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1. INTRODUCCION

El nombre del género Enterococcus, anteriormente llamado Streptococcus faecalis y Streptococcus
faecium, fue descripto en 1984 cuando otras bacterias fueron transferidas al género. Ahora hay
mas de 50 especies reconocidas del género Enterococcus. Enterococcus faecalis y Enterococcus
faecium son los enterococos mas frecuentemente aislados de infecciones humanas.

El género Streptococcus comprende un gran niamero de especies comensales y patégenas. Con el
rapido desarrollo de métodos moleculares para identificacion, el género Streptococcus ha sido
objeto de una importante expansion y revision. Ahora hay mas de 100 especies reconocidas de
Streptococcus, muchos de los cuales son patégenos o comensales en humanos y animales.

(www.bacterio.net)

Otros géneros de cocos gram positivos catalasa negativa han sido asociados a infecciones en
humanos. Abiotrofia y Granulicatella, (anteriormente denominados estreptococos variantes
nutricionales) son cocos gram positivos que crecen como colonias "satélite" alrededor de otros
organismos. Son catalasa y oxidasa negativos, facultativamente anaerébicos e inmoéviles. Forman
parte de la microbiota de los tractos urogenital e intestinal humanos y han aislado de muestras de
sangre, abscesos, Ulceras orales y uretra. El reconocimiento de estas especies es importante para las
infecciones invasivas (en particular, la endocarditis) para garantizar la terapia antimicrobiana mas
adecuada. A menudo se asocian con hemocultivos negativos.

Hay 7 especies de Aerococcus, de las cuales 5 son patdgenas y causan infecciones tanto del tracto
urinario como invasivas (incluida la endocarditis infecciosa) en humanos. Estos son A. christensenii,
A. sanguinicola, A. urinae, A. urinaehominis y A. viridans. Algunas cepas pueden dar una reaccion
débil de catalasa o pseudocatalasa. Las colonias son pequefias (1 mm o menos), no pigmentadas
(ocasionalmente produccion de pigmento amarillo por cepas de A. viridans) y muestran a-hemolisis.
Todos los organismos pueden crecer bien en NaCl al 6,5%. Aerococcus spp puede ser identificado
erroneamente debido a las similitudes entre los estafilococos (disposicion microscopica,
pseudocatalasa), los estreptococos viridans (a hemolisis y morfologia de colonia) y los enterococos
(desarrollo en NaCl 6.5%).

Facklamia: Hay 7 especies de las cuales 4 son patégenas para los humanos: F. hominis, F. languida,
F. sourekii y F. ignava. La especie patégena humana mas comun es Facklamia hominis. Las especies
de Facklamia se asemejan a los estreptococos “viridans” en cultivo. Son cocos Gram positivos,
anaerobios facultativos, catalasa negativos, oxidasa negativos, LAP positivos, inmodviles que se

presentan en pares, grupos o cadenas. Las especies de Facklamia a menudo se identifican
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errbneamente como estreptococos viridans, la diferencia clave entre ambos organismos es que las
especies de Facklamia son positivas para PYR.

Gemella: Actualmente hay 9 especies de Gemella. Son de crecimiento lento, catalasa negativas,
inmoviles, anaerobias facultativas, cocos Gram variables, dispuestas en pares, tétradas, grupos vy, a
veces, cadenas cortas. Algunas cepas se decoloran facilmente con la tincion de Gram y aparecen
como Gram negativas. Ademads, algunas cepas pueden requerir condiciones estrictamente
anaerébicas para el aislamiento primario y volverse aerotolerantes después de transferirlas a
medios de laboratorio. Las colonias son similares a la de los de estreptococos viridans. Crecen mejor
a 35 y 37°C pero no crecen a 10 o 45°C. Suelen ser PYR y LAP positivos. En algunos sistemas
comerciales de identificacion, los estreptococos viridans pueden identificarse erroneamente como
especies de Gemella.

Globicatella: Hay 2 especies de Globicatella pero la especie que estd implicada en infecciones
humanas es G. sanguinis. Las colonias son similares a la de los de estreptococos viridans.
Microscédpicamente se disponen como cocos que se presentan solos, en pares o en cadenas cortas.
El crecimiento ocurre en caldo que contiene 6,5% de NaCl. Globicatella se pueden distinguir de los
aerococos por su morfologia celular. Los aerococos forman pares y tétradas mientras que las
especies de Globicatella forman cadenas cortas de cocos.

Helcococcus: Helcococcus kunzii es la especie tipo del género. Microscépicamente se disponen en
grupos o pares irregulares, tétradas y racimos y forman pequenas colonias no hemoliticas
puntiformes en agar sangre después de 48 h de incubacién a 35 y 37 °C. Son de crecimiento lento y
aparecen como estreptococos viridans en placas de agar con sangre y pueden ser dificiles de cultivar
en un medio que no sea sangre. Suelen ser no hemoliticos. Esto los diferencia de los aerococos que
forman colonias mas grandes rodeadas por una gran zona de hemolisis a después de la incubacién.
H. kunzii produce pequenas colonias grises no hemoliticas; el crecimiento se estimula mediante la
adicion de suero o Tween 80 al medio basal.

Las especies de Lactococcus son fisiolégicamente similares a las especies de Enterococcus y se han
identificado erroneamente debido a sus caracteristicas similares tanto a los estreptococos como a
los enterococos. Son cocos Gram positivos inmoviles, anaerobios facultativos. Habitan animales y
plantas y productos derivados. Rara vez se han aislado de casos humanos del tracto urinario,

infecciones de heridas y de pacientes con endocarditis.

Leuconostoc son cocos que se presentan en pares y cadenas, son intrinsecamente resistentes a la
vancomicina y producen CO; a partir de la glucosa. Pueden confundirse con los enterococos porque

la mayoria de las especies de Leuconostoc son positivas para la bilis esculina y algunas pueden
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reaccionar de forma cruzada con los antisueros del grupo D. Son patdégenos oportunistas y han sido
asociados a meningitis y bacteriemia.

Las especies de Pediococcus pueden parecerse a los estreptococos viridans en cultivo, pero
microscépicamente son similares a los estafilococos. Son cocos Gram positivos que aparecen en
pares, grupos y tétradas y son intrinsecamente resistentes a la vancomicina y moderadamente
sensibles a los agentes antimicrobianos B-lactamicos. Todas las cepas son inmodviles y aparecen
como no hemoliticas o a-hemoliticas en la placa de agar sangre. Pueden confundirse con los
enterococos porque son positivos para la bilis esculina y reaccionan de forma cruzada con los
antisueros del grupo D.

Vagococcus: Las células tienen forma de coco u ovalada y se presentan solas, en pares o en cadenas.
La especie tipo es Vagococcus fluvialis que, puede reaccionar con los antisueros del grupo N de
Lancefield. Ademas, algunos aislamientos pueden dar una reaccion débil con el antisuero del grupo
D de Lancefield y pueden confundirse con algunos enterococos. Los vagococos se aislan de
diferentes fuentes, principalmente de animales o productos y habitats relacionados con animales y
muy raramente de muestras clinicas humanas.

