Otras reacciones
metabolicas utiles para la
identificacion bacteriana



Prueba de utilizaciondel citrato de Simmons

e Utilidad de la prueba: Identificacidon de especies pertenecientesa la familia
Enterobacteriaceae, otros bacilos gramnegativos relacionados y no
fermentadores de carbohidratos

«  Fundamento: El citrato de sodio es una sal del dcido citrico, un compuesto simple
que es uno de los metabolitos producidos en el ciclo de Krebs. Algunas bacterias pueden
utilizar el citrato como Mnica fuente de carbono para su crecimiento,. Generalmente, los medios
de cultivo empleados para la prueba de utilizacién del citrato (Anexo 16) contienen citrato de
sodio como 1inica fuente de carbono, v fosfato de amonio como dnica fuente de nitrdgeno. Las
bacterias que pueden utilizar el citrato pueden también utilizar el amonio como fuente de
nitrégeno, lo que resulta en la produccién de amoniaco (NH_ ') v la alcalinizacién del medio
debido a la conversidn del NH* en hidrioxido de amonio (NH OH), produciéndose un viraje
del indicador azul de bromotimol de verde a azul, lo que indica una reaccidn positiva [Fig.
33a). 8i el microorganismo no utiliza el citrato no se produce cambio en el color del medio, es
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decir, permanece verde (Fig. 33h).

Prueba de citrato de Simmons.




Prueba de la oxidasa

+ Utilidad de la prueba: es de gran utilidad para diferenciar las enterobacterias, la mayoria,
negativas (excepto Plesiomonas shigelloides), de otras bacterias de importancia clinica como las
pertenecientes al género Pseudomonas, Aeromonas v Vibrio (oxidasa positiva); también es 1til
para diferenciar Neisseria v Moraxella (oxidasa positiva) de Acinetobacter (oxidasa negativa).

* Fundamento: esta prueba se basa en la produccidn bacteriana de una enzima citocromo
oxidasa intracelular, la cual transfiere electrones al oxigeno, aceptor final en la cadena
transportadora de electrones de ciertos microorganismos. El dihidrocloruro de tetrametil-p-
fenilendiamina al 1% es el colorante utilizado en esta prueba v actiia como sustituto del
oxigeno, es decir, como aceptor artificial de electrones. En su estado reducido el reactivo es
incoloro, en presencia de citocromo oxidasa v oxigeno atmosférico, el reactivo es oxidado a
azul de indofenol que es un compuesto coloreado (parpura) lo cual indica una reaccidn
positiva (Fig. 35).

Prueba de oxidasa
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Lequierda: reaccidn posiliva, derecha: reaccion negativa.




Prueba de catalasa:

* Utilidad de la prueba: Se utiliza para diferenciar cocos grampositivos de importancia
médica especificamente el género Staphylococcus (catalasa positivos) de Streptococcus v
Enterococcus (catalasa negativos] v ayuda a la diferenciacién de algunas especies de
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* Fundamento: El perdxido de hidrigeno constituye unos de los productos finales del
metabolismo oxidativo de los carbohidratos, su acumulacidon en las células bacterianas puede
ser letal para las mismas por lo que su descomposicidon v eliminacién es vital para muchos
microorganismos, los cuales producen la enzima catalasa (hemoproteina) que descompone el
perdxido de hidrdgeno (H,0,) en oxigeno y agua. La liberacién del oxigeno se evidencia por la
rdapida v vigorosa aparicion de burbujas lo cual se interpreta como una prueba positiva (Fig. 36).
La reaccion de descomposicidn por la enzima catalasa se muestra a continuacidn;

2H,0. > 2H,0 + 0O, (Burbujas)
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FIGURA 38

Prueba de catalasa.
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- Prueba de coagulasa
» Utilidad de la prueba: Se utiliza para diferenciar especies del género Staphviococeus,
especificamente Staphyvlococcus aureus (coagulasa positiva) del resto de las especies (coagulasa
negativa).

