PRACTICA 18

AISLAMIENTO DE ENTEROBACTERIAS:
COPROCULTIVO

OBJETIVO:

Identificar las especies patdgenas de las vias gastrointestinales a través del coprocultivo y de sus reaccion
bioquimicas

INTRODUCCION

La porcion inferior del intestino tiene una flora bacteriana normal excesivamente amplia. Los
microorganismos con mayor prevalencia son los anaerobios ( Bacteroides, bacilos grampositivos,
estreptococos), microorganismos entéricos grannegativos y S. faecalis. Cualquier intento por aislar bacteria
patogenas de las heces implica la separacién de las especies patdgenas, usualmente a través del empleo ¢
medios selectivos diferenciales y de cultivos enriquecidos. Las principales causas de transtornos
gastrointestinales agudos incluyen a los virus, las toxinas ( de: estafilococos, vibriones, Escherichia coli
toxigena), bacilos entéricos gramnegativos invasores, los fermentadores lentos de la lactosa, las Shigellas,
Salmonellas y las campilobacterias. La importancia relativa de estos grupos tiene grandes discrepancias er
distintas partes del mundo.

ESPECIMENES. Las heces y los raspados rectales son los especimenes de que se dispone con mayor
facilidad. Debe anotarse la presencia de sangre, moco o helmintos en la inspeccién somera inicial. Se
suspenden los especimenes en un caldo selectivo como el Caldo de Tetrationatoy se cultivan sobre medios
ordinarios asi como en medios selectivos diferenciales, por ejemplo Agar EMB, Agar McConkey, Agar S-S,
para permitir la separacién de los bacilos gramnegativos que no ferementan la lactosa de otras bacterias
entericas comunes..

Los frotis tefiidos pueden revelar una prevalencia de leucocitos y de ciertos microorganismos anormales co
Candida o estafilococos, pero no pueden utilizarse para diferenciar las bacterias entéricas patégenas de las
la flora normal.

MATERIAL, REACTIVOS Y EQUIPO

*Muestra de materia fecal en frasco con tapa.

*Placas estériles de: agar soya tripticaseina, agar EMB, agar endo, agar S-S, agar verde brillante.

*Tubo de 16 x 150 con 5 ml de caldo tetrationato.

*Tubo de 16 x 150 con 5 ml de caldo nutritivo estéril.

*Mechero, asa, incubadora.

Al dia siguiente:

*Placas con coprocultivo.



*Equipo de coloracién de Gram

*Serie de tubos de cultivo para pruebas bioquimicas: Agar Kligler, SIM medium, agar citrato de Simmons,
agar manitol, caldo urea, caldo dextrosado, caldo V-P, gelatina, leche descremada, etc..

*Mechero, asa, tina, puente, piseta.

*Lampara de alcohol.

METODO

TOMENSE PRECAUCIONES DE ASEPSIA AL MANIPULAR LOS ESPECIMENES. AL INOCULAR EN LO:!
TUBOS ES INDISPENSABLE EL USO DE CUBREBOCAS Y GORRA. TRABAJAR SIEMPRE FRENTE A L
FLAMA DEL MECHERO

I) AISLAMIENTO.

1) Sembrar una asada de materia fecal sospechosa en el tubo de caldo de tetrationato. Inocular con asa pc
emulsion.

2) De la misma manera sembrar otra asada de la misma muestra en el tubo de caldo nutritivo.
3) Etiquetar con los datos escolares

4) Levar a la incubadora a 37°C duarnte 24 horas. Colocar los tubos en gradilla de rejilla, de tal manera que
mantengan en posicién vertical para evitar que el liquido se derrame.

II) RESIEMBRA.

AL INOCULAR LAS PLACAS, ES INDISPENSABLE EL USO DE CUBREBOCAS Y GORRA. TRABAJAR
FRENTE A LA FLAMA.

1) Retirar los tubos de la incubadora.

