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Identificacion bacteriana

» Labor principal laboratorio de microbiologia:
o Identificacion de los microorganismos implicados e
procesos clinicos asociados a infecciones.
o Conocer las implicaciones patoldgicas y la evolucié
clinica.
o Aplicar una terapia antimicrobiana eficaz
o Asignar una especie al aislamiento microbiano.
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APLICACION DE TECNICAS FENOTIPICAS




Identificacion bacteriana

- Métodos fenotipicos o "tradicionales"
* Métodos moleculares
* Métodos basados en protedmica




Métodos para la
identificacion bacteriana
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Esquema en tableros APT Vitek
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2- Identificacion seroldgica



Identificacion fenotipica convencional

Caracteristicas microscopicas: Coloraciones







ldentificacion fenotipica convencional

Pruebas de identificacion preliminar: (lectura inmediata): catalasa, oxidasa

Pruebas rapidas ( < 6h): hipurato, PYR, LAP, glicosidasas, ureasa,
indol, FAL, tributirina, tripsina, coagulasa

Pruebas lentas (24-h a 4-5 dias): TSI (F/0), reduccion de NO;, utilizacién de azlicares,
Esculina, DNAsa, gelatinasa, CAMP, almiddn, RM, VP, decarboxilasas, citrato, otras
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Pruebas basadas en caracteres de resistencia: O;,,, Vancomicina, SPS, fosfomicina,
desferrioxamina, colistina, bacitracina, optoquina




Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae
on Macconkey Agar Plate




Prueba clave

> 1

Pruebas bioquimicas

Kleibsella pneumoniae



Identificacion de bacilos gramnegativos no exigentes (BGNNE)

Microorganismo CM?? Oxi. | Lact | Gluc | Gas | H,S DE?.SI'.T\. DLeic:. Mot. | Ind. | Orn | Cit. | Urea 4(2: ((“;)I/ch (>)</|II: I(\)/I/;
Enterobacterias
Escherichia coli + - + + | + | - - + + |+ | + | - -
Klebsiella pneumoniae + - + + + | - - + - - - + + jZ>
Enterobacter arogenes + - + + |+ | - - + + -+ |+ - m
Proteus mirabilis + - - + + | + + - + - + | + + é
Proteus vulgaris + - - + | +/-]| + + - + + - - + R
Citrobacter freundii + - |+ + | + - - +-1 - [ +-| + +
Salmonella typhi + - - + -+ - + + - - - -
Shigella sonnei + - - + - - - - _ + + _ _
Shigella flexneri + - - + - - - - - +-| - - -
BGNNF
Pseudomonas aeruginosa + + - - - - + - + | -+ | -
Pseudomonas fluorescens + + - - - - + - - -+ -
Acinetobacter baumannii + - - - - - - + + | +-| + MK: A_\gar Ma_(?
Acinetobacter calcoaceticus| + | - | - - -1 - + T+~ | - 8?(?5:832; L(;)é}[

Fermentacion de lactosa; Gluc: Fermentacién de glucosa; Deam Lis: Deaminacion de Lisina;

Deca Lis: Decarboxilacién de Lisina; Mot: Motilidad; Ind: Produccion de Indol; Orn: Decarboxilacion de Orinitina; Cit: Utilizacién
del citrato; 42 °C: Crecimiento a 42 °C; O/F: Oxidacion/Fermentacion; Xil: Fermentacion de xilosa; Mal: Fermentcion de maltosa;
BGNNF: Bacilos gramnegativos no fermentadores.

Tomado de: Koneman y col., 1999.






- Tiras de plastico con 20 minitubos con un orificio en la parte superior
para la inoculacién y que contienen los sustratos deshidratados de 20

pruebas bioquimicas

- Se suministran dentro de sobres de aluminio sellado

- La suspension bacteriana se prepara a partir de colonias aisladas
inoculadas en solucion salina estéril (NaCl al 0,85%)
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- Los tubos se rellenan con una pipeta estéril o con una jeringa y aguja,
con cuidado de no formar burbujas que impiden el contacto entre el
sustrato y la suspension bacteriana

- Algunos tubos se llenan hasta la capula y e
a otros se les aiiade aceite de parafina para 7"’ |
obtener condiciones de anaerobiosis { -' T Clipula
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- Tras la inoculacion se introducen en una bandeja de plastico con tapa
para mantener la humedad durante la incubacion; la bandeja tiene
unos pocillos que se llenan con agua de grifo para mantener la humedad

- La tira se incuba de 18 a 24 horas a 37°C




- Se convierte el codigo binario (+ — +) en un codigo octal
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- Las pruebas se agrupan de tres en tres

- A cualquier prueba negativa, ocupe el lugar que ocupe, se le asigna el valor 0
- Si la primera prueba de un triplete es positiva se le asigna el valor 1

