEDIO LIA ( Lisine Iron Agar)

Medio de cultivo utilizado para diferenciar microorganismos, especialmente Salmonella spp., basado en la
decarboxilacién / desaminacion de la lisina y en la produccién de acido sulfhidrico.

Fundamento

En el medio de cultivo, la peptona y el extracto de levadura aportan los nutrientes para el desarrollo bacte-
riano.

La glucosa es el hidrato de carbono fermentable, y la lisina es el sustrato utilizado para detectar la presencia
de las enzimas decarboxilasa y deaminasa.

El citrato de hierro y amonio, y el tiosulfato de sodio, son los indicadores de la produccién de acido sulfhidri-
co.

El purpura de bromocresol, es el indicador de pH, el cual es de color amarillo a pH igual o menor a 5.2, y de
color violeta a pH igual o mayor a 6.8.

Por decarboxilacion de la lisina, se produce la amina cadaverina, que alcaliniza el medio y esto produce el vi-
raje del indicador al color violeta.

La decarboxilacion de la lisina, tiene lugar en medio acido, por lo que es necesario que la glucosa sea previa-
mente fermentada.

Resultados

Los microorganismos que no producen lisina decarboxilasa, pero que son fermentadores de la glucosa, pro-
ducen un viraje de la totalidad del medio de cultivo al amarillo, pero a las 24 hs de incubacidn se observa el
tendido de color violeta debido al consumo de las peptonas, y el fondo amarillo.

La produccién de sulfuro de hidrégeno, se visualiza por el ennegrecimiento del medio debido a la formacién
de sulfuro de hierro.

Las cepas de los géneros Proteus, Providencia y algunas cepas de Morganella, desaminan la lisina, esto pro-
duce un acido alfa-ceto-carbénico, el cual, con la sal de hierro y bajo la influencia del oxigeno forma un color
rojizo ladrillo en la superficie del medio.

1- Decarboxilacion de la lisina:

=
thex

-Prueba Positiva: Tendido violeta/fondo violeta.

-Prueba Negativa: Tendido violeta/fondo amarillo.
2-Desaminacion de la lisina:

Tendido rojizo/fondo amarillo. Esto sucede con cepas del
género Proteus, Providencia y cepas de Morganella spp.
3-Produccion de 4cido sulfhidrico:

-Prueba positiva: Ennegrecimiento del medio
(especialmente en el limite del Tendido y fondo)

Microorganismos Color del tendido Color en el fondo Ennegrecimiento del medio
Proteus mirabilis ATCC 43071 Rojo Amarillo Negativo
Salmonella typhimurium ATCC 14028 Purpura Purpura Positivo
Salmonella enteritidis ATCC 13076 Purpura Purpura Positivo
Providencia spp. Rojo Amarillo Negativo
Citrobacter freundii Purpura Amarillo Positivo
Morganella spp.* Rojo Amarillo Negativo
Edwarsiella spp. Purpura Purpura Positivo
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 Purpura Purpura Negativo
Escherichia coli ATCC 25922 Purpura Purpura Negativo
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MEDIO UREA DE CHRISTENSEN

Medio utilizado para la identificacion de microorganismos, en base a la actividad uredsica. Es particularmen-
te util para diferenciar Proteus spp. de otros miembros de la familia Enterobacteriaceae.

Fundamento

Este medio de cultivo, formulado por Rustigian y Stuart, presenta bajo contenido de nutrientes y alta capaci-

dad buffer.

El extracto de levadura es la Unica fuente de carbono, nitrégeno, vitaminas y cofactores, y aporta los nu-

trientes esenciales para el desarrollo bacteriano.

Las sales de fosfatos constituyen el sistema buffer, el rojo de fenol es el indicador de pH y la urea es el sus-

trato de la enzima ureasa.

