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Resumen

La nutricién es un conjunto procesos y reacciones mediante las cuales los seres vivos
toman del medio, en el que habitan, las sustancias quimicas que necesitan para crecer,
multiplicarse y hacer uso de la energia.

Las sustancias mencionadas anteriormente, se denominan nutrientes y son utilizadas con
dos fines: energéticos cuando se requieren para el mantenimiento y biosintéticos cuando
se demandan para la sintesis de componentes (anabolismo)

En el primer caso (energéticos) las bacterias se dividen en lit6trofas cuando hacen uso de
sustancias inorgdnicas simples como (SHZ, S, NH3, NOZ-, Fe, entre otras); y organétrofas
cuando su requerimiento es de sustancias orgdnicas (carbohidratos, hidrocarburos, lipidos,
proteinas y alcoholes entre otras). En el segundo caso (biosintéticos), se pueden diferenciar
en: autdtrofas, cuando la sintesis la realizan a partir de sustancias inorgdnicas simples
(CO2) y heterétrofas cuando su fuente de carbono es orgdnica, pero también pueden
utilizar otros elementos distintos al C, que pueden ser captados en forma inorgdnica.

Sean autétrofas o heterdtrofas, todas las bacterias requieren de una serie de sustancias
quimicas, que se pueden clasificar en macronutrientes o micronutrientes de acuerdo con

la cantidad que de estas se requieran.
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Abstract

Nutrition is a set of processes and reactions by which living beings take from the environment,
in which they inhabit, the chemical substances they need to grow, multiply and make use
of energy.

The aforementioned substances are called nutrients and are used for two purposes:
energetic when required for maintenance and biosynthetics when required for the synthesis
of components (anabolism).

In the first case (energetic) the bacteria are divided into lithotrophs when they make
use of simple inorganic substances such as (SH,, S, NH,, NO,-, Fe, among others); and
organotrophswhen their requirementis for organic substances (carbohydrates, hydrocarbons,
lipids, proteins and alcohols, among others). In the second case (biosynthetics), they can
be differentiated into: autotrophs, when the synthesis is carried out from simple inorganic
substances (CO,) and heterotrophs when their carbon source is organic, but they can
also use other elements than C, which they can be captured in inorganic form. Whether
autotrophic or heterotrophic, all bacteria require a series of chemical substances, which
can be classified into macronutrients or micronutrients according to the amount of these
required of these substances that are required.

Keywords: nutrition, metabolism, growth, culture.

Introduccion

Los avances en microbiologia se deben en
gran medida a la observacién de fenéme-
nos macroscépicos como, por ejemplo, la
transformacién que ocurre en los alimentos
(en la que se arruinan las condiciones orga-
nolépticas de los mismos); en los anteriores
cambios se infiere que los microorganismos
hacen parte del ambiente natural. Uno de
los aportes mds interesantes para descifrar
estos fendmenos ha sido el descubrimiento
y la optimizacién de las condiciones para

el cultivo de los microorganismos. El pri-
mer medio de cultivo artificial liquido fue
creado por Louis Pasteur en 1860, resaltan-
do la importancia de las necesidades nutri-
cionales de los microorganismos, los cuales
debian ser proveidos en medios de cultivo
para su aislamiento. El desarrollo del pri-
mer medio de cultivo sélido de Koch marcé
el inicio, procesos infecciosos en humanos
y animales de la evolucién de los medios
de cultivo bacteriano, en ¢l se logré obser-
var el crecimiento bacteriano en sustancias
alimenticias preparadas en el laboratorio,
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lo cual permitié observar el crecimiento de
las unidades formadoras de colonias (UFC)
que se les denomina Cultivo, los cuales pre-
sentan variedad de caracteristicas.

El principal agente gelificante utilizado en
medios de cultivo sélidos es el agar. Sin em-
bargo, se han observado algunos limites en
el uso de este, debido, a que algunas bac-
terias extremadamente sensibles al oxigeno
no crecen en medios de agar, por lo que se
propusieron y probaron otras alternativas;
luego, el descubrimiento de agentes antimi-
crobianos y sus objetivos especificos provo-

c6 la aparicién de medios selectivos. (1)

El medio de cultivo artificial debe reunir
una serie de condiciones para que las bac-
terias se mantengan vivas y se desarrollen,
factores como la naturaleza, el origen, las
interacciones y el metabolismo bacteriano
condicionan el tipo y composicién del me-
dio de cultivo. Sin embargo, son muchas las
especies bacterianas que existen en la natu-
raleza que atin no son cultivables “in vitro”,
esto se debe a dificultades tales como: ser
microorganismos parasitos de otros; impo-

sibilidad de reproducir las condiciones de

su ecoambiente natural; desconocimiento
de los requerimientos especificos nutricio-
nales, y, a la existencia de grupos de mi-
croorganismos que deben mantenerse en
equilibrio para poder sobrevivir (casos de
sintrofia). Se estima que s6lo alrededor del
1% de las bacterias del suelo y del 0,01 al
0,1 % de las bacterias marinas son cultiva-

bles.

En la composicién de los medios de cultivo
se encuentran sustancias quimicas que pro-
porcionan enriquecimiento como carbohi-
dratos, suero, sangre completa, bilis, ami-
nodcidos y vitaminas, entre otros.

Como agente solidificante de los medios de
cultivo se utiliza el agar, este se licia com-
pletamente a la temperatura de la ebulli-
cién del agua y se solidifica por debajo de
40°C. En general, no tiene efecto sobre el
crecimiento de las bacterias y no es utili-
zado dentro de su metabolismo; la gelatina
es otro agente solidificante, sin embargo, se
emplea mucho menos ya que algunas bacte-
rias provocan su licuefaccion y en este caso
se utiliza mds como prueba de identifica-

cién.

Figura 1. Evolucién de los medios de cultivo: desde el primer cultivo bacteriano
(1860) hasta la culturémica. en la Tatacoa (Colombia).

1860

Louis Pasteur e

Ferdinand Cohn

Introduccion de
otros aztcares a los
medios de cultivo

Robert Koch
Primer medio
sélido, con
coagulado de

Primer medio de
cultivo artificial,
compuesto por
amonio, sales,
vitaminas y azucar.