Otros géneros mencionados en este manual, como Alloiococcus, Dolosigranulum, Ignavigranum,

Dolosicoccus, etc., son realmente infrecuentes.

2. CARACTERISTICAS GENERALES

Los estreptococos son bacterias facultativamente anaerébicas, pero algunas requieren CO, para
crecer. El metabolismo de los carbohidratos es fermentativo y el acido lactico es el principal
producto del metabolismo. Los estreptococos producen la enzima leucina aminopeptidasa (LAP),
que también se denomina leucina arilamidasa. La temperatura de crecimiento varia entre las
especies, pero la temperatura 6ptima suele ser de aproximadamente 37°C.

El crecimiento de estreptococos en medios sélidos se puede mejorar mediante la adicién de sangre,
suero o glucosa. En agar sangre, las especies exhiben varios grados de hemodlisis, que se puede
utilizar como un paso inicial en la identificacién de aislados clinicos. Las hemolisis producida por las
colonias en agar sangre y la agrupacion serolégica de Lancefield son marcadores importantes para la
identificacién presuntiva, sin embargo, hay muchas caracteristicas superpuestas, por lo tanto, el

analisis genético es un método mas definitivo para la identificacién.
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2.1. Hemdlisis en agar sangre:

e a-hemodlisis: lisis incompleta o parcial de los glébulos rojos alrededor de la colonia causando un
color verde o marrén que rodea la colonia

e [3-hemodlisis: lisis completa de los glébulos rojos que rodean una colonia que causa un halo
transparente alrededor de la colonia en agar sangre

e no hemolitico (anteriormente llamado y-hemolisis) - sin cambio de color ni aclaramiento del
medio

La expresién del hemdlisis depende de varios factores:

(1) El tipo de sangre con la que se prepara el medio. Si bien se ha utilizado sangre humana, ovina,
bovina, equina o de conejo, al registrarse diferencias se adopté universalmente el uso de la sangre
ovina. (2) El medio basal con que se prepara el agar sangre. Debe ser un medio sin carbohidratos
como el agar tripteina de soja o agar Columbia. NO deben usarse agar infusién cerebro corazén
(contiene glucosa) ni agar Mueller Hinton (contiene almidén). Las bacterias producen metabolitos
acidos al utilizar carbohidratos como fuente de carbono, por lo tanto, se produce un descenso del
pH que puede inhibir la actividad de las hemolisinas. 3) La atmésfera de incubacion. La hemdlisis de
mayor intensidad se observa cuando se incuban las placas en anaerobiosis. Sin embrago, los costos
son mas elevados y algunas especies a-hemoliticas como S. pneumoniae pueden aparecer como 3-
hemoliticas, sesgando la identificacion. Algunos autores sugieren que la microaerobiosis es la
atmoésfera ideal para la expresion de las hemolisinas, sin embargo, no pareceria haber diferencias

significativas en incubar las placas en aerobiosis.
2.2. Grupos de Lancefield

Los estreptococos B-hemoliticos se caracterizan ademas mediante el seroagrupamiento de
Lancefield, que describe el carbohidrato antigénico especifico del grupo que estd presente en la
pared celular bacteriana. Hay 20 serotipos descritos, denominados grupos de Lancefield A a V
(excluyendo | y J). La serotipificacion de Lancefield es Gtil en la identificacion de Streptococcus; sin
embargo, debe usarse junto con otras pruebas para obtener una identificaciéon precisa. La
agrupacion de Lancefield se puede utilizar para validar los resultados de otros métodos de
identificacion. Especies como S. pneumoniae y los estreptococos del grupo viridans se clasifican

como estreptococos no- Lancefield.
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Especies Grupo de Lancefield
Streptococcus pyogenes A
Streptococcus agalactiae B
Streptococcus canis G
Streptococcus dysgalactiae subsp. dysgalactiae C
Streptococcus dysgalactiae subsp. equisimilis C,G AandlL
Streptococcus equi subsp. zooepidemicus C
Streptococcus equi subsp. equi C

. A, C,FandGono
Streptococcus grupo anginosus

agrupable
Streptococcus grupo bovis D
Streptococcus suis R, Sand T o no agrupable
Enterococcus spp D

2.3. Microscopia

La disposicion de los cocos gram positivos catalasa negativa es un marcador importante para
orientar la identificacién. Las bacterias pueden disponerse en cadenas largas o cortas, pares,
tétradas, acimulos o racimos. Para la correcta observacién microscopica del tipo de disposicién es
necesario realizar la tincién de Gram a partir de un medio liquido, siendo el caldo tioglicolato el
medio de eleccion.

Las especies de Streptococcus, Enterococcus y Lactococcus son células gram positivas, redondas u
ovoides que se presentan en pares, cadenas cortas o largas o, a veces, en acimulos. S. pneumoniae
son células Gram positivas, lanceoladas que se presentan en pares, a menudo con una capsula
visible. Las especies de los géneros Aerococcus, Pediococcus, Facklamia y Helcococcus son cocos
Gram positivos en acimulos o tétradas. Gemella, Leuconostoc y Vagococcus son cocos Gram
positivos que se presentan en pares, acimulos y cadenas cortas (Gemella puede decolorarse

facilmente).
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2.4. Morfologia de las colonias
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Microorganismo Hemodlisis . -
Caracteristicas macroscoépicas en agar sangre
Estreptococo p- § Diferentes tipos de colonias. Colonia pequefa y colonia
haemoitico grande
Grupo S. anginosus o, ono Colonias pequefias (=0.5mm), la hemdlisis puede ser
hemolitico variable. Algunas cepas son fastidiosas y desarrollan
mucho major en anaerobiosis
Enterococos o, o no- Las colonias son mas grandes que las de los
hemoliticas estreptococos, generalmente 1 a 2mm, con una
apariencia “acuosa” o mucosa. La hemdlisis es
variable.
Grupo S. bovis 0.0 No Las colonias son pequefas ,1mm, no pigmentadas.
hemolitico
Las colonias son de 1 a 2 mm, pequefias, de color
S. pneumoniae o crema, gris o blanco. Después de la incubacion
anaerobia, las colonias pueden ser mas grandes y
mucoides.
Estreptococos del grupo | aono Las colonias son diminutas, no pigmentadas, grises,
viridans hemolitico lisas o mate, 0,5 a 1,0 mm, borde entero.
Abiotrophia and 0.0 No Las colonias son pequefias (<0.5 mm), requieren
Granulicatella hemolitico piridoxal o cisteina para crecer.
Aerococcus spp. a Similar a los estreptococos del grupo viridans
Facklamia spp. 0.0 No Similar a los estreptococos del grupo viridans
hemolitico
Gemella spp. . 0 No Similar a los estreptococos del grupo viridans
hemolitico
Globicatella spp. a Similar a los estreptococos del grupo viridans
Helcococcus spp. non Similar a los estreptococos del grupo viridans
Lactococcus spp. .0 no Similar a los enterococos
hemolitico
Leuconostoc spp. o 0 no Similar a los estreptococos del grupo viridans
hemolitico
Pediococcus spp. a0 no Similar a los estreptococos del grupo viridans
hemolitico

3. PRINCIPIOS DE LA IDENTIFICACION

Los aislamientos del cultivo primario se identifican por el aspecto de la colonia, la tincidn de Gram,
la disposicidon microscépica, el patron de hemdlisis y la produccidon de catalasa. La identificacién a
nivel de género puede lograrse con unas pocas pruebas bioquimicas de apertura, principalmente
bilis esculina, tolerancia a CINa 6,5%, pirrolidonilarilamidasa (PYR), leucinaminopeptidasa (LAP),

10
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observacién de cadenas, tetradas o racimos en caldo tioglicolato y determinacion de su sensibilidad

a vancomicina.