Aquellas bacterias que poseen la enzima ureasa, pueden utilizar el nitrégeno proveniente de la urea, la hi-
drolizan, liberando amoniaco y didxido de carbono. Estos productos metabdlicos alcalinizan el medio, ha-
ciendo virar el indicador rojo fenol del amarillo al rojo.

Su uso, se recomienda para diferenciar Proteus spp. de otros géneros.

cepas control ATCC desarrollo Ureasa viraje del medio
E coli 11775 | muy bueno negativa amarillo
S.flexneri 29903 | muy bueno negativo amarillo
S.choleraesuis 14028 | muy bueno negativo amarillo

P vulgaris 13315 | muy bueno positivo rojo

P.mirabilis 29906 | muy bueno positivo rojo
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CITRATO SIMMONS

Medio utilizado para la diferenciacion de enterobacterias, en base a la capacidad de usar citrato como Unica
fuente de carbono y energia

Fundamento

En el medio de cultivo, el fosfato monoamadnico es la Unica fuente de nitrégeno y el citrato de sodio es la Uni-
ca fuente de carbono. Ambos componentes son necesarios para el desarrollo bacteriano.

Las sales de fosfato forman un sistema buffer, el magnesio es cofactor enzimatico.

El cloruro de sodio mantiene el balance osmético, y el azul de bromotimol es el indicador de pH, que vira al
color azul en medio alcalino.

El medio de cultivo es diferencial en base a que los microorganismos capaces de utilizar citrato como Unica
fuente de carbono, usan sales de amonio como Unica fuente de nitrégeno, con la consiguiente produccion de
alcalinidad

El metabolismo del citrato se realiza, en aquellas bacterias poseedoras de citrato permeasa, a través del ciclo
del acido tricarboxilico. El desdoblamiento del citrato da progresivamente, oxalacetato y piruvato. Este ulti-
mo, en presencia de un medio alcalino, da origen a acidos orgdnicos que, al ser utilizados como fuente de car-
bono, producen carbonatos y bicarbonatos alcalinos. El medio entonces vira al azul y esto es indicativo de la
produccién de citrato permeasa.

Resultados
-Positivo: crecimiento y color azul en el pico, alcalinidad.

-Negativo: el medio permanece de color verde debido a que no hay desarrollo bacteriano y no hay cambio de
color.

Microorganismo Citrato permeasa Color del medio
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 Positivo Azul
S. typhimurium ATCC 14028 Positivo Azul
E. coli ATCC 25922 Negativo Verde
S. flexneri ATCC 12022 Negativo Verde
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TABLA DE INTERPRETACION PRUEBAS DIFERENCIALES
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900/0 0 més positivo dentro de las 48 horas.
Menos del 100/0 son positivos dentro de 48 horas,
100/0 a 89.99/a positivos dentro de las 48 horas.
Mas del 500/0 positivos dentro de las 48 horas,

I

Reaccion débil.
Positivo tardio,

Algunas Shiguellas Flexneri producen gas en glucosa,



PRUEBAS DIFERENCIALES PARA NO FERMENTADORES DE LA LACTOSA

Prueba para diferenciar bacilos grarn negativos no fermentadores.
1 tubo medio Kligler
1 tubo medio Movilidad
1 Prueba Oxidasa
Este set se utiliza a partir de una cepa pura de bacilos gram negativos no ferrnentadores.

1.-Tubo medio Kligler: Se siembra en la sugjerficie tendida del agar y en profundi-
dad en picadura. Se incuba 18 horas a 35 C. En este medio se verifica la no
fermentacion de Carbohidratos.

Fermentacion: Medio vira al Amarillo
No Fermentacion: Medio no vira

2. Tubo medio Movilidad: Se siembra por picadura, se incuba 18 horas a 23°C.
Movilidad  (+) = Opacamiento del medio
(-) = Desarrollo sélo en picadura

3.-Prueba Ox idasa: Los gérmenes del género Pseudomona (Excepto la Pseudomona maltop-
hilia) poseen una oxidasa que se pone de manifiesto por medio de la dimetilparafenildiamina

Técnica: Se requiere de:
Cultivos recientes del gérmen a investigar
1 disco de papel impregnado con N, dimetilparafenildiamina.