1881

huevos y albumina

1884
1882 Frederick Loeffler

Robert Koch

Adicién de peptona
y sales al medio de

Introduccion de la
gelatina como
agente solidificante

cultivo de Koch,
para cultivo de
Corynebacterium
diphtheriae.
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1885
Paul Erlich

Descubre que
algunas sustancias
quimicas tienen
poder
antimicrobiano.

1903
Endo
Adicién de fushina
como agente
inhibidor, para
seleccion de
microorganismos.

1915

Se desarrollan las jarras
para anaerobiosis y
aislar Clostridium.

1944

Oswald Avery, Colin
Macleod y MacLyn
McCarty

Descubrieron el
papel del DNA en la
genética bacteriana.

1977
Joseph Mcdade y
Charles Shepard

Aislamiento de
Legionella
pneumophila.
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1885
Ernest Bum
Aisl6 un
microorganismo en
un medio artificial

1905
Alfred MacConkey
Medio selectivoy

diferencial por la
adicion de lactosa.

1919
James Brown
Desarrolla el Agar
sangre para el estudio
de la hemdlisis
relacionada con los
géneros Streptococcus y
Staphylococcus.

1950s

Estudian las diferentes
vias bioquimicas y
metabdlicas de los
microorganismos.

1979
Rambach

Primer medio de
cultivo cromogénico

1887
Julius Petrie

Propone las cajas en
vidrio para el cultivo
microbiano.

Medios selectivos
para el cultivo de
Rhizobium

1906
Frederick Loeffler

Utilizacion del
medio Bordet —
Gengou, con adi
de papa para el
aislamiento de
Bordetella pertusis.

1910
Frederick Chopping

Deshidrata los
medios de cultivo
para conservacion.

1923
Mueller

Desarrolla el caldo
tetrationato para
seleccionar Salmonella
y Shigella de las
muestras de materia
fecal.

1928
Alexander Fleming

Observa que
Staphylococcus aureus
al estar en contacto con
Penicillium notatum,
era inhibido.

1953
Watson, Crick y Wilkisn

Descubren la estructura
molecular del DNA,
estableciendo que la

informacién genética de
todos los organismos
esta codificada en el

DNA (genotipo —
fenotipo).

1960s

Introduccién de los
antibiéticos como
sustancia inhibidora de
flora acompafiante.

1983
Barry Marshal
Aislamiento de
Helicobacter pylori,

de ulceras gastricas
y duodenales.

2002
USA

Aislamiento de
Staphylococcus
aureus resistentes a
meticilina

1902
Drigalsky

Medio selectivo con
cristal violeta, bilis y
peptona para
aislamiento de
bacilos tifoideos.

1912
Churchman

Usa violeta de
enciana y verde
brillante para inhibir
Gram +y cristal
violeta para los

1930s
Investigan sobre
factores de crecimiento
de los microorganismos.

1964
Thayer y Martin

Desarrollan un medio
selectivo con
antibidticos, exclusivo
para el crecimiento de
Neisseria gonorrhoeae y
Neisseria meningitidis.

005

Desarrollo masivo
de medios
cromogeénicos, para
aislamiento y
diferenciacién de
multiples bacterias.

2010

2012
Edberg, Brenner, Roth y otros

Culturomica, desarrollado para cultivar e identificar bacterias
desconocidas que habitan el intestino humano como parte del
renacimiento de las técnicas de cultivo en microbiologia. desarrollado
para cultivar e identificar bacterias desconocidas que habitan el
intestino humano como parte del renacimiento de las técnicas de
cultivo en microbiologia.

Introducen el uso de indicadores cromogénicos,
fluorogénicos y no cromogénicos de enzimas, para
deteccién rapida de microorganismos.

Fuente: Autores.
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Después de la aparicién de técnicas mole-
culares en la década de 1970, como la PCR,
la secuenciacién y mds particularmente la
metagenémica, los microbiélogos han favo-
recido estas técnicas innovadoras en detri-
mento de la cultura. Sin embargo, la meta-
genémica presenta ciertas desventajas y en
particular, un sesgo de profundidad, debido
a la falta de sensibilidad de los cebadores
utilizados, ya que no detecta bacterias pre-
sentes en concentraciones <10 5 bacterias
por gramo de heces (2). Hace unos afos, se
desarrollé una nueva técnica de cultivo que
utiliza una cantidad de medios y condicio-
nes para extender el repertorio de bacterias
(2); esta técnica demuestra la complementa-
riedad entre metagenémica y culturémica.
Por lo tanto, la identificacién metagendémi-
ca de especies bacterianas existentes en una
microbiota dada, puede ser explotada por la
culturémica a través de la optimizacién de
nuevos medios de cultivo especificos para el
aislamiento de estas especies. Esta comple-
mentariedad permite que el culturismo se
convierta en una técnica dirigida (1).

Requerimientos nutricionales y
medios de cultivo

Para crecer, las bacterias necesitan un mi-
nimo de nutrientes: agua, una fuente de
carbono, una fuente de nitrégeno y algunas
sales minerales (3).

Se denomina cultivo puro o axénico al que

contiene sélo un tipo de microorganismo,

éstos se inician a partir de colonias aisladas,
de manera que todos los individuos proven-
gan del mismo linaje. Los cultivos puros
son esenciales para estudiar las caracteristi-
cas metabdlicas e identificarlos. (4)

Nutricion bacteriana

Como nutricién se denomina al conjunto
de procesos por los cuales los seres vivos to-
man del medio las sustancias que necesitan
para su desarrollo (nutrientes) que requie-
ren para su catabolismo (mantenimiento) y
su anabolismo (crecimiento). De igual for-
ma, las bacterias también realizan biosin-
tesis de nuevos compuestos celulares, que
demandan energia procedente del medio
ambiente. (4)

De acuerdo con la forma como las bacterias
obtienen la energia, se clasifican en: Qui-
midétrofas, cuando la obtienen de sustancias
orgdnicas y Fotétrofas, cuando la obtienen
de laluz. (5), mientras que, dependiendo de
la ganancia energética, se clasifican en: Li-
tétrofas (del griego /ithos = piedra), cuan-
do requieren sustancias inorgdnicas como
dcido sulfhidrico (H,S), azufre elemental
(S), amoniaco (NH3), ion nitrito (NO,-),
Hierro (Fe), entre otros y Organdtrofas, las
que requieren compuestos orgdnicos como
carbohidratos, hidrocarburos, lipidos y pro-
teinas, entre otros. (4,5)

Los procesos biosintéticos, que le permi-

ten suplir las necesidades de crecimiento
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(pldsticas) a las bacterias se dividen en dos

grupos:

1. Por la utilizacién del carbono se clasi-
fican en:

* Autétrofas: las que crecen sintetizan-
do sus materiales orgdnicos a partir de
sustancias inorgdnicas tales como el
CO..

e Heterdtrofas: la fuente de carbono es
orgdnica, una de las mds utilizadas, es
el monosacdrido Glucosa (C.H 2 O,).