2) Disponer sobre la mesa una serie de medios selectivos (agar EMB, agar S-S, agar verde brillante y agat
soya tripticaseina) para resembrar el cultivo en caldo de tetrationato.

3) Disponer sobre la mesa una serie de los mismos medios selectivos para resembrar el cultivo en caldo
nutritivo.

4) Resembrar en cada una de las placas el in6culo correspondiente por la técnica de estrias cruzadas
sectoriales. Usar solo una asada para cada placa.

5) Sellar las placas. Etiquetar con los datos escolares

6) Llevar las placas a la incubadora. Colocarlas en posicion invertida. Mantenerlas durante 24 horas.
Al dia siguiente:

1) Retirar las placas de la incubadora.

2) Efectuar analisis macroscoépico de cada una para valoracién de la PRUEBA PRESUNTIVA respecto a la



ferementacion de la lactosa, de cauerdo a la siguiente:

GUIA DE IDENTIFICACION PRESUNTIVA

La prueba presuntiva para diferenciacion de los bacilos entéricos gramnegativos se basa en la valoracion d
fermentacion de la lactosa sobre medios de cultivo adicionados con este carbohidrato, como el agar endo ©

agar EMB:

a) Enterobacilos que producen fermentacién rapida de la lactosa: Escherichia coli, Enterobacter aerogenes
Klebsiella pneumoniae.

b) Enterobacilos que producen fermentacion lenta de la lactosa: Edwarsiella, Serratia, Citrabacter, Arizona,
Providencia, Erwinia.

c) Enterobacilos que no producen fermentacion de la lactosa: Shigella, Salmonella, Proteus, Pseudomonas
La manera de cdmo metabolizan este azucar en los diferentes medios de cultivo selectivos se manifiestan |

cambios en el color del medio con respecto al que originalmente tenia o bien por la coloracion de las coloni
la cual es tipica en algunos de elos, al respecto, se sugiere utilizar la siguiente tabla:

AGAR ENDO O EMB AGAR S-S VERDE BRILLANTE
COLONIAS CON BRILLO METALICO:[COLONIAS ROJAS: COLONIAS VERDES:
Escherichia coli Escherichia coli Escherichia coli

Otras coliformes Otras coliformes Otras coliformes
COLONIAS BLANCAS: COLONIAS BLANCAS |COLONIAS ROJAS
Salmonella Salmonella Salmonella

Shigella Shigella Shigella

Proteus Proteus Proteus
Pseudomonas Pseudomonas Pseudomonas

3) Efectuar andlisis microscopico por elmétodo de Gram de cada una de las placas para confirmacion de la
morfologia de los bacilos entéricos gramnegativos en los medios selectivos y para busqueda e identificacioi
de Enterococos en los medios de uso general como el agar soya tripticaseina.

4) Seleccionar en los medios selectivos una variedad de colonias consideradas como sospechosas de
pertenecer a algun género patégeno (segundo grupo en la tabla anterior) y resembrarlas en los medios
diferenciales para conocer sus REACCIONES BIOQUIMICAS como se indica a acontinuacion:

lll. REACCIONES BIOQUIMICAS

1) Disponer a la temperatura ambiente en gradilla una serie doble de tubos de cultivo para reacciones
bioguimicas.

2) Resembrar del medio de cultivo que contiene las colonias de bacilos gramnegativos selecionadas como
sospechosas a los medios para bioquimicas dejando uno de uno sin sembrar para emplearlo como control
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negativo.

a) En los medios inclinados sembrar por estrias.

b) En los medios verticales sembrar por picadura. asa

¢) En los medios liquidos sembrar por emulsion.

3) Etiquetar con los datos escolares. Llevar a la incubadora por 24 horas.

AL DIA SIGUIENTE:

4) Retirar las series de tubos con las reacciones bioquimicas.

5) Interpretar las reacciones bioquimicas en cada uno de los tubos, de la siguiente manera.