3.1. Esquema inicial para la diferenciacidn de cocos gram positivo, catalasa negativa

GRA | VAN| GA |BE | NaCl| PY | LAP | AD BGU 10 45 SA | MO | HEM
AM S R H R °C °C T \% (0]

Abiotrop C S - - - + + - - - \Y + - a,d

hia

defectiva

Aerococc RA S - - + - + - - - - - - a

us

christens

enii

Aerococc RA,T|S - - + - + - + - - - - a

usurinae

Aerococcus RA, T | NP - - + - - - + - - _ - a

urinaehominis

Aerococc RA, T| NP |- + + + + - + - - - NP | a

us

sanguinic

ola

Aerococc RA, T| S - \Y + + - - NP - - _ - a

us

viridans

Alloiococcus RA, T| S - - + + + NP NP - - R - 5

Dolosicoccus C S - - - + - NP NP - - - - a

Dolosigranulum RA,T|S - - + + + - - - - - - 5

Enterococcus C SIR | - + + + + Vv NP + + - \% a, d

Facklamia RA, S - - + + + \Y - - - - - 5
C

Fackla RA,T|S - - + + + - - - - - - 5

mia

languid

a

Gemella RA, S - - - + + - NP - - - - a, s
T,C

Gemella RA, T| S - - - + + NP NP - - R - a

haemolysa

ns

Globicatella C S - \% + \% - - NP - \% - - a

Granulicat C S - - - + + - + - - + - a,d

ella

adiacens

11
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Granulicat C S - - - + + + - - - + - a,d

ella

elegans

Helcococcus RA,T| S - - + + - - - - - _ - 5

kunzii

Ignavigranum RA, S - - + + + \Y NP - - Vv - 5

C

Lactococcus S - + \% \% + + NP + Vv - - a,d

Leuconostoc C R + \% \ - - - NP + + - - a, d

Pediococcus RA, T| R - + V - + NP NP - + - - a

Streptococcus C S - 11V 2 |+ \Y NP - \Y - - a, B,
\% \% 5

Tetragenococcu | RA, T | S - + + - + NP NP - + - - a

s

Vagococcus C S - + \% + + 3 NP + \ - + a, d

Weissella* BC R + + \% \% - + NP \% \% - - a, d

GRAM: Coloracion de Gram (para observar la distribuciéon de células, es conveniente usar caldo
tioglicolato y modificar el método de tincion de Gram fijando con metanol. VAN R: vancomicina
resistente . VAN S: vancomicina sensible. GAS: Gas de glucosa en medio MRS. BE: Bilis esculina.
NaCl: desarrollo en cloruro de sodio 6,5%. PYR: pirrolidonilarilamidasa. LAP: leucina
aminopeptidasa.ADH: arginina dihidrolasa. BGUR: Beta-glucoronidasa. 10 °C: desarrollo a 10 °C. 45 °C:
desarrollo a 45 °C. SAT: satelitismo. MOV: movilidad. HEMO: hemodlisis en agar sangre de carnero. C:
cadenas. RA: racimos. T: tetradas. BC: bacilos cortos. NP: No probado. V: variable.

*  W. confusa es desarrolla en cloruro de sodio 6,5%. Los escasos aislamientos clinicos informados en la

literatura son ADH positiva.

1 Todas las cepas de S. bovis y aproximadamente un 10% de estreptococos viridans son bilis esculina
positiva.

2 Todas las cepas de S. pyogenes y la mayoria de cepas de S. porcinus y S. iriae son PYR positivo.

3 Raras excepciones

3.2. Sistemas de identificacion

Las pruebas bioquimicas permiten identificar a nivel de género y en muchos casos especie o grupo la mayoria
de los aislamientos de cocos gram positivos catalasa negativa de importancia clinica. En este manual se
incluyen algoritmos y esquemas basados en pruebas bioquimicas. Si la identificacion obtenida mediante
métodos fenotipicos convencionales corresponde a un género o especie inusual, el aislado debe ser remitido
a un laboratorio de referencia para la confirmacion de su identificacion.

En caso de utilizar pruebas bioquimicas, es importante realizar los controles de calidad apropiados a cada
lote de medio preparado.

Algunos equipos de identificacion comerciales pueden dar resultados poco fiables con la identificacion de
estreptococos a hemoliticos. También existe una escasa discriminacidén entre S. pneumoniae y el grupo S.
mitis, ya que son genéticamente inseparables, por lo que las especies de Streptococcus mitis/oralis pueden

identificarse erroneamente como S. pneumoniae. Se ha informado que Streptococcus porcinus, un patégeno

12
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porcino, reacciona de forma cruzada con reactivos comerciales de estreptococos del grupo B cuando se
utilizan equipos comerciales.

En algunos sistemas de identificacién comercial, Helcococcus kunzii puede identificarse erréneamente como
Aerococcus viridans. Aerococcus sanguinicola también puede identificarse erréneamente como A. viridans.
Los sistemas de identificacidon bacteriana basados en MALDI-TOF MS tienen limitaciones con varias especies
de estreptococos, incluida la distincién de S. pneumoniae de otros miembros del grupo S. mitis; sin embargo,
la combinacidn de la prueba de solubilidad en bilis con los resultados del MALDI-TOF puede proporcionar una
identificacién precisa de S. pneumoniae. Para algunos géneros y especies de este gruo taxondmico, los
valores de identificacion obtenidos son menores a los sugeridos por el fabricante para la identificacion
precisa de especie. Sin embrago, numerosos estudios han validado la utilizacidon de valores de identificacion
menores. Si utiliza MALDITOF-MS Bruker Daltonics, puede consultar las recomendaciones de la Red Nacional

de Espectrometria de Masas aplicada a la Microbiologia Clinica (RENAEM) en el enlace: www.anlis.gov.ar/

renaem/.

4. ALGORITMOS Y TABLAS DE IDENTIFICACION
4.1. ESTREPTOCOCOS B HEMOLITICOS

Bacitracina 0.04U
S R
[ 1
PYR + PYR -
Lancefield A Lancefield A,.C,G,L CAMP
T ’ ?
Ver Tabla 2
SAPOgenas Ver Tabla 2
PYR + Hipurato
Lancefield A —
Ver Tabla 1
@ <P
Esculina / Sorbitol ADH
S. iniae
S. agalactiae (PYR =) S. porcinus (PYR =) Lancefield NAG
Lancefield B Lancefield E. P. U. V. NAG
Sorbitol
S. porcinus Almidén
S. iniae S. canis
Lancefield G

S. iniae: patégenos de peces, en humanos enfermedad ocupacional. S. canis: principalmente aislado en
perros. Se desconoce incidencia en humanos. S. porcinus: principalmente aislado en tracto genitourinario de

13
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mujeres en edad fértil. Puede dar reaccién cruzada con antisuero grupo B e identificarse erréneamente como
S. agalactiae. La hemélisis es un marcador diferencial. En agar sangre S. agalactiae produce hemolisis débil,

mientras que S. porcinus da una hemdlisis mucho mayor.