* Mixétrofas: son aquellas que pueden
pasar de estadios autotréficos a hete-
rotréficos y viceversa de acuerdo, a las
condiciones en que se encuentren.

2. Por los requerimientos nutricionales se
clasifican en:

* Auxétrofas, cuando se comportan de
manera exigente frente a alglin reque-
rimiento nutricional exégeno, general-
mente por mutacién genética.

* Protétrofas, cuando no son exigentes
y se autoabastecen (4).

Las bacterias reaccionan con una serie de
elementos quimicos, y de acuerdo con las
cantidades en que son requeridos se encuen-
tran macronutrientes como C, H, O, N, P,
S, K, Mg y micronutrientes como Co, Cu,
Zny Mo, los cuales se encuentran combina-
dos en la naturaleza, formando parte de sus-
tancias orgdnicas y/o inorgdnicas (3,6,7).
En las diferentes reacciones en las que in-
tervienen, los elementos anotados anterior-
mente, forman iones que les permiten au-
mentar su estabilidad quimica y transportar
electrones. La formacién de iones positivos
(cationes) o negativos (aniones) depende
directamente de la configuracién electréni-
ca del elemento en estado basal y del cardc-
ter metdlico del mismo. (8)

Tabla 1. Configuracidn electrénica y cardcter metdlico de algunos elementos implicados en la Nutricién Bacteriana.

Simbolo del elemento Configuracién electrénica en su estado basal Cardcter Metilico
H Hidrogeno 1s! No metal
C Carbono [He] 2s* 2p? No metal
O Oxigeno [He] 2s? 2p* No metal
N Nitrégeno [He] 2s* 2p* No metal
P Fésforo [He] 2s* 2p° 3s* 3p? No metal
S Azufre [Ne] 3s? 3p* No metal
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Simbolo del elemento Nombre Configuracidn electrénica en su estado basal Caricter Metdlico
K Potasio [Ar] 4s' Metal
Mg Magnesio [Ne] 3s? Metal
Co Cobalto [Ar] 3d7 4s? Metal
Cu Cobre [Ar] 3d° 4s! Metal
Zn Zinc [Ar] 3d' 4s° Metal
Mo Molibdeno [Kr] 4d° 5s! Metal

Fuente: Autores.

Asi mismo, algunos de los nutrientes son
incorporados para construir macromolé-
culas y estructuras celulares; otros, sélo se
utilizan para la produccién de energia, y no
se incorporan directamente como material
celular; y finalmente, unos pocos, pueden

ejercer ambos roles.

Las bacterias heterdtrofas, aunque no usan
el CO, como fuente de Carbono ni como
aceptor de electrones, necesitan pequefas
cantidades para realizar reacciones de car-
boxilacién en procesos anabdlicos y catabé-
licos. Las reacciones de carboxilacién se ca-
racterizan quimicamente, por hacer uso de
las moléculas de CO, como reactivos para
producir moléculas mds complejas. (9)

Como se establecié anteriormente, la prin-
cipal fuente de carbono inorginica (exé-
gena), para las bacterias, es el didxido de
carbono (CO,); y las fuentes (endégenas)

orgdnicas pueden ser azticares y alcoholes.
(10, 11).
constituyente mds abundante en las bacte-

Asi, el carbono es el elemento

rias y, por tanto, dichos microorganismos
producen, a su vez, biomoléculas como li-
pidos, carbohidratos, proteinas y dcidos nu-
cleicos.

Normalmente, las bacterias crecen a la con-
centracién de CO, atmosférico (0.03%).
De tal forma que, la composicién del medio
de cultivo puede influir sobre diferentes as-
pectos en la fisiologia del microorganismo
y por ende en la produccién de metabolitos
primarios y secundarios (12).
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HO
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Tabla 2. Propiedades y Funciones de Macronutrientes.

Propiedades Generales

El agua es un compuesto covalente polar.

El gran dipolo presente en esta molécula explica muchas de
sus propiedades, especialmente su accién como solvente y la
formacién de puentes de hidrégeno.

Funcién

Las bacterias necesitan grandes cantidades de agua, es el
principal constituyente del protoplasto bacteriano y es el
medio donde ocurren las reacciones bioldgicas.

La fuente de agua puede ser: endégena que procede

de los procesos de 6xido-reduccién y exdgena (la mds
importante) que procede del medio y se difunde a través
de las membranas. El a  corresponde a la actividad del
agua, relacionada con las concentraciones de solutos (Sales
inorgdnicas en especial cloruro de sodio (NaCl) e Hidratos
de Carbono) en los procesos osmoticos del transporte
celular.

Diéxido de Carbono
CcO

2

El Diéxido de carbono corresponde a un compuesto
covalente inorgdnico, cuyo dipolo es igual a cero por lo
tanto es una molécula apolar.

El di6xido de carbono es requerido por todo tipo de
bacterias, las autétrofas lo requieren como fuente de
carbono, y lo reducen usando la luz como fuente de
energfa (en el caso de las fotoautdtrofas) u oxidaciones
de determinadas sustancias inorgédnicas (en el caso de las
quimioautolitétrofas).

Las arqueobacterias metanogénicas pueden usar el CO,
como fuente de carbono e H, como proveedor de energia
y a partir de los dos procesos se obtiene metano. Las
heterétrofas, aunque no usan el CO, como fuente de
carbono ni como aceptor de electrones, necesitan pequefias
cantidades para realizar reacciones de carboxilacién en
procesos anabdlicos y catabolicos.