+ Fundamento: La coagulasa es una enzima que posee actividad similar a la de la
protrombina v es capaz de convertir el fibrindgeno en fibrina lo cual resulta en la formacicon
de un codgulo visible a simple vista. La enzima presente en los microorganismos puede
encontrarse de dos maneras diferentes, la forma libre v la ligada, teniendo cada una de ellas
propiedades diferentes por lo que su deteccidn requiere de distintos procedimientos,

La coagulasa ligada se detecta por el método del portaobjeto. Esta enzima estd unida a la
pared celular bacteriana v no estd presente en los filtrados de cultivo. Cuando las células
bacterianas son resuspendidas en una porcidn de plasma, las fibrillas de fibrina que se forman
entre las células provocan la aglutinacion de las mismas lo que resulta en la aparicion de
agregados visibles a simple vista.

La coagulasa libre estd presente en los filtrados de cultivo v se detecta por el método del
tubo de ensayo. Cuando en un tubo de ensayo se mezcla una cierta cantidad de plasma con
una suspensidn de un cultivo bacteriano productor de coagulasa libre, después de unas horas de
incubacidn se puede observar la formacion de un codgulo



Prueba de coagulasa




Determinacion de hemolisinas

« Utilidad de la prueba: Se utiliza para diferenciar especies de distintos géneros como
Streptococus, Enterococus, enterobacterias, algunos bacilos gramnegativos no fermentadores,
Staphylococcus, entre otras.

« Fundamento: Las hemolisinas son proteinas citoliticas producidas por algunos
microorganismos. Pueden destruir parcial o totalmente a los eritrocitos pero muchas tienen
también actividad sobre otras células distintas a los glébulos rojos. Se clasifican en «-
hemolisinas y f-hemolisinas. Las a-hemolisinas producen una lisis parcial de los eritrocitos
mientras que las P-hemolisinas los lisan totalmente. En placas de agar sangre los
microorganismos productores de a-hemolisinas crecen formando colonias que presentan a su
alrededor un halo verdoso v un aclaramiento parcial de la sangre, mientras que los
microorganismos con actividad pB-hemolitica, desarrollan colonias rodeadas de halos
completamente claros. Cuando el microorganismo no produce ningin tipo de hemélisis se le
denomina y=-hemolitico (Fig. 38).

Patrones de hemadalisis

pB=-hemdlisis

o=hemolisis

y=hemédélisis

Placa de agar sangre



g) Produccion de pigmentos
« Ltilidad de la prueba: S5e utiliza para diferenciar microorganismos cromogénicos.

* Fundamento: Los pigmentos pueden dividirse en dos tipos bésicos: los solubles en agua
v los insolubles. 5i un pigmento es insoluble en agua, como es el caso de la mayorfa de las
bacterias cromogénicas, dicho pigmento no difundird tfuera del microorganismo. En consecuencia,
las colonias serdn pigmentadas pero el agar mantendrd su color original (Fig. 39a). En este caso
hablamos de un pigmento no difusible o endopigmento. Si por el contrario, el pigmento es soluble
en agua (como en Pseudomonas aeruginosa) el mismo difundird fuera del microorganismo v
tanto las colonias como el agar serdn pigmentados, en este caso hablamos de exopigmento (Fig.

39b).

Produccion de pigmentos.
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i Prueba de la bilis-esculina

* Utilidad de la prueba: ayvuda a la identificacién v diferenciacidon de especies de

Enterococcus, Streptococcus del grupo D, Aeromonas, Fusobacterium, Listeria, entre otros
microorganismaos.

* Fundamento: Las bacterias en primer lugar deben ser capaces de desarrollarse en
presencia de sales biliares v producir la enzima esculinasa que produce la hidrélisis de la
esculina dando como resultado la formacidn de glucosa v un compuesto denominado esculetina,
éste a su vez reacciona con los iones férricos (aportados por el citrato férrico, Anexo 18) para

formar un complejo fendlico férrico de color castafio oscuro o negro que se difunde, lo cual se
interpreta como una reaccion positiva (Fig. 40a). Mientras que si el microorganismo no produce
la enzima esculinasa no se produce alteracidn del medio (Fig. 40b).

Prueba de la bilis=esculina.

(@) (b)