Tabla 1: Identificacidon de estreptococos beta hemoliticos, bacitracina resistente, CAMP

negativo
S. dysgalactiae S. equi Grupo
subespecie subespecie subespeci subespecie Streptococcus
dysgalactia equisimilis e zooepidemicu anginosus ¢
e? equi® S
Lancefield C A C,G, C C A, C, G, E,NAG
L
PYR - - - - -
VP - - - - +
Hidrdlisis
Argini +V +V +V
n a - + +
Esculi - -
n a
Amila
sa
Sorbitol \Y - - + -
Trealosa + + - - +

aS. dysgalactiae sp. dysgalactiae NO ES BETA HEMOLITICO. b S. equi sp. equi no ha sido aislado en

humanos;

¢ Incluye las especies beta hemoliticas: S. anginosus, S. constellatus sp. constellatus, S. constellatus sp.

pharyngis y S. intermedius.

Tabla 2: Identificacion de estreptococos beta hemoliticos, PYR positivo

Streptococc Streptococc Streptococc Streptococc
uscanis usiniae us us
porcinus pyogenes
Bacitracina NP Y R S
CAMP + + + -
Reaccion de VP - - + -
Hidrolisis
Hipur - - \Y -
ato + + + -
Esculi - + - -
n a
Almid
6n

14
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4.2. GENEROS a HEMOLITICOS Y NO HEMOLITICOS SENSIBLES A VANCOMICINA

Este un algoritmo basico con fines de orientacion en la identificacion. Ante la deteccidén de géneros
o especies inusuales es importante derivar el aislamiento a un laboratorio de referencia para la

confirmaciéon de la identificacion por métodos protedmicos y/o gendmicos.

Vancomicina sensible

PYR
LT\P Ver Tabla 3
NaCl 6.5%

NaCl 6.5%
Ver Tabla 4 Dolosicoccus paucivorans

? ?

Ver Tabla 5 BIE
Movilidad Satelitismo
Vagococcus Lactococcus
ADH Gemella sp.
Granulicatella elegans

B-GUR

T

Granulicatella adiacens Albiorrophia sp

15
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Tabla 3: Identificacion de cocos gram positivo, catalasa negativa, vancomicina sensible, PYR
negativo

Bilis NaC Hipura
GRA |Lap | esculi || 10 | a5 | VP | Hemlisis
M na 6.5 oC oC hidroli
% sis

Aerococcus christensenii R, T + - + - - + + a
Aerococcus urinae R, T + - + - - + - a
Aerococcus urinaehominis R, T - - + - - + NP a
Enterococos PYR negativos 2 C + + + + + NP NP a, b
Globicatella sanguinis 1 C - + + - \" + NP o
Lactococcus C + + Y, + Vv NP NP a, d
Streptococcus C + Y Y - \Y \ Y a, B, 6
Tetragenococcus R, T + + + - + - + a

1 Globicatella Pyr + (75%), 2 E. cecorum, E. colombae, E. pallens, E. saccharolyticus (no descriptos alin en
humanos) (Grupo D de Lancefield)

Tabla 4 : Identificacién de cocos gram positivo, catalasa negativa, vancomicina sensible, PYR
positivo,LAP negativo

Aerococcus viridans Helcococcus kunzii Globicatella
1 1 sanguinis
GRAM racimos, tetradas racimos, tetradas pares, cadenas
cortas
PYR + + \Y
LAP - - -
Bilis esculina V (79) - +
Esculina hidrolisis +(84) +(95) +
Desarrollo a 45 °C - - \
Hipurato hidrolisis \Y - +
Telurito de potasio \Y, NP Y
Manitol acidificacion Vv - +(96)
Sorbitol acidificacion - (14) - Y,
Trealosa acidificacion + - +
Sacarosa acidificacion + - +
Piruvato - NP -
Inulina acidificaciéon -(7) \Y +(93)

1 Helcococcus kunzii facultativo, generalmente no hemolitico

Aerococcus viridans desarrolla mejor en aerobiosis y es a-hemolitico
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Tabla 5.: Identificacion de cocos gram positivo, catalasa negativa, vancomicina sensible, PYR positivo,
LAP positivo

GRAM Bilis Esculin | Hipura B-GUR | B-GAL3 45°C MOV

esculi a to 3

na
A. sanguinicola R, T + + + + NP - -
Alloiococcus R, T - - NP NP + - -
Dolosigranulum R, T - + NP - NP - -
Enterococcus 4 C + + \ NP NP + \
Facklamia t R,C - - + - 1 - -
Ignavigranum R,C - - - NP + - -
Lactococcus C + + NP NP NP \ -
S. urinalis 2 C + + + - - + -
Vagococcus C + + NP NP \Y - +

LF. hominis es [-galactosidasa positivo, 2 No desarrolla a 10 °C, no presenta antigenos del grupo D de
Lancefield 3 Api ZYM 4 Para identificacién de especies ver Cuadro Identificacion de enterococos

4.3. GENEROS a HEMOLITICOS Y NO HEMOLITICOS RESISTENTES A VANCOMICINA

Vancomicina resistente

Gas de glucosa

P T

ADH PYR

Weissella Leuconostoc sp.

Enterococcus sp. Pediococcus sp.
Tabla 6

17
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4.4. ESTREPTOCOCOS a HEMOLITICOS O NO HEMOLITICOS

Ministerio de Salud
Argentina

Optoquina
®
Bilis esculina
+ -
Grupo S. bovis S. viridans ver Tablas 8, y 9
Ver Tabla 7 S. suis

®

Solubilidad en bilis +

S. pneumoniae

Tabla 6: Esquema para diferenciacion de especies del género Enterococcus

MA| SO AD| AR| SB| RA| TE| MO | PIG| SU | PY | MG
N R H A L F L T C U P
Grupo |
E. avium + + - + + - - - - + + \V;
E. raffinosus + + - + + + - - - + + Vi
E. gilvus + + - - + + - - + + + -
E. pallens + + - - + + - - + + - +
E. + + - - + + - - - + - +
saccharolyticusb
E. malodoratus | + + - - + + - - - + + V;
E. + + - - + - - - - + + +
pseudoavium
“E. + + - - + - - - - - + -
hawaiiensis”
Grupo ll
E. faecium . ) . . vv| v ) ) ) . v )
E. casseliflavus | * . . + ) + . . . + ) +
E. gallinarum + ) ol . - N + N
+ +

18
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E. mundtii + V + - -
E. faecalis - + ¢ + -
E b +
haemoperoxidusP _ - - -
“E. sanguinicola”
Lactococcus - - V - -
sp.
Grupo lll
E. dispar - - + + +
E. hirae - - + - -
E. durans - - - - -
E. ratti - - - - -
E. villorum - - - - -
Grupo VI
E. cecorumP - - + + -
E. + - + - +
phoeniculicolab
E. sulfureus - - + - +
E. asini® - - + - -
E. caccae - - + + +d
Grupo V
E. canisP + - + + +
E. columbaeb + + + + -
E. moraviensis® + - + + +
E. - - - - -
hermanniensis
E. italicus - V + + +
Vagococcus - + + - +
fluvialis

MAN: manitol; SOR: sorbosa; ADH: arginina; ARA: arabinosa; SBL: sorbitol;

RAF: rafinosa; TEL: telurito

de potasio 0.04%; MOT: movilidad; PIG: pigmento; SUC: sacarosa; PYU: piruvato; MGP: a-metilD-
glucopirandsido; (+): mas del 90% de las cepas positivas; (-): menos del 10% de las cepas positivas; V: variable

(entre 11 y 89% de las cepas positivas).

b Caracteristicas fenotipicas basadas en datos de cepas tipicas.