Nitrégeno y Azufre
N,yS

El nitrégeno a condiciones normales se encuentra en

su forma estable molecular; los dos 4tomos del mismo
elemento se unen por tres enlaces covalentes que originan
una molécula covalente apolar.

El azufre es un elemento no metdlico que interviene en la
formacién de aniones.

Se encuentran en la célula en estado reducido. El nitrégeno
hace parte del radical amino (NH,-), que se encuentra

en los aminodcidos y las bases nitrogenadas; el radical
sulfhidrilo (-SH) interviene en la formacién de algunos
aminodcidos (metionina, ciste{na) y en coenzimas como la

Acetil (CoA).

Gran parte de las bacterias fotosintéticas y muchas de las
heterétrofas asimilan estos elementos en forma combinada
inorgdnica y oxidada: como NO3-, por la accién de la
nitrato- reductasa y nitrito- reductasa asimilatorias del
nitrégeno.

El sulfato (SO,=) se activa con ATP, y luego se reduce hasta
sulfito (SO,=) y finalmente a anién sulthidrilo (SH-),

que ya tiene el estado de reduccién (-2) adecuado para la
incorporacién del azufre (S) elemental.

Sodio
Na

El sodio es un elemento metilico perteneciente a los
elementos alcalinos del grupo IA de la tabla periddica, por
lo tanto, tiende a formar cationes con carga +1.

Requerido por las bacterias como i6n sodio (Na*!). Segtin
la preferencia de los microorganismos por este elemento

se clasifican en: haléfilos, aquellos que necesitan el Na*!
para crecer 6ptimamente como en las concentraciones

de sodio en el agua de mar, éstos a su vez se dividen en
moderadamente haldfilos los cuales requieren de 6 a 15

% de NaCl (Vibrio fischeri), discretamente haléfilos para

los que requieren del 1 a 6% de NaCl y haldfilos extremos
cuando requieren entre 15 — 30% de NaCl. (Halobacterium
salanarium).

Otro grupo son los Halotolerantes, al que pertenecen
los microorganismos que pueden soportar bajas
concentraciones de NaCl en el medio ambiente, sin
que se reduzca significativamente la actividad del agua
(Staphylococcus aureus).
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Propiedades Generales

El fosforo es un elemento no metdlico, el cual hace parte de
un gran nimero de moléculas altamente energéticas. Por
sus caracteristicas quimicas corresponde a un no metal que
tiende a formar aniones de carga -3.

Funcién

Se encuentra en forma de sales como fosfatos orgdnicos

o inorgdnicos. Las bacterias que pueden usar los fosfatos
orgdnicos a través de enzimas (fosfatasas - fitasas) no
dependen absolutamente de ellos, pueden recurrir
igualmente a los fosfatos inorgénicos. El fésforo es utilizado
principalmente en la sintesis de macromoléculas como los
4cidos nucleicos, fosfolipidos, coenzimasy proteinas.

Sales minerales
M (NM )Ox
(sales oxacidas)
M NM

(sales hidracidas)

Estos dos tipos de compuestos idnicos neutros, intervienen
como fuente simultdnea de aniones y cationes debido a la
presencia en la misma molécula de elementos metélicos y
no metilicos.

Se constituyen en fuente de aniones tales como cloruro
(CI) y de cationes como (Na*') para la célula.

Cati6n proveniente del
potasio (K)
K+

El potasio, al igual que el Na, es un metal alcalino
altamente reactivo por lo tanto alcanza la estabilidad
quimica por la formacién de cationes con carga *'.

Interviene en la activacién de enzimas, participa en la
sintesis de proteinas. En las bacterias Gram positivas estd
asociado con los dcidos teicoicos de la pared.

Catién procedente del
magnesio (Mg)
Mg+2

El magnesio es un metal alcalinotérreo, el cual
preferencialmente forma cationes con carga .

Interviene en la funcionalidad de ribosomas, membranas y
4cidos nucleicos; se desempefia como cofactor en muchas
reacciones, especialmente las que implican transferencia
de grupos fosfato (PO,?), por ejemplo, en las reacciones
que requieren ATP. Igualmente, el Mg** interviene en
procesos enzimdticos y es componente de las clorofilas y
bacterioclorofilas de bacterias fotosintéticas.

Catién procedente del
calcio (Ca)
Ca+2

El calcio es un metal alcalinotérreo, el cual
preferencialmente forma cationes con carga **.

Actia en reacciones enzimdticas como cofactor de
proteinasas, estabiliza la pared bacteriana, ayuda en la
termorresistencia de la endospora bacteriana.

Cationes ferroso y férrico
procedentes del hierro
(Fe)

Fe+? y Fet3

El hierro posee la propiedad de alcanzar, mediante la
formacién de cationes, estados que a su vez permiten el
transporte electrénico dependiendo del medio en el que se
encuentren.

Generalmente se encuentra formando complejos en
la naturaleza, como sales insolubles. Algunas bacterias
disponen de una serie de moléculas, denominadas
sideréforos, capaces de captar el hierro y que, ademds,
constituye un factor de virulencia.

El hierro, hace parte de muchas moléculas implicadas

en procesos de  respiracién, como citocromos y
ferroproteinas no hémicas (proteinas con Fe-S); interviene
como cofactor en la funcién de ciertas enzimas (catalasas,
peroxidasas, nitrogenasas y oxigenasas). Forma parte de los
magnetosomas, de los cuales depende el comportamiento
magnetotdctico capacidad de orientarse en el campo
magnético de ciertas bacterias. Se encuentra bajo la forma
de magpnetita 6xido de hierro ferromagnético (Fe,O, ),
pirita (FeS,) y agreiguita (Fe3S4).

M: Elemento Metilico

NM: Elemento no metalico.

Fuente: Autores.