- Si es positiva la segunda se le asigna el valor 2

- Si es la tercera, se le asigna el valor 4



- Al final, las 20 pruebas se transforman en un nimero o cédigo de 7
digitos que constituye el NUMERO DE BIOTIPO
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™ Klebsiella pneumoniae
o Serratia liguefaciens

| Caodigo de la muestra: 5215773



- Los resultados se anotan en la tarjeta y la identificacion se comprueba

en un manual o en la base de datos de un ordenador

Api strip inoculated with Escherichia coffi grown 24hr @37°C
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Identificacion por sistemas comerciales automatizados
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Los equipos automatizados, representan gran ayuda

para los microbiologos, pero en ningun momento




MicroScan autoSCANS



http://biosystemsantioquia.com.co/productos/instrumentos/134-microbiologia-instrument/193-phoenix-100
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- Sistema automatizado e informatizado que permite la identificacion de
bacterias Gram negativas y Gram positivas incluyendo patogenos de orina,
patégenos entéricos, levaduras, anaerobios, Neisseria v Haemophilus, e

indica la susceptibilidad a antimicrobianos
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- Las tarjetas son de plastico transparente

- Tienen 24 micropocillos con sustratos deshidratados

- El llenado de las tarjetas se realiza por succion al vacio (puede llenar 10
a la vez) en el modulo de llenado

sustrato

Pocillo con oo | 1111141111111 1) —
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Transferencia automitica del
indculo por succion al vacio
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3. Las tarjetas se colocan en el médulo de
llenado vy sellado donde la muestra sera
introducida por succién al vacio en los
pocillos, sellando después la tarjeta

Las tarjetas luego se introducen en el
modulo de incubacion y lectura



5. Una hora después de cargar la
muestra ya se puede pedir
un informe preliminar

6. El informe final se imprime
automiticamente para cada

\ tarjeta al final del ciclo




Métodos Genotipicos para la identificacion
bacteriana

=

Biologia Molecular

&

PCR convencional: Seq r RMA ribosomal 16 s, otros genes
(rpo B, gyrB, rec A, secA)

MLSA (Anadlisis multilocus de secuencias)

Hibridizacion DNA-DMNA



Diagnostico Microbiologico

Tecnicas de Biologia Molecular

» Técnicas de Hibridacion

*Técnicas de Amplificacion
*Reaccion de la cadena de la s
Polimerasa (PCR) o Ligasa (RCL) g,



Diagnostico Microbiologico

Hibridacion de Acidos Nucléicos
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Denaturacion

Aislamiento vy
Purificacion
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Hibridacion Deteccion del Hibrido



Diagnostico Bateriologico

Tecnicas de Amplificacion: PCR

+ Técnica de alta sensibilidad que
permite la deteccion de minimas
cantidades de dcidos nucleicos

microbianos en muestras clinicas

* En la reaccion de PCR, el DNA microbiano es sintetizado
repetidamente por oligonucledtidos que estan presentes in

vitro y que reconocen secuencias especificas microbianas



Diagnostico Microbiologico

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

PRIMER PASO: DENATURACION POR CALOR 95°C




Diagnostico Microbiologico

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

SEGUNDO PASO: HIBRIDACION CON “PRIMERS” 60° C




Diagnostico Microbiologico

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

TERCER PASO: La 7ag DNA Polimerasa es una enzima que cataliza la
primera extension, los nucledtidos son incorporados de manera
complementaria cuando la temperatura de la reaccion alcanza 72° C




Diagnostico Microbiologico

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

FINAL: RESULTAN DOS COPIAS DEL MOLDE ORIGINAL
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Diagndstico Microbiologico

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

CONVENCIONAL

900
800
700
600
500
400
300
200
100

-511

Lineas

1. Escalera

2. Control (-)
3. RNADV1
4. RNADV2
5. RNADV3
2% de Agarosa 6. RNADV4
7. Paciente 1
8. Pacientes 2
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La protedmica es el estudio y
caracterizacion del conjunto de
proteinas expresadas por un
genoma (proteoma).

cadena de

Espectrometria de Masas: Especfroméfr‘icos
Descripcion del proceso (MALDI - TOF) l
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Colonia a Preparacion Adquisicion de Identificacion mediante

identificar de ldmina de perfil protéico comparacion con patrones
Identificacion mediante MALDI-TOF conocidos en base de datos

| MALDI TOF

Matrix-assisted laser desorption/ionization (desorcién/ionizacion por laser
asistida por matriz) y TOF por el analizador time of flight (tiempo de vuelo)



Espectro de masas de cada compuesto analizado

Comparan con patrones conocidos en base de
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Los iones generados

se aceleran mediante la
aplicaciéon de un campo
eléctrico y pasan por un
analizador

Laser

Generacion de iones
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Figura 1: El esquema de analisis de un microorganismo aislado en un medio de cultivo
mediante MALDI-TOF. A. La muestra se deposita en uno de los pocillos de la placa metalica
y se cubre con 1 yL de la matriz. B. La placa se introduce en el MALDI-TOF.

C. Los principales componentes y el esquema de analisis mediante MALDI-TOF.