¢ Excepciones (<3% de las cepas pueden presentar reacciones aberrantes).
d Positivo tardio (3 o mas dias de incubacion).

e Reaccion débil.
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Tabla 7: Diferenciacion de especies de importancia clinica del grupo S. bovis

S. gallolyticus S. infartarius
S.equin subespec subespecie subespeci subespeci | subespec | S.alactolytic
e e pasteurianu | © e 1e e
gallolytic s macedonic infantariu coli
us us S (S.
lutetiensi
s)
I(;Li}drc')lisis + + + ) v + +
esculina
Produccion de:

B-glucosidasa + + + - \Y + +
B-glucuronidasa - - + - - - -
a-galactosidasa -/+ + \% \% + + +
B-galactosidasa

(B-GAL) - - + \% - - -

B-manosidasa - \% + - - - -

Acidificacion
de:

Almidon -+ + - + + \Y -

Glicégeno -/+ + - - + - -

Inulina -/+ + - - - - -

Lactosa -+ + + + + + -

Manitol - + - - - - -

Metil-B-D-

glucopiranésid + + + - - + \%
o}

Rafinosa -+ + \% - + - -

Trealosa \% + + - - - -
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Tabla 8: Esquema de identificaciéon de cocos gram positivos en cadena, no beta hemoliticos

Especies o grupos
Lancefie | OPT | SB BE [PYR |ESC | VP | MA | MEL | SBT | TRE | AL Dx
Id N M

S. pneumoniae pn + + - - Y - - + - Vv - -

Grupo S. bovis
D(V) - - vV |- \Y + \Y Vv - Vv \ Vv
Tipo

S. suis 1-35(R, |- - - |- + - - - - + + -
S,T)

Estreptococos A, C,

viridans E - - - |- v [v [v v v |v |v Vv
ninguno

pn: tipificacién con antisueros para neumococo u Omni suero; letras: antigeno Grupo de Lancefield; Opt:
optoquina;

SB: solubilidad en bilis; BE: reaccion de bilis esculina; NaCl: desarrollo en caldo cloruro de sodio 6,5%;Pyr:
reaccion de pirrolidonilarilamidasa; Esc: hidrolisis de esculina; Vp: reaccion de Voges Proskauer; Man, Mel,
Sbt, Tre: acidificacion de manitol, melibiosa, sorbitol y trealosa; Alm: hidrdlisis de almidon; Dx: produccién de
polisacarido extracelular.

Tabla 9: Esquema minimo de identificacion Streptococcus viridans

Voges Acidificacion de Hidrélisis de
G Proska . . .. .
rupos ; ue manit sorbitol arginin | esculin urea
ol a a
Anginosus 13 + \Y - + + -
Bovis 2 + 5 - - Vv -
\'
Mitis ADH + - - \Y + - -
Mitis ADH - - - - - - -
Mutans + + + - + -
4
Salivarius + - - - \ v
S. suis - - - + + -

1 Las especies del grupo Anginosus pueden presentar beta hemélisis y variables los antigenos de Lancefield.
Estan asociados a infecciones purulentas. 2 S. gallolyticus subespecie gallolyticus es manitol positivo, el resto
de las especies del grupo bovis son manitol negativo. 3 Grupo bovis es generalmente b-galactosidasa
negativa y a-galactocidasa positva . Grupo Salivarius es b- galactosidasa positiva y a-galactocidasa negativa

* S. pneumoniae estad incluido dentro del grupo Mitis, pero se estudia separadamente debido a su
sensibilidad a optoquina
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5. Medios de cultivo

5.1. Actividad enzimatica: Para la deteccion de ambas enzimas se utilizan discos comerciales.

Leucina aminopeptidasa

La prueba detecta la presencia de la enzima leucina aminopeptidasa (LAP). El substrato leucina-
a-naftilamida es hidrolizado por LAP a leucina y a a-naftilamida que reacciona con el p-

dimetilaminocinamaldehido y forma un complejo color rojo.

Pirrolidonilarilamidasa

La prueba detecta presencia de pirrolidonilarilamidasa, también Ilamada
pirrolidonilaminopeptidasa (PYR). El substrato es pirrolidonil-a-naftilamida y es hidrolizado
liberando a-naftilamida que reaccionacon el p-dimetilaminocinamaldehido y forma un complejo

color rojo

Realizacién de la prueba

Cultivar la cepa en agar sangre para obtener un desarrollo denso.

Algunas bacterias necesitan mas de 24 horas de incubacién (Gemella, Alloicoccus,

Helcococcus) y las placas deben ser incubadas por 2 o 3 dias.

Los discos se colocan en un area de la placa sangre donde no hay desarrollo bacteriano oel

desarrollo es tenue.

Inocular el disco densamente con dos o varias ansadas del cultivo.
Las placas con los discos se dejan a temperatura ambiente por 10 minutos.
Lectura

Agregar el reactivo revelador (p-dimetilaminocinamaldehido).
Leer después de 3 minutos.

Interpretacién

Reaccidn positiva: rojo

Reaccion positiva débil: rosado

Reaccidén negativa: amarillo o incoloro

El desarrollo de color es generalmente inmediato.

El resultado debe leerse dentro de los 10 minutos posteriores al agregado del reactivo.
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5.2. Agar Sacarosa al 5%: Para la produccion de glucanos

J Argentina

Medio Base - Ingredientes

Agar infusion corazdn ........cocoeeeeeecnrrveeeeeeeeeeeeeeeeeenn, 40¢g
Tz (=] {0 1Y OO UPRRRPRPRTRt 50¢g
Agua destilada C.S.P euvvreeeeeeeiieeeeeeereeee e 1000 ml

Procedimiento

Autoclavar a 121 °C durante 15 minutos

Enfriar a 55 °C, colocar en placas de Petri de 13x100 mm (aproximadamente 10 ml por placa)
Sembrar con un cultivo de 18 a 24 horas de incubacién

Incubar a 35 °C por 48 horas en atmosfera de CO2

Interpretacién
Reaccidn positiva: La producciéon de glucanos tipico de Streptococcus mutans, resulta enun

desarrollo muy retractil y adherente 6 blanco, adherente y seco en el agar.