Las propiedades que tienen las bacterias de
metabolizar elementos y compuestos les ha
conferido el uso de ser inoculantes bioldgi-
cos en sistemas agricolas, en los cuales favo-
rece el desarrollo de las plantas, mediante
diferentes mecanismos, tales como la fija-
cién de nitrégeno, induccién de resistencia
frente a patdgenos, promocién de rizogéne-

sis y sintesis de fitohormonas estimuladoras
del crecimiento vegetal, como el 4dcido in-
dol acético (AIA); dentro de los géneros re-
portados como promotores del crecimiento
vegetal (PGPR) se encuentran Pseudomonas
fluorescens, Rhizobium sp. y Bradyrhizobim
sp., entre otros (13). Otros tipos de activi-
dades promotoras del crecimiento vegetal,
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asociadas a la disponibilidad de P en el sue-
lo, son la solubilizacién dcida del P inorga-
nico y la mineralizacién del P orgdnico. La
solubilizacién de los compuestos inorgdni-
cos insolubles como los fosfatos de calcio,
se lleva a cabo por la produccién de dcidos
orgdnicos (dcido glucénico, dcido 2-ceto-
glucénico, 4cido glicdlico, oxdlico, maldni-

co y succinico), productos del catabolismo
microbiano, y la consecuente sustitucién

del Ca*. (14, 15).

Los micronutrientes o elementos traza,
son aquellos que las bacterias necesitan en
pequenas cantidades, denominados tam-
bién oligoelementos.

Nutriente/ Férmulas y

Tabla 3. Propiedades y Funciones de los Micronutrientes.

, Propiedades Generales Funcién
simbolos
o Cofactor de ciertas enzimas y a veces puede sustituir al
El Manganeso es un metal de transicién que cuenta con ) .. R
Manganeso - o . Mg, presente en algunas superéxido dismutasas o en
multiples estados de oxidacién que le permiten actuar como . .
Mn . la enzima que rompe el agua del fotosistema II, en los
agente oxidante o reductor. , L.
fotétrofos oxigénicos.
Se requiere casi exclusivamente para la sintesis de la
L, vitamina B12. (si se suministra esta vitamina al medio, la
Cobalto El Cobalto es un metal de transicién que forma compuestos . . . . -
. R bacteria se vuelve independiente del cobalto libre). También
Co estables especialmente con los estados de oxidacién **y *3. . . e . .
tiene funcionabilidad en las transcarboxilasas (bacterias del
4cido propidnico).
El zinc es un metal de transicién por su ubicacién en la
. tabla periddica; sin embargo, tiene propiedades semejantes | Interviene en la estabilizacién de complejos enzimdticos
Zinc o . . .
7 a algunos elementos alcalino térreos (Grupo II A), debido como las ADN y ARN polimerasas, presente en las enzimas
n . . O .
a que cuenta con los orbitales s y d llenos. Su estado de anhidrasa carbénica, y alcohol deshidrogenasa.
oxidacion preferente es *2.
Interviene en la sintesis de las molibdoflavoproteinas,
implicadas en la asimilacién de nitratos. Igualmente,
Molibdeno El molibdeno es un metal de transicién que cuenta con participa como cofactor, junto con el Fe, en el complejo
Mo varios estados de oxidacion; siendo el mds comtn el *. nitrogenasa de las bacterias fijadoras de N, atmosférico
(nitrogenasa y nitrato reductasa y sulfito oxidasa, algtin
formato deshidrogenadas y oxotransferasas).
Es un metal de transicién. Su estado de oxidacién mds . , . .
, , 5 . R Participa en la mayorfa de las funciones de las hidrogenasas,
Niquel comun es *; pero adicionalmente, puede trabajar con . | )
. s L, coenzima F, de los metdgenos y en las deshidrogenadas
Ni estados: 0, "'y **. En las hidrégenasas cumple un papel L
. del monéxido de carbono y ureasa.
fundamental como agente oxidante.
. El selenio es un elemento considerado no metal; presenta . .
Selenio . . . L Se encuentra en enzimas como la formato deshidrogenasa y
varias formas alotrépicas y tiene como estados de oxidacién: S -
Se el aminodcido selenocisteina.
+/-2, 4,6.
. Es un metal de transicién que trabaja con estados de .
Tungsteno o Wolframio o .. 1 ) . Forma parte de las formato deshidrogenadas y
oxidacion positivos y que da lugar en algunas ocasiones a . . . ,
w o L. oxotransferasas de los microorganismos hiperterméfilos.
compuestos débilmente dcidos.
Hace parte de las enzimas vanadio nitrogenasa y
. . . . bromoperoxidasa. Algunas veces los microorganismos por
Vanadio El vanadio es un metal que forma cationes en especial con P - 8 & P
S s mutaciones, son incapaces de elaborar sustancias esenciales
\Y% estado de oxidacién *°. . . . .
para su desarrollo, convirtiéndose asi, en microorganismos
auxotréficos con respecto a esa sustancia.

Fuente: Autores.
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De otro lado, se encuentran los Factores de
crecimiento, que se refieren a moléculas es-
pecificas que algunas bacterias requieren en
muy pequefa cantidad para crecer. Suelen
Ser coenzimas o sus precursores, como vita-
minas, que determinadas bacterias no pue-
den sintetizar por si mismas, al carecer en
parte o totalmente de una ruta biosintética.
Igualmente, en este grupo se incluyen al-
gunos aminodcidos y las bases nitrogenadas
purinas y pirimidinas, como, por ejemplo,
las bacterias del género Brucella que requie-
ren como factores de crecimiento en sus me-
dios de cultivo la biotina, niacina, tiamina
y dcido pantoténico. Haemophilus necesita
como suplementos nutricionales los grupos
hemo y nicotinamida adenina dinucledtido

(Factor X'y Factor V) (10).

El Faecalibacterium prausnitzii, por ejem-
plo, requiere una gran cantidad de vitami-
nas para crecer, como biotina, dcido félico,
riboflavina o vitamina B12, que no puede
sintetizar, asi como otros factores de cre-
cimiento como los dcidos grasos voldti-
les (4cido acético, dcido propidnico o dci-
do valérico) (17). Dunn y colaboradores,
mostraron en 1946, que solo dos aminoa-
cidos eran esenciales para el crecimiento de
Leuconostoc mesenteroides, dcido glutdmico
y valina, mientras que para el crecimiento
de Lactobacillus brevis, se requerian al me-
nos 15 aminodcidos (18). Este alto reque-
rimiento de aminodcidos puede explicarse
por el hecho de que el medio base utilizado
en ese momento No era rico en nutrientes
comunes. De hecho, hoy en dia, Lacrobaci-
llus brevis crece en un agar COS (Columbia

Blood Agar) (Biomérieux, Marcy I'Eroile,
Francia), no suplementado con aminodci-
dos, pero compuesto de hidrolizado de ca-
seina y peptona proteosa, fuentes importan-
tes de aminodcidos (19).