Se coloca el disco previamente sumergido en agua destilada estéril sobre un portaobjeto o
en el fondo de una placa petri. Con el asa se toma una colonia a investigar y se deposita sobre
el disco ya empapado. Se observa después de 10 a 60 segundos.

Interpretacion: Oxidasa (+) = Las colonias se ven color Violeta oscuro
Oxidasa (-) = Las colonias no cambian de color.

CUADRO DE INTERPRETACION

CEPAS Kligler Movilidad Oxidasa
Pseudomona sp. K/K + +
Acinetobacter sp. K/K - -
Moraxella sp. K/K - +

NOTA: K/K =Superficie tendida Roja/Fondo Rojo.
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Diferenciacidén de bacilos Gram negativos oxidativos y fermentativos
Medio OF + azucares

Este medio fue descrito por Hugh & Leifson , en este medio se observa la fermentacién de los azlcares en
ambiente arerobico y anaerdbico , utilizando dos tubos con cada azucar por muestra , uno abierto y uno cerra-
do con petrolato o aceite mineral .Los microorganismos fermentativos produciran reaccion acido en ambos tu-
bos ( abierto y cerrado) Los organismos oxidativos produciran una reaccion acida en el tubo abierto y no ha-
bra reaccion o muy escasa en el tubo cerrado.

Los organismos que no estan clasificados como fermentativos u oxidativos no producen ningun cambio en el
tubo abierto y producen una reaccion alcalina en el tubo abierto.

Esta prueba se puede efectuar con este medio conteniendo Glucosa, Lactosa y Sacarosa , y con estas azuca-
res se pueden determinar los siguientes grupos:

Grupo Il : Oxidativos—no fermentativos

Grupo llla : Fermentadores anaerogénicos

Grupo lllb  : Fermentadores aerogénicos

Grupo lllc  : Oxidativos-Fermentadores.

Organismo Glucosa Lactosa Sacarosa Grupo
Abierto/cerrado Abierto/cerrado Abierto/cerrado

Pseudomona aeruginosa AC NEG NEG NEG NEG NEG Il
Bacteriumanitratum AC NEG AC NEG NEG NEG Oxidativos
Agrobacterium tumefaciens AC NEG AC NEG AC NEG No
Malleomyces pseudomalei AC NEG AC NEG AC NEG fermentadores
Shigella disenteriae AC AC NEG NEG NEG NEG llla
Shigella sonnei AC AC AC AC NEG NEG Fermentadores

_y anaerogénicos
Vibrio cholerae g

Salmonella enteritidis AG AG NEG NEG NEG NEG b

Escherichia coli AG AG AG AG NEG NEG Fermentadores

Aeromona liquefaciens AG AG NEG NEG AG AG aerogénicos

Enterobacter aerogenes AG AG AG AG AG AG

Especies no clasificadas AC AC AC NEG Variable llic

Paracolon especies AG AG AC NEG Variable Fermentadores
oxidativos

AC= produccidn de acido

AG= produccidn de acido y gas

NEG= no hay cambio, reaccién alcalina.
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PRUEBAS ADICIONALES PARA COCACEAS GRAM POSITIVAS:

Género Staphylococcus.

Prueba Coagulasa:

2 tubos con plasma conejo + EDTA
1 tubo con caldo cerebro corazon

Se traspasa la colonia a investigar al tubo caldo cerebro corazdn, se incuba 18 horas a 35°C.

A uno de los tubos con plasma de conejo se le agregan 0.2 mi de cultivo del gérmen de 18 horas en caldo

cerebro corazon. El otro se utiliza de control negativo.
Incubara 35°C. . 3
Observar periodicamente hasta por 4 horas de incubacion.