5.1 MEDIO DE KLIGER

El medio contiene sulfato ferroso como indicador de la formacién de H2S, un indicador de pH, glucosa,
lactosa y sacarosa. Se utiliza como medio inclinado y sirve para la valoracién de tres parametros o pruebas
bioguimicas:

a) Superficie inclinada: Para la valoracién de la fermentacién de la lactosa o la sacarosa; lo que origina que
el medio tome un color amarillo debido a la formacién de acidos (A).

b) Profundidad: Los bacilos fermentadores de la glucosa forman suficiente acido para que el medio tome ur
color amarillo en la profundidad o medio entubado, relativamente anaerobio, pero no en la superficie

inclinada. La formacion de gases es caracteristica en estas condiciones, lo cual hace que aparezcan burbu
inclusive desplazamiento del medio hacia la salida del tubo: ( G).

c¢) Sulfuro de hidrégeno ( H2S): Los bacilos productores de este gas hacen que el medio tome un color
enengrecido casi siempre en la profundidad.

5.2 AGAR ENDO O AGAR EMB

En estos medios que se usarén para la identificacion de la Prueba Presuntiva de fermentacién de la lactose
aportan el parametro para la lactosa (+) o la lactosa (). Observese en la tabla de reacciones bioquimicas ¢
la lactosa solo es POSITIVA para el primer grupo de Enterobacterias: la E. coli y otras tres especies.

5.3 LECHE

La leche descremada constituye un buen medio de cultivo para muchas bacterias, sin otra modificacién que
afiadir un indicador: parpura de bromocresol o tornasol. Los cambios bioquimicos que puede sufrir son:

a) Reaccion alcalina: El cambio de pH a alcalino hara que la leche tome un color parpura.

b) Desarrollo de reaccién alcalina con precipitacion de caseina, como un verdadero requesén, eventualmer
con reduccion del indicador

c) Desarrollo de la alcalinidad y precipitacién de requesén seguido de peptonizacion o digestion del mismo.
resultado es el aclaramiento y un color pardusco.



d) Formacién de acido generalemnte en 24 horas, con el cambio de color del medio a amarillo; eventualmel
con reduccioén del indicador.

e) Formacién de acido y precipitacion de la caseina, generalmente con reduccién del indicador.
5.4 GELATINA

Se usa para valorar la licuefaccion o licuacion de la gelatina por accion de las gelatinasas bacterianas
producidas por algunas Enterobacterias. La reaccién positiva hace que el medio permanezca liquido despu
de la incubacion aun después de dejarse en refrigeracion durabte media hora. La reaccién negativa permite
nuevamente la solidificacion.

5.5 CALDO UREA

Se utiliza para la valoracion de la produccion de ureasa por algunas enterobacterias. Este medio contiene
glucosa, peptona, urea y rojo de fenol. Las bacterias que producen ureasa a partir de la urea dan lugar al
carbonato de amonio y el indicador se vuelve rojo purpura. Obeservese en la tabla de reacciones bioquimic
gue solo el género Proteus da esta reaccion positiva.

5.6 REACCIONES IMViC

Se designan con el término nemotécnico IMVIiC un grupo de cuatro reacciones bioquimicas que se utilizan
para la diferenciacion fisiologica de los bacilos coliformes. Si bien hay 16 combinaciones posibles de estas
reacciones, el colibacilo clasico Escherichia coli es (+), (+), (-), (=) y el grupo Aerobacter — Klebsiella es (-)
(=), (), (+). Las cuatro reacciones bioquimicas son:

I: Formacién de indol a partir de triptéfano

M: Prueba del rojo de metilo

V: Prueba de Voges— Proskauer

iC: La utilizacion del citrato como fuente de carbono

a) Prueba del Indol (1): Esta prueba se analiza en el medio de SIM, el cual se utiliza también para investigar
la motilidad (M) y la produccién de H2S (s). Este medio enriquecido con triptéfano, aminoacido suministradc
por una peptona adecuada que se descompone en indol por accién de algunas bacterias. Para comprobarls
pueden realizarse las pruebas de Erlich o de Kovac’s: Se requiere agregar unas gotas de reactivo de Erlich
de Kovac’s a la superficie del medio entubado después de que han crecido las colonias. La reaccion positiv
haré que la solucién cristalina adquiera un color rosa fuerte o rojo. De no ocurrir esto la prueba es entonces
negativa.

b) Prueba del rojo de metilo (M): Los microorganismos se cultivan en caldo peptona glucosa con tapon de
fosfato. Después de la incubacion se afiaden al caldo 4 gotas de indicador rojo de metilo, un color rojo indic
una reaccioén positiva ( acida).

c) Prueba de Voges. Proskatuer (V): El medio empleado es idéntico al mencionado antes. Después de dos
dias de incubacion se afiaden a 5 ml del medio 1 ml de KOH ( potasa) al 10 %; se observa de cuando en
cuando las 24 horas siguientes. Un color rosa de eosina indica una reaccion positiva, debida a la produccio
de acetilmetilcarbinol ( CH3— CO- CHOH- CH3) a partir de glucosa. Se obtiene una reacciéon mas rapida
afiadiendo huellas de creatinina al medio incubado y luego 2.5 ml de NaOH al 40%, en este caso el color rc
aparece en pocos minutos.



d) Prueba del citrato (iC) Para esta prueba se utiliza el agar de Simmons que contiene citrato de sodio y az!
de timol comoindicador. La Unica fuente de carbono en este medio es el citrato. Si la reaccién es positiva el
indicador se vuelve azul. Los demas microorganismos no crecen y el medio conserva su color verde,
indicando una reaccion negativa.

5.7 MEDIO DE SIM

Este medio se uriliza para tres pruebas bioguimicas como ya se menciono anteriormente: la del sulfuro de
hidrogeno (S) de la misma manera que en el agar Kliger, la del indol (1) y la motilidad (M).

La motilidad (M) a través del medio semisdlido se traduce por diseminacion de la opacidad bacteriana a pal
del trayecto de la picadura de inoculacién ( reaccion positiva). Si la motilidad es negativa, el crecimiento se
encuentra restringido al trayecto de la picadura.

5.8 MEDIOS CON DESCARBOXILASA:

Se logra una mejor diferenciacion entre las Enterobacteriaceae estudiando la actividad especifica de
descarboxilasa sobre una serie de acidos aminados como lisina, arginina y ornitina. Los medios medios
contienen una base nutritiva, ademas de glucosa, el acido aminado del caso y el azul de bromotimol como
indicador. Si el &cido aminado es descarboxilado, el pH del medio se vuelve alcalino, a pesar de la
fermentacion de la glucosa, pués los productos de la descarboxilacién son siempre alcalinos. Si no existe e
reaccion, el medio permanece acido y conserva su color amarillo.

6) Recopilar en forma harizontal los resultados de todas las pruebas bioquimicas y ubicarlos en la tabla de
reacciones bioquimicas anexa a esta practica para definir excatamente la especie de los bacilos entéricos
aislados.

7) Cuando se halla concluido el estudio del coprocultivo, proceder a esterilizar al autoclave las placas y los
tubos del cultivo de la manera establecida. lavarlos y secarlos.

REPORTE

1) Describir el analisis macroscopico del agar endo o EMB. Indicar el resultado de la prueba presuntiva de |
lactosa.

2) Describir el andlisis macroscépico de los otros medios selectivos empleados.
3) Describir el andlisis macroscépico del agar nutritivo

4) Describir el analisis microscopico de cada placa.

5) Representar los resultados de cada una de las reacciones bioguimicas.

6) Localizar en la tabla de reacciones bioguimicas el agente etiolégico aislado.

7) Incluir en forma de anexo una tabla de reacciones bioquimicas para Enterobacterias.