En los aminodcidos que conforman las pro-
teinas, las cadenas laterales pueden estar or-
denadas en sentido horario o antihorario —
orientaciones que los quimicos llaman “D”

“L” —, encontridndose casi siempre en la
forma L. Al respecto, Matthew Waldor, y
sus colegas encontraron que ciertas bacte-
rias convierten aminodcidos especificos en
formas D cuando necesitan retardar su cre-
cimiento (20).

Las bases de purina y pirimidina, son ne-
cesarias para la sintesis de dcidos nucleicos,
de hecho, algunas bacterias del 4cido lictico
necesitan adenina, guanina, timina o uraci-
lo para crecer. Este es el caso en particular
de Leuconostoc mesenteroides, para la cual la

guanina es esencial en su desarrollo (21).
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Factor

Acido p-aminobenzoico
(PABA)
Acido 4-amino benzoico

CH,NO,
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Tabla 4. Factores de crecimiento Bacteriano.

Férmula

COOH

Funcién

Precursor del 4cido félico, el cual es indispensable para el
desarrollo de la bacteria y sobre el cual tienen efecto algunos
antibidticos.

Acido félico HN OH Interviene en el metabolismo de compuestos de un C del
Vitamina B9 anillo bencénico del 4cido ocasionando la transferencia de
C, H, ,N.O N grupos metil.
6
197719 7 / | \ N
>~ /)\
N7 N7 NH,

o]

Biotina

Vitamina H o Vitamina
B7

Biosintesis de 4cidos grasos; promoviendo
betadescarboxilaciones; fijacion de CO,

CuH N0, H,C.. S,CH-C—c—c—c—(
H, H, H, H, "o
(\:;?Ealam m];l 12 Interviene en reacciones de reduccién y transferencia de restos
ftamina monocarbonados; sintesis de desoxirribosa.
CHyCoN O, P
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Férmula

Funcién

zli?icouzcodnico N OH Precursor del cofactor NAD; para la transferencia de cargas en
CH.NO, | las reacciones Redox.
~
0O
HsC
~ NH

HsC NN o
Riboflavina CH,
Vitamina B2 Precursor de los cofactores FAD y FMN
C,H, N0, H—r—OH

Acido pantoténico
Vitamina B5
C‘)H 17N05

0
e
H

C—C—COOH

H, H,

Precursor de la CoA, Tiamina (vitamina B1).

Interviene en reacciones de Descarboxilacién de compuestos
como transcetolasas, vitamina B6 (piridoxal, piridoxamina).

Asi como en Transformaciones de aminodcidos y cetodcidos
de los grupos de la Vitamina K y quinonas.

Transportadores de electrones (ubiquinonas).

Acido lipoico
6,8-4cido tidctico

OH

Promueve la transferencia de grupos acilo en la
descarboxilacién del piruvato y cetoglutarato.

C8H14OZSZ
s—S
NH,
+

. N7 NZ\
Tiamina S , . s

. I Acttia como coenzima en procesos de descarboxilaciones y
vitamina BI = — funcién de transcetol
C_H,N,08 uncién de transcetolasa

OH
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Factor Férmula Funcién
Vitamina B6 CHZNHZ
CH NO
§ 1S Actil nzima en la transformacién de aminodcid
(Grupo piridoxal — HO X CHZOH Ccel:zécc(;:;(: coenzima en la transformacién de aminodcidos
piridoxamina; derivados | y ’
del fosfato de piridoxal) -
H,C” N
Gr.u po Vitamina K Transporte de electrones, sintesis de esfingolipidos.
quinonas
Hidroxamatos; esteres del R/C\ N /O\ H Compuestos que unen hierro, solubilizacién del hierro y
4cido hidroxdmico | transporte al interior celular
H Acido
Hidroxamico
Coenzima M (CoM); \ / Requerido por ciertos metandgenos, participa en la
anién sulfonato /\/S\ metanogénesis.

Fuente: Autores.

Crecimiento Bacteriano

Se define como crecimiento de cualquier
sistema biolégico al aumento de la masa
celular que implica su multiplicacién (22).
En organismos unicelulares que se dividen
por fisién o por gemacién, lo que ocurre es

un aumento de la poblacién. El crecimien-

to bacteriano se puede observar desde dos
puntos de vista: a escala individual y a esca-
la poblacional.

A escala individual, incluye una serie de
procesos que hacen referencia al ciclo ce-
lular, en los cuales se encuentran: inicio y
transcurso de la replicacién cromosémica y
de los pldsmidos; segregacién del cromoso-
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ma y los pldsmidos a las células hijas; sinte-
sis de precursores de membranas y pared ce-
lular y sefales que coordinan la replicacién
genémica con la divisién celular (23) Por
su parte, el crecimiento a nivel poblacional
incluye: la cinética de crecimiento; factores
que afectan el tiempo de generacién y los
factores ambientales que limitan el creci-
miento (24).

Métodos para la cuantificacion del
crecimiento bacteriano

1. Por la medida del consumo de nutrien-
tes o de produccién de algiin metabolito
en particular por unidad de tiempo. En
este caso el consumo de oxigeno (QO,) y
consumo de gas carbénico (QCO,), se de-
terminan por el respirémetro de Warburg
o mediante la produccién de 4cidos.

2. Por métodos turbidimétricos, el funda-
mento de estos métodos radica en la inte-
racciéon de la luz con un cultivo bacteria-
no. Las suspensiones bacterianas dispersan
la luz, al igual que cualquier particula “re-
lativamente” pequena suspendida en agua,
por lo tanto, dicha dispersién es propor-
cional a la masa del cultivo. Esta medicién

se puede realizar con dos tipos de equipos.

* Espectrofotémetro: mide la densidad
optica (D.O.), es decir la absorbancia.
En esta técnica hay que realizar una
curva estdndar para relacionar los va-
lores de A (absorbancia) con la masa

bacteriana en la muestra problema.

e Nefelémetro: difiere del espectrofotd-

metro en cuanto a que su dispositivo
sensor estd situado en dngulo recto
respecto de la direccién de la luz in-
cidente y lo que mide es la luz disper-
sada directamente por la preparacidn,
esto le otorga mayor sensibilidad que
el espectrofotémetro.