Interpretacion: g ) _ )
Reaccion Positiva: Formacion de coagulo, que puede variar de tamafio.
Reaccion Negativa: No hay formacién de coagulo, se evidencia precipitado fibroso floculento.

Cepas de control.
Control Positivo: Staphvlococcus aureus
Control Negativo: Staphylococcus epidermidis

Prueba Catalasa:

1 tubo agar cerebro corazén
1 tubo con H202 al 3 %

Se traspasa la colonia a investigar al tubo con agar cerebro corazoén. Se incuba a 35°C por 16 a 18 ho-
ras.

Se colocan 1 6 2 gotas de H202 al 3% en un portaobjeto y ahi se hace una emulsion espesa con cultivo
a partir del agar cerebro corazon.

Interpretacion: Catalasa (+) = Burbujeo intenso (Oxidacion de perdx ido)
(-)= No hay Burbujas

Prueba Sensibilidad a Novobiocina:
1 placa Agar Mueller Hinton 5 cm.
1 disco Novobiocina 5 mcgr.

Se inocula la placa con la cepa a investigar. Se coloca el disco, se incuba 24 horas a 35°C. Se mide el
halo de inhibicion.
Sensibilidad = +) halo mayor de 6 mm.
-) halo menor de 5 mm.

CUADRO DIFERENCIACION GENERO STAPHYLOCOCCUS

Prueba S. Aureus S. Epidermis S. Saprophyticus S. Hominis
Catalasa + + + +
Coagulasa + - - -
Hemolisis + -(+) - -(+)
Novobiocina - - + -
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Género Streptococcus.

Prueba de Sensibilidad a Bacitracina:
Se utiliza para diferenciar en forma presuntiva el "Streptococcus grupo A" del resto de los Streptococcus
beta hemoliticos.

1 placa Agar Sangre 5 cm
1 disco Bacitracina 0,04 u

Se recomienda sembrar&ma colonia beta hemolitica en 3 mi de caldo cerebro corazon. Después de 5 a
6'horas de incubacion a 35°C. se siembra la placa de agar sangre a partir del caldo. Se coloca sobre la su-
perficie de la placa el disco de pacitracina.

Se incuba por 18 horas a 35°C. Se lee el halo de inhibicion.

Reaccidn Positiva: Corresponde a cualquier zona de inhibicion, independiente del diametro del disco.
Reaccion Negativa: No hay halo inhibicion.

Agar Bilis Esculina: _ _
Se utiliza para el diagndstico presuntivo del "Streptococcus grupo D".

1 tubo medio bilis Esculina Tendido. - b

Se siembra el germen a investigar en la superficie tendida del agar. Los RES ‘!ﬂﬁi-‘;-
Sltrep’gqcoccus grupo D incluyendo enterococos y no enterococos) ennegrecen = =
el medio.

Prueba Tolerancia a la sal:
1 tubo Agar sal 6,5%
Se siembra el gérmen a investigar en la superficie tendida del agar sal 6,5%. Se incuba por 18 horas a 35°C.
Se observa si hay desarrollo.
Los enterococos se desarrollan en este medio, los no enterococos no se

desarrollan. e —2
Test de Camp:

Se utiliza para el diagnéstico presuntivo del "Streptococcus grupo B".
1 placa 10 cm. agar sangre cordero
1 cepa Staphylococcus aureus productora de beta lisina.

Se siembra con el Staphylococcus aureus una estria en el centro de la placa, utilizando un asa de punta.
En estrias Perpendicu ares a la estria central y sin llegar a tocarla, se siembran las cepas de Streptococcus
beta hernoliticos que se quieren investigar. Se debe dejar una distancia minima de 0,5 cm entre las estrias
de los Streptococcus para gvitar confusiones.
Se incuba la placa a 35°C por 18 horas.
Interpretacion:
El Streptococcus gruPo B posee un factor que se llama "Factor Camp " que estimula la hemdlisis del Staphy-
lococcus. Esto se visual iza por la formacién de una punta de flecha de beta hemdlisis entre los dos gérmenes