La produccién de levanos tipico de Streptococcus salivarius resulta en un desarrollo opaco,

gomoso y no adherente.

El desarrollo tipico S. gallolyticus (S. bovis 1) y Leuconostoc mesenteroides es similar al de

S. salivarius, pero es menos gomoso y raramente se adhiere al agar

Reaccidén negativa: Colonias grandes o pequenas que son mucoides y no adherentes son

consideradas negativas o no productoras de polisacarido extracelular

5.3. Desarrollo a 10 °C y 45 °C

Medio base - Ingredientes

Caldo infusion COrazon ..........eeeeeeveeeeeeeeeeieeiiecinrnnnennes 225¢g
Glucosa (AeXtroSa) ceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e e eeeeeeens 10.0¢g
Agua destilada.....ueeeeeeeiiiiiiiiiie e 900 ml
Indicador purpura de bromocresol........ccccceeuvervevvennnnn.. 1.6¢g
ELaNOl 95% .eeneeeeiieeeeeeeee e 100 ml
Agregar 1 ml de indicador por cada 1000 ml de medio pH final 7.2+ 0.2

% Ministerio de Salud
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Preparacién del medio
Mezclar todos los ingredientes, disolver y dispensar en volimenes de 3 ml en tubos de

vidrio 13x100 mm con tapa a rosca

Esterilizar en autoclave durante 15 minutos a 121 °C
Inoculacién

Sembrar una o dos colonias de un cultivo fresco

Las tapas de los tubos deben ser ajustadas y selladas con parafilm para evitar que la

humedad o contaminantes penetren al tubo de reaccion
Incubacién

Incubar a las distintas temperaturas durante 7 dias como minimo y hasta 14 dias en el casode

bacterias de lento desarrollo

Interpretacién
Reaccioén positiva: viraje del indicador al amarillo o visualizacién de turbidez sin viraje
Importante

La glucosa y el indicador se ahaden para mejorar la visualizacidn de un resultado positivo, sin

embargo, no se requiere de un cambio de color para considerar un resultado positivo

5.4. Fermentacidn de carbohidratos: Para identificacion de cocos gram positivos, catalasa
negativa. Carbohidratos mas frecuentemente ensayados: arabinosa, maltosa, manitol,

melibiosa, rafinosa,sorbitol, sorbosa, sacarosa y trealosa

Medio base - Ingredientes

Caldo infusion COrazon ..........eeeeveeeeeeeeeeeeieeiieiienrenvennes 225¢
Aguadestilada.......eeeeeeeieiiiiiiiiiee e, 900 ml

Indicador purpura de bromocresol...........eeeeeeeeeeeiiennnn. 1.6¢g

EEANO] 95% «eveenneeeeeeeeeeeee e 100 ml

Agregar 1 ml de indicador por cada 1000 ml de medio pH final 7.2+ 0.2

Preparacién del medio base

Mezclar todos los ingredientes, disolver y dispensar en volimenes de 9 ml en tubos de
vidrio de 16X150 mm con tapa a rosca

Esterilizar en autoclave durante 15 minutos a 121 °C
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Preparacion de la solucién del carbohidrato

Preparar una solucién al 10% de cada carbohidrato utilizando agua destilada y tubo estéril
Filtrar la solucién del azlcar en forma estéril, a través de una membrana filtrante de 0.22 p
Realizar un control de esterilidad de la solucién filtrada en caldo nutritivo

Preparacién del medio

Agregar a los 9 ml del medio base estéril, 1 ml de la solucion del aztcar al 10% estéril
Mezclar y fraccionar en volimenes de 3 ml en tubos de vidrio 13x100mm, tapa a rosca
Inoculacién

Inocular con una ansada de un cultivo fresco

Incubar a 35 °C durante 14 dias

Interpretacién

Reaccidn positiva: viraje del indicador de purpura al amarillo

Reaccidén negativa: purpura

5.5. Gas de glucosa

Caldo MRS ( DeMan, Rogosa and Sharpe) - Ingredientes por litro

Peptona.........coiviviinecennn.en.. 100 g

Citrato d€ amONIO .....evvvvveeeiieiieeeiiieeeeecrere e 20¢g

EXtracto de Carne ....coooeeeeevvevvivviieeeeeeeeeeeeeee e 80¢g

Acetato de s0dio X SH20 .....uevveevivvveeieeiiiiiiiiieieecien, 50¢g

Extracto de levadura ..........coooouveeeeeeeciniieeeeeereeee e 40¢g

MESO4 X 7TH20 ..ttt eeeee e 0.1g

(€] [ olo 1Y TP 20.0g

MNSO4 X 4H20....ccuieiieieeieeteeeeeeeeeee e 0.05g

TWEEN 80 ..ttt 1.0 ml
KoHPO4....eeuvieiiiieieeeeceeeeee 20¢g pH 6.5+0.2

Preparacién

Suspender 55 g en 1000 ml de agua destilada o desionizada y calentar hasta disolucién
Fraccionar en tubos 13x100 mm con tapa a rosca

Esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15 minutos
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[noculacién

Inocular con cultivo puro y sellar con parafina estéril

Incubacion a 35 °C durante 7 dias

Interpretacién
Reaccién positiva: La produccién de gas se evidencia cuando se levanta el tapon de parafina.

Pequenas burbujas que puedan acumularse durante la incubacién no es una reaccién positiva

Importante

La mayoria de las cepas de Leuconostoc son positivas a las 24 horas, pero algunas cepaspueden

reguerir un mayor periodo de incubacion

5.6. Hidrdlisis de almidon: Almiddn soluble (almidén de papa).

Concentracion final de almidon en el medio basal: 2%.

Medio basal - Ingredientes por litro

Agar 20.0g
Peptona 5.0g

Extracto de carNe .....ueeeeevvveeveneeneeeeieeeeeeeevennn,

30g

Cloruro de SOdiO......ceeeeeeeeeiieeieeeeeeeveeeeeeeeees

50¢g
Agua destilada c.s.p....ccccuvveeeennnnne 1000 ml......
pH 7.2

Para el medio basal se pueden utilizar como alternativa, medios

comerciales:Agar infusién corazén; Tripteina Soya Agar; Medio Base Sangre

Reactivo Revelador - Solucién de Lugol

Preparacién del medio

Hidratar el medio basal en 500 ml de agua destilada o desionizada
Calentar suavemente hasta disolucion
Disolver 20 g de almidén en 250 ml de agua destilada

P El almidon es ligeramente soluble en agua

b Calentar suavemente hasta ebulliciéon
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P No hervir en exceso porgue el sobrecalentamiento puede hidrolizar el almidén

J Argentina

Combinar (pasos 1y 3) y mezclar suavemente. Completar a un litro

Ajustar el pH, si es necesario

Fraccionar de 15 a 20 ml en tubos de vidrio de 16 X125mm con tapa a rosca
Esterilizar a 121 °C durante 15 minutos

Enfriar a temperatura ambiente, ajustar las tapas y conservar refrigerados de 4-10 °C
Fundir el medio colocando los tubos en un bafo de Maria