Recuento directo: consiste en la ob-
servacién al microscopio de volume-
nes muy pequefios de suspensiones de
bacterias. Se usan unos portaobjetos
especiales denominados cdmaras de
Petroff-Hausser; para que la medida
sea correcta, es necesario que la den-
sidad de células sea del orden de 10°
por ml.

Recuento de viables: se realiza sem-
brando un volumen determinado de
cultivo o muestra sobre el medio de
cultivo sélido adecuado para estimar
el nimero de viables contando el nd-
mero de colonias que se forman, ya
que cada una de estas deriva de una
célula aislada; para que la medida sea
correcta desde el punto de vista es-
tadistico, es necesario contar mds de
300 UFC.En ciertas ocasiones, en las
que la densidad de microorganismos
es demasiado baja, éstos se pueden re-
colectar por filtracién a través de una
membrana (de 0.2 pm de tamano de
poro), la cual se coloca en un medio
de cultivo adecuado para que se for-
men las colonias.




* Medida del nimero de particulas: En
este método se utilizan contadores
electrénicos de particulas. Estos sis-
temas no indican si las particulas co-
rresponden a células vivas o muertas;
pero pueden dar una idea del tamano
de las particulas.

* Medida de pardmetros bioquimicos:
en este caso pueden ser la cantidad de
ADN, ARN, proteinas o peptidogli-
cano, entre otros por unidad de volu-
men de cultivo (25, 26, 27, 28).

Ciclo de Crecimiento de Poblaciones.

En un medio liquido se pueden diferenciar
cuatro fases en la evolucién del crecimiento
bacteriano:

* Fase de adaptacién: Las bacterias aco-
modan su metabolismo a las nuevas
condiciones ambientales y de nutrientes
para iniciar el crecimiento exponencial.

Fase exponencial o logaritmica: Tanto

la velocidad de crecimiento como el
consumo de nutrientes son mdaximos,
las bacterias tienen un tiempo de gene-
raciéon minimo y corresponde a la fase
de infeccién y multiplicacién del agen-
te infeccioso dentro del organismo.
Fase estacionaria: No se incrementa el
nimero de bacterias y estas presentan
un metabolismo diferente al de la fase
exponencial; se observa acumulacién y
liberacién de metabolitos secundarios
que tienen importancia en el curso de
las infecciones o intoxicaciones. Esta
fase sucede porque se agotan uno o va-
rios nutrientes esenciales en el medio,
bien ser porque, los productos de dese-
cho liberados en la fase de crecimiento
exponencial convierten el medio en in-
héspito para el crecimiento microbia-
no o por la presencia de competidores
que limitan su crecimiento

Fase de muerte: se produce una reduc-
cién del nimero de bacterias viables

del cultivo (29, 30).

Figura 2. Curva de crecimiento Bacteriano.
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CURVA DE CRECIMIENTO BACTERIANO

TIEMPO DE INCUBACION

Fuente: L. Corrales.
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Factores condicionantes del
desarrollo bacteriano

Las bacterias se encuentran en la naturaleza
en constante interrelacién con otros orga-
nismos vivos y de esta interaccién incide en
su desarrollo. Por ejemplo, las bacterias en-
dofiticas, las cuales son, bacterias beneficio-
sas para las plantas que prosperan dentro de
ellas y pueden mejorar su crecimiento; esto
se puede relacionar con una mejor absor-
cién de nutrientes que regula el crecimiento
y la sintesis de fitohormonas relacionadas
con el estrés (31).

Temperatura: Para cada microorganismo
existe una temperatura de crecimiento ade-
cuada; en este sentido, se observa una tem-
peratura minima por debajo de la cual no
hay crecimiento, a temperaturas mayores se
produce un incremento lineal de la veloci-
dad de crecimiento hasta que se alcanza la
temperatura éptima y por encima de esta, la
velocidad de crecimiento decae bruscamen-
te y se produce la muerte celular.

El incremento de la velocidad de crecimien-
to en relacién con el aumento de la tempe-
ratura se debe al incremento de la velocidad
de las reacciones enzimdticas; mientras que,
el crecimiento escaso o nulo a temperatu-
ras bajas en relacién con la éptima, se debe
a la reduccién de la velocidad de reaccién
enzimdtica y al cambio de estado de los li-
pidos de la membrana celular que pasan de
ser fluidos a cristalinos (32). Asi mismo, la
muerte ocurre a altas temperaturas debi-
do a la desnaturalizacién de las proteinas y
también a las alteraciones producidas en las
membranas lipidicas.

Sin embargo, se debe tener en cuenta que, a
temperaturas bajas, el metabolismo celular
se enlentece y las células paran de crecer,
pero no mueren y pueden recuperar su ca-
pacidad de divisién si aumenta posterior-
mente la temperatura; lo que no ocurre en
el caso contrario de altas temperaturas don-
de los microrganismos mueren, lo que per-
mite esterilizar por calor y no por frio.

Tabla 5. Clasificacién Bacteriana de acuerdo con las temperaturas Cardinales para su desarrollo.

CLASIFICACION T. MINIMA T. OPTIMA

PSICROTROFOS O PSICROTOLERANTES -5°C 0°C 35°C
PSICROFILA 0°C 12-15°C 20°C
MESOFILA 20°C 35-37°C 42°C
TERMOFILA 42°C 56°C 80°C
HIPERTERMOFILA 60°C 80 °C Més de 110 °C
TERMOTROFOS 15-20°C 30— 40 °C 45-50°C

Fuente: Tomado de Conceptos Bésicos de Microbiologfa.
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Los microorganismos implicados en la ge-

neracién de infecciones son los meséfilos

corporales; estas bacterias, pueden producir

ademads toxinas que causan intoxicaciones

y algunos psicrétrofos, sus temperaturas  alimentarias (33).

optimas de crecimiento coinciden con las

Figura 3. Rangos de temperatura en el crecimiento bacteriano.