CUADRO DIFERENCIACION GENERO STREPTOCOCCUS

CAMP NEGATIVO CAMP POSITIVO
Grupo | Grupo | NoGrupo | GrupoD | GrupoD | No GrupoD
A B A,B,D Entero- | No ente- Viridans
€0Co rococo
Hemolisis Beta Beta Beta Beta Alfa o Alfa o ningu-
Alfa o ninguna | na
ninguna
Bacitracina + - - - - -
Bilis esculina - - - + + -
Agar sal - + - + - -
Test camp - + - - - -

47



IDENTIFICACION DEL STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE

Prueba de Sensibilidad a la Optoquina:
Esta prueba se utiliza para identificar el Streptococcus pneumoniae de los otros Streptococcus viridans.
1 placa agar sangre 5 cm ¢p
1 disco Optoquina 5 rncgrs.
Para realizar la prueba se toman con el asa tres o cuatro colonias sospechosas sembrando con ellas la placa
de agar sangre. En la zona del mayor indculo se coloca el disco de Optoquina de 5 rncgrs.
La placa se incuba en Jarra de C02, para estimular el desarrollo, por 16 a 18 horas. Se mide el halo de inhi-
bicion.
Interpretacion: (+) halo de inhibicion mayor 14 mm. Se informa presuntivamente como S. pneumoniae
(+) Halo de inhibicién entre 7,14 mm la cepa es dudosa.
(=) halo es menor o inexistente.

PRUEBAS ADICIONALES PARA COCACEAS GRAM NEGATIVAS:
Género Neisserias

Prueba Oxidasa Positiva:
Los gérmenes del género Neisseria que son patogenos (N. meningitidis, N. gonorrhoeae) poseen una oxida-
sa que se pone de manifiesto por medio de la dimetilparafenildiamina.
Técnica:
Se requiere de:
Cultivos recientes en placa Thayer Martin, agar Chocolate o agar Mueller Hinton con sangre.
1 disco de papel impregnado con N, dimetilparafenildiamina.
Se coloca el disco previamente sumergido en agua destilada estéril sobre un portaobjeto o en el fondo de
una placa petri. Con el asa se toma una colonia a investigar y se deposita sobre el disco empapado. Se obser-
va después de 10 a 60 segundos.

Interpretacion: OXIDASA (+) = Las colonias se ven color violeta oscuro.
OXIDASA (-) = Las colonias no cambian de color.
NOTA: A toda colonia positiva se le practica tincién de gram donde se observaran los diplococos gram negati-
vos caracteristicos.

Diferenciacion Neisseriae:

Los métodos de diagndstico de certeza son la accién del gérmen sobre los carbohidratos.
1 tubo medio CTA con Glucosa
1 tubo medio CT A con Maltosa
1 tubo medio CT A con Sacarosa

Se requiere un cultivo reciente del gérmen en agar chocolate o agar Mueller Hinton con sangre, a partir de
este cultivo se realiza una emulsién en caldo Mueller Hinton o suero fisioldgico. Los tres tubos con medio CTA
con los carbohidratos se siembran en picadura con la emulsion descrita.

Se incuban en Jarra de C02 por 18 horas.

Interpretacion: (+) = La parte superior del medio vira ,al Amarillo. Fondo Rosado.
() =No vira de color el medio.
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CUADRO DIFERENCIACION NEISSERIAS:

Medio CTA :

con: N. Meningitidis N. Gonorrhoeae N.Catarralis N. Sicca
Glucosa + + (=) +
Maltosa + ) &) +
Sacarosa D) ') - +

Reaccion Negativa

Reaccion Positiva
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MEDIOS DE CULTIVO EN TUBOS
CALDOS— MEDIOS ANAEROBIOS—CALDOS ENRIQUECIMIENTO