Plaquear, conservar placas en frio. En las placas de almidén refrigeradas, el medio es opaco
Inoculacién

Sembrar en estria con un cultivo fresco de 18 a 24 horas de incubacion

Incubar a 35 °C durante 48 horas en atmosfera de CO>

Lectura

Después de la incubacién, inundar la placa con 2 a 4 ml del reactivo revelador.
Interpretacién

Reaccién positiva: se evidencia por una zona de decoloracion alrededor de la estria ode

la colonia, lo cual indica que el almidén ha sido hidrolizado

Reaccidén negativa:se evidencia porque el medio entero es azul, indicando presenciade

almidon

5.7. Hidrdlisis de Arginina

Medio base decarboxilasa Moeller - Ingredientes por litro

Peptona (PEPSING) ..c..ceververerierenieterieetereseete e 50¢g

EXtracto de Carne.....ueccceeceeeeeeeeeceeee e 50¢g

Parpura de bromocresol .........ccveeeeeeeciieeeeeeeciieeeeeea, 0.01g

ROJO A€ CreSOl...ueeeeiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee e 0.005¢g

PIiridOXal ..ccooeeieeeeeeeeeeee e 5.0 mg

GlUCOSA (AEXEIOSA) weveeeeeeeeeieiieeeeeeiee e eeeeeeeiaeereeeeeeeeeees 0.5g

L-amiNOACIAO ...ceveeeeeeieeieeereeeeeeeeeee e 10g
Aguadestilada......ccooeeurnnnnnnnnnnnenn. 1000 ml pH final a 6.0

% Ministerio de Salud
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Preparacién del medio

Pesar la cantidad indicada por el fabricante. Agregar agua destilada o desmineralizada
Calentar suavemente hasta disolucién

Dividir el medio en dos mitades. Agregar a la mitad del medio base L-(+) monoclorhidrato de

arginina, concentracién 1%.

No agregar aminoécido a la otra mitad de medio

Ajustar el pH final a 6.0

Fraccionar de a 3 ml en tubos de vidrio 13x100 mm con tapa a rosca
Autoclavar a 121 °C durante 10 minutos

Dejar enfriar a temperatura ambiente y ajustar las tapas de los tubos
Mantener refrigerados a una temperatura de 4 a 10 °C

Inoculacién

Inocular con un cultivo fresco de 18 - 24 horas de incubacion
Sembrar un tubo control sin aminoacido

Sellar los tubos incluyendo el tubo control con vaselina estéril
Incubacion

Incubar a 35 °C

Tiempo de incubacion: 4 dias, examinar diariamente.

Puede ser necesario una incubacion prolongada de 6 a 10 dias o mas para demostrar

reacciones débiles de microorganismos con pobre actividad de dehidrolasa

Importante

El medio de Moeller tiene una concentracion de glucosa de 0.05 % y un pH final de 6.0, lo cual

produce _un_mejor desarrollo _del microorganismo v resultados mds confiables cuando un

indicador de pH se incorpora al medio.

El fosfato de piridoxal es un cofactor enzimdtico y actua activando la enzima.

La adicion del piridoxal aumenta la actividad de la dehidrolasa y no es necesario para aquellos

microorganismos con fuerte actividad enzimdtica
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Interpretacién
Reaccién positiva: plUrpura intenso o purpura amarillento débil, indicando una reaccion

alcalina (liberacion de NHj3)
Reaccién negativa: Amarillo o sin cambio de color

Tubo control (sin aminoacido): color amarillo (solamente fermentacion de glucosa).

5.8. Hidrolisis de esculina

Medio liquido para la hidrélisis de esculina -

Peptona.......oveeeeeeeiceecceesveeeeeeeeeveceeene. 1.0 8

Extracto de carne.......oooceciieeeeccceee e 0.3g
NACH ..t e e e e e e e e nrae e 05g
ESCUING c.ceiieeeeietteeeeeeeee e e e e e e e e 0.3¢g
Citrato fEITICO v 0.05¢g
Agua destilada c.S.p..eeeeeeecnnnnnnnn. 100.0 ml pH7.2-7.4

Preparacién del medio
Mezclar todos los ingredientes, disolver y dispensar en volimenes de 3 ml en tubos de
vidrio 13x100 mm con tapa a rosca

Esterilizar en autoclave durante 10 minutos a 121 °C

Agar esculina - Ingredientes por litro

AZAr INFUSION...evviiieiiiiiiiiieieereeeeeeeee e 40.0¢g
ESCUIING oo 0.5g
Citrato fEITICO uvvriiiereee e 05g
Agua destilada......ceveveeeeeenrennnenn. 1000 ml pH7.2+0.2

Preparacién del medio

Calentar hasta disolver el agar

Fraccionar en volimenes de 3 ml en tubos con tapa a rosca
Autoclavar a 121 °C durante 15 minutos

Solidificar en pico de flauta

Inoculacién

Inocular las estrias con cultivos puros
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Incubacion

Incubar a 35 °C hasta 7 dias

Interpretacién

Reaccidn positiva: precipitado negro alrededor del cultivo

Reaccion negativa: No se produce precipitado

5.9. Hidrdlisis de hipurato

Caldo hipurato de sodio - Ingredientes por litro

Caldo INfuSION COrazoON ..c..vvvevveeieieieeeeeieeeeeeeeeeeeeeee
25.0¢g
Hipurato de SOdio.....uueeeeeeeeiiiiieeieeeeeeeeeeeee e, 10.0¢g

Agua destilada €.S.p..eeeeeeennnnnennnn.. 1000 m | pH7.4
Sustrato: Hipurato de sodio, 1% de concentracion
Preparacion
Mezclar bien y disolver en agua destilada o desmineralizada
Disolver el hipurato de sodio en el caldo, en una concentracién final del 1%
Calentar suavemente hasta disolucién
Fraccionar de a 3 ml en tubos 13 x100 mm con tapa a rosca
Esterilizar con autoclave, durante 15 minutos a 121 °C
Enfriar y ajustar las tapas de los tubos
Conservar entre 4 a 10 °C
Reactivo revelador: Cloruro férrico 12% - Ingredientes

FeClz x 6H,0 120¢g

Acido clorhidrico concentrado............cccceeueveveuerereneennnnns 2.5ml

Agua destilada C.S.P.ceeiiiiiiiiee e 100.0 ml

Preparacion

Agregar 75 ml de agua destilada o desmineralizada a un erlenmeyer de 100 ml
Agregar 2.5 ml de HCl por las paredes del recipiente

Agregar 12.0 g de cloruro férrico
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Disolver agitando suavemente, llevar a 100 ml con agua destilada estéril

La solucién tiene color naranja

Inoculacién

Sembrar cultivo de 18-24 horas de incubacion (1-2 colonias 6 de caldo denso, 1-2 gotas)
Debe sembrarse un tubo control negativo con un Streptococcus grupo A 6 un tubo sin inocular
Sembrar un tubo control positivo, con una cepa conocida de Streptococcus agalactiae
Incubacion