Tubos 12x 120:y 13 x 100: Agua Peptonada Tamponada

- Agua Peptonada alcalina

4

Caldo Cerebro Corazoén

1_7*_
2 &l
e \VZ Caldo Peptonado
4 (% 4 / »
EN

Caldo Mueller Hinton

Caldo Soya Tripticase

Caldo Todd Hewitt

Caldo Todd Hewitt + Inhibidor
N Medio Tioglicolato

Medio Conservacion Cepas
Medio Liquido Enriquecido
Medio Selenito

Medio TSA tendido

Tubos 16 x 160:
Agar Sabouraud Dextrosa 2%
Agua Peptonada Tamponada 9 ml vy
Agua Peptonada Tamponada 9,9 ml d
Caldo EC Modificado O
~
Caldo Selenito V& LS S——
Medio Lowenstein Jensen |
Medio para Gram-positivos
Medio para hongos y levaduras
Salmonella ID

Listeria ID

Preparado segun especificaciones del fabricante y segun norma ISO/TS11133-1:2009
CONTROL DE CALIDAD segun especificaciones del standar ISO/TS 11133-2:2004

Conservacion: De 8 a 12 °C hasta la fecha de vencimiento,No congelar.



HEMOCULTIVOS

HEMOCULTIVOS AEROBICOS Y HEMOCULTIVOS MULTIUSO Hem-total

El Hemocultivo

es la prueba bacteriologica mas util y mas frecuentemente usada
para la deteccion de microorganismos en la sangre.Los frascos para
Hemocultivo de LINSAN se presentan con medios diferentes, lo
que permite el desarrollo de gérmenes aerobios y anaerobios, con
presion reducida y atmésfera de CO2, como un estimulante del cre-
cimiento para gran variedad de microorganismos.

El S.P.S. (Polianetol sulfonado de Sodio) se incorpora como
anticoagulante y ha probado ser superior a los anticoagulantes co-
munes reemplazando al Citrato de Sodio.

Ademas posee la capacidad de neutralizarla accién bactericida del
suero,evitar la fagocitosis e inactivar factores antimicrobianos en
sangre fresca y otros fluidos.

La L.Cistina, actua como agente reductor ayudando a bajar el
potencial redox (Eh) del medio multiuso .

Hemina y Vitamina K, proveen de los factores de crecimiento
para ciertas cepas de

Bacteroides melaninogenicus, B. fragilis y otros microorganismos
anaerobios estrictos.La estabilidad de estos medios es de 12 me-
ses a temperatura ambiente (18°-25° C).

Se recomienda sembrar en cada ocasion un frasco de he-
mocultivo aerobico y un Hem-total multiuso con la misma muestra
para obtener una mayor posibilidad de pesquiza bacteriana espe-
cialmente cuando el paciente ha sido sometido a cirugia abdominal
o toréxica.

HEM TOTAL
! MR GREL 1S 3!
ICADO POR Ly, b0 Pakh OEme
0 2239462 sr¢

VOL MAX:4 ML OE S
USO IN VITRO o

D
ENTFE 12 A%

0 PoR LAB LIN/ '
62 STGO CHIL {

CULTIvo AER0E

S0 NEONATAL

R ¢
icag, "V TRE 12 A *
iae POR Lag LI

* 2238462 grgo cHV

HEMOCULTIVOS AEROBICOS
HEMOCULTIVO ADULTO 40 ML
HEMOCULTIVO MINI PEDIATRICO 20 ML
HEMOCULTIVO MINI NEONATAL 10 ML

Hem’total

HEMOCULTIVO MULTIUSO DE AMPLIO
ESPECTRO

PRESENTACION : FRASCO 40 ML

Preparado segun especificaciones del fabricante y segun norma ISO/TS11133-1:2009

CONTROL DE CALIDAD segun especificaciones del standar ISO/TS 11133-2:2004

Incubacion : 24 a 72 hrs. a 35°C en aerobiosis.

Conservacion: Temperatura ambiente hasta la fecha de vencimiento, No congelar.
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