Incubar a 37 °C por 48 hs

Incubar los controles a la misma temperatura
Lectura

Antes de agregar el reactivo, si es necesario, llevar a volumen el caldo hasta la marca conagua

destilada estéril. La concentracién del hipurato de sodio debe ser 1%

Si el cultivo es densamente turbio, centrifugar el sedimento y usar el sobrenadante limpio
Asépticamente, transferir una alicuota del cultivo o del sobrenadante a tubos de Kahn
Volumen a transferir 0.8 ml

Agregar 0.2 ml de cloruro férrico. Inmediatamente agitar suavemente

Esperar 10 a 15 minutos antes de interpretar los resultados, con ocasional agitaciéon
Interpretacién

La aparicion de un precipitado que permanece luego de 10 minutos de leida la reaccién, indica

resultado positivo

Si el precipitado se forma, pero se redisuelve y no se mantiene luego de 10 minutos, la reaccion

debe ser considerada negativa

Una alternativa metodolégica mas rapida consiste en realizar una suspension bacteriana densa
en 0,4 ml de una solucién acuosa al 1% de hipurato de sodio e incubar a 35 °C por 2 horas. La
glicina es el producto final de la hidrdlisis del hipurato y se detecta agregando 5 gotas del
reactivo ninhidrina (ninhidrina 3.5 g, acetona 50 ml, 1-butanol 50 ml), incubar nuevamente 10
minutos

Reaccion positiva: desarrollo de color purpura
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5.10. Prueba de la catalasa

J Argentina

Con un palillo de madera o plastico tomar material del centro de una colonia del

microorganismo a ensayar y colocarlo sobre un portaobjetos limpio.

Colocar una gota de Hsoluciéon de peréxido de hidrogeno al 3% sobre estos microorganismos
depositados en el portaobjetos.

Observar el burbujeo (prueba positiva) producido por la liberacion de gas o no

(prueba negativa)

Precauciones: No utilizar ansa de metal porque da falsos positivos, evitar utilizar cultivos en medios
con sangre o hacerlo comparando con las burbujas que se desprenden al colocar trocitos del medio

en la gota de peroéxido de hidrégeno

5.11. Prueba de Voges Proskauer (VP) Método de Coblentz

Medio: caldo MRVP distribuido a razén de 2,5 ml en tubos de ensayo.
Reactivos: A: 5% de a-naftol en alcohol etilico al 95 %.

B: 0,3 % de creatina en KOH al 40 %.

Inoculacién

Se siembra el caldo MRVP con gotas del indculo (de un caldo tripteina de soja
(TSB) o infusion cerebro corazén (BHI) incubado a 35°C durante 18-24 h).

Se agrega 0,6 ml del reactivo A y luego 0,2 ml del B.

Se agita vigorosamente durante 5 segundos y se deja en reposo

No tocar hasta el momento de la lectura.

La mayoria de las reacciones positivas (produccion de acetoina), aparecen
dentro de los primeros 15 minutos, pero la lectura final debe hacerse al cabo de una hora.
Reaccién positiva: color rosa o rojo en la superficie o en todo el caldo.
Reaccion positiva débil: color rosa palido en los bordes del caldo.

Control positivo y/o positivo débil: S. aureus ATCC 25923

Control negativo: Escherichia coli ATCC 25922

5.12. Prueba de la bacitracina (estreptococos)

Esta prueba es importante para la identificacion de estreptococos B hemoliticos
Los estreptococos del grupo A son sensibles. El resto son resistentes, aunque hay
excepciones dentro de los grupos C, F, y G.

Recordar que los enterococos pueden presentar hemolisis en agar sangre humana

Y Ministerio de Salud
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pero no en agar sangre ovina. Ilgualmente, son resistentes a la bacitracina.
Se siembra un agar sangre a partir de un cultivo fresco y se aplica un disco de bacitracina (0,04 U).
Incubar a 37°C, 18 - 24 h

Interpetacién: cualquier halo de inhibicién es considerado sensible.

5.13. Prueba de sensibilidad a la optoquina

Se realiza para cocos a-hemoliticos.

Se prepara una suspension de una turbiedad similar a la del tubo N°0,5 de la escala de McFarland.
Se hisopa una placa de agar Mueller Hinton + 5% de sangre y se coloca un disco de optoquina
Incubar 18 - 24 h en presencia de 5% de CO2.

Reaccion positiva: presencia de un halo de inhibicién mayor o igual a 14 mm (discos de 6 mm).
Reaccion negativa: halos menores o habitualmente ausencia de halo.

Diametros de 6 a 14 mm deben ser considerados dudosos.

Algunas cepas de S. pneumoniae pueden ser resistentes a la optoquina: si existe sospecha clinica de
infeccién neumocécica, confirmar realizando una prueba de solubilidad en bilis. Algunas cepas de S.
oralis, S. mitis y S. pseudopneumoniae pueden ser sensibles a la optoquina: S. pseudopneumoniae es

resistente a la optoquina cuando se incuba en atmoésfera de 5% de CO2

5.14. Solubilidad en bilis o sales biliares

Preparar una suspension muy densa con la bacteria a ensayar (>1 de la escala de Mc Farland) en 1
ml de solucién fisiologica. Se vierte 0,5 ml de esta suspension en dos tubos. A uno de ellos se le
agrega 0,5 ml de solucion fisiologica (tubo control) y al otro 0,5 ml de una solucién de desoxicolato
de sodio al 10% (tubo de prueba). Se ponen a incubar ambos tubos a 35°C.

Prueba positiva: se observa que el tubo de prueba se torna transparente antes de las 2 horas de

incubacién, mientras que el control permanece turbio.

5.15. Desarrollo en caldo NaCl 6.5%)

Se prepara una suspension del microorganismo a ensayar en un caldo o solucién fisiologica. Se
inocula una gota de esta suspension a cada uno de los tubos (tubo con NaCl al 6,5% y tubo control
con caldo nutritivo normal). A las 18-24 h se

observa la turbiedad.

Prueba positiva: ambos tubos turbios.

Prueba negativa: turbio solo el tubo control.
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Prueba invdlida: Ninguno de los tubos presenta turbiedad.

5.16. Sensibilidad vancomicina

Se siembra una placa de agar sangre a partir de un cultivo fresco y se coloca un disco de
vancomicina de 30 ug. A las 18 - 24 horas se observa la formacién o no de un halo de inhibicién
Reaccién positiva: Presencia de alglin halo de inhibicién:

Reaccién negativa: Ausencia de halo

5.17. Prueba de CAMP

En una placa de agar sangre 5% con sangre ovina, sembrar una estria con una cepa de
Staphylococcus aureus ATCC 25923. Realizar otra estria en forma perpendicular a la anterior con el
estreptococo B hemolitico . No tocar la estria del estafilococo: llegar a 1 mm de la misma.

Lectura: a las 24- 48 h se produce un refuerzo de la hemolisis del estafilococo

guedando una zona francamente hemolisada en forma de punta de flecha (prueba

positiva).

&

\

Prueba de CAMP positiva. S. agalactiae
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5.18. Movilidad

Se utiliza el medio SIM. Se inocula con pinche en linea recta. Incubar a 37°C 18-24 hs.
Prueba positiva: se observa crecimiento bacteriano por fuera de la puncién, el medio se

observa turbio
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