0 10 20 30 40 50 60 70 80 920 100 110°C...
[ | | | | g
Flavobacterium spp. Escherichia spp. Bacillus spp. Thermococcus Pyrodictium
Pseudomonas spp. Streptococcus spp. Lactobacillus celer brockii
Listeria spp. bulgaricus

Fuente: Tomado de Conceptos bdsicos de microbiologfa. Corrales L y Gonzélez A.

El pH: Las condiciones de pH del medio re-
gulan, a su vez, el pH interno de la bacteria
e influyen en el transporte de hidrogenio-
nes a través de membrana citoplasmdtica.
La mayoria de microorganismos que se de-
sarrollan a pH 7 se denominan neutréfilos,
los acidéfilos se desarrollan a pH inferior a
5 y los que se desarrollan a pH mayores de 8
se denominan baséfilos o alcaléfilos. (33).

* Rangos de pH y el crecimiento de algunos
Microorganismos

El pH intracelular es ligeramente superior
al del medio que rodea las células ya que,
en muchos casos, la obtencién de energia
metabdlica depende de la existencia de un
gradiente en la concentracién de protones a
ambos lados de la membrana citoplasmdtica.

Figura 4. Rangos de pH en el crecimiento bacteriano.

pH =-log [H']; [H*]=10 7

moles por litro

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 pH...
— »
Archaeas Hongos La mayoria de Género Vibrio Género Bacillus
Thiobacillus Levaduras microorganismos
Bacterias

Fuente: Tomado de Conceptos bdsicos de microbiologfa. Corrales L y Gonzélez A.
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El pH en los medios de cultivo suele bajar,
lo cual confiere una ventaja selectiva frente
a otros microorganismos competidores. Es
asi como, las bacterias licticas, por ejemplo,
producen grandes cantidades de 4dcido ldc-

tico (CH,CHOHCOOH) y como conse-
cuencia de esto, el pH del medio de cultivo
disminuye a valores inferiores a los soporta-
bles por otras bacterias.

Tabla 6. Rangos de ph para el crecimiento bacteriano.

Microorganismo Rango Optimo
Acidéfilos 1-5,5 2-3
Neutréfilos 5,5-7,5 6,5-7,0
Baséfilos o Alcaléfilos 8,5-11,5 9,0-10,0

Fuente: Corrales L y Gonzélez A.

Actividad del agua

El agua como compuesto quimico, estd
constituido por moléculas que presentan
una geometria molecular de la cual resulta
un momento dipolar elevado. La polaridad
de la molécula y, por tanto, el sinndmero
de interacciones que éste compuesto propi-
cia, se explica por el dngulo de enlace de
104,9°, esta particularidad se constituye en
un factor determinante en las atracciones
intermoleculares, los puentes de hidrégeno,
la solubilidad y la tensién superficial. (34)

Las propiedades antes mencionadas influ-
yen directamente en la “actividad de agua”
(a,); la cual se define como la relacién entre
la presién de vapor de agua del substrato
de cultivo (P) y la presién de vapor de agua
pura (Po); por tanto, la actividad del agua
incide en el curso de reacciones quimicas y
bioquimicas.

Si los microorganismos se encuentran en
un substrato con una actividad de agua
demasiado baja el crecimiento se detiene,
esta detencién no suele llevar a la muerte
del microorganismo, sino que se mantiene
en condiciones de resistencia durante un
tiempo mds o menos largo; en el caso de
las esporas, la fase de resistencia puede ser
considerada prdcticamente ilimitada.

En relacién con la actividad del agua se en-
cuentran microorganismos osmotoleran-
tes, cuando crecen en un rango amplio de
a_, un ejemplo es el Staphylococcus aureus
que crece a concentraciones de sal 3M; os-
méfilos son aquellos que crecen en ambien-
tes con altas actividades y cuando crecen en
ambientes muy secos o con bajas activida-
des reciben el nombre de xeréfilos. (5, 33,

35)
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Potencial de oxido-reduccion
(REDOX)

Las reacciones de 6xido reduccién son
aquellos que se caracterizan por la presencia
simultdnea de una sustancia oxidante (gana
electrones) y un agente reductor (pierde
electrones) (8). El potencial redox mide la
tendencia a ganar o a perder electrones, lo
que ocasiona un cambio en el estado de oxi-
dacién de cada especie, segun sea el caso.

Uno de los factores que intervienen en el
potencial redox, aunque no el tnico, es la
concentracién de oxigeno (O,). Hay mi-
croorganismos que requieren ambientes
oxidantes para crecer, mientras que oOtros
necesitan ambientes reductores; cuando
una bacteria requiere un ambiente oxidan-
te, desarrolla un metabolismo oxidativo
(respiratorio) en cambio cuando requiere
ambientes reductores optan por un meta-

bolismo fermentativo.

Una bacteria es aerobia cuando necesita del
oxigeno para vivir y es anaerobia en dos
casos, cuando no lo necesita, denominada
“anaerobia tolerante” o cuando muere en
presencia del oxigeno “anaerobias estric-
tas”. Dentro de este grupo de bacterias se
encuentran algunas que llevan a cabo un
metabolismo oxidativo porque usan otro
aceptor final de electrones que actda como
oxidante ambiental, ejemplo, de éstas son
las que “respiran” nitratos (NO?-), sulfa-
tos (SO,*) u otros compuestos capaces de
aceptar electrones y funcionan como agen-
tes oxidantes.

En el curso de ciertas reacciones metabdlicas
redox se forman compuestos altamente re-
activos (radicales libres, formas superéxido)
que pueden danar las proteinas, membranas
y dcidos nucleicos produciendo la muerte
de las células. Las células se protegen de es-
tos compuestos por la sintesis de enzimas
como la superéxido dismutasa (SOD), pe-
roxidasa y catalasa. Las bacterias anaerobias
estrictas carecen éstas o las tienen en niveles
muy bajos de forma que no pueden sobrevi-

vir en presencia de oxigeno. (5, 36)

De otra parte, existen bacterias reductoras
de metales como Geobacter sulfurreducens,
las cuales transfieren electrones m4ds alld de
sus membranas externas a los 6xidos de Fe
(III) y Mn (IV); en este sentido, los éxidos
metdlicos insolubles en el medio ambiente
representan un depdsito comin y vasto de
energia para algunos microorganismos res-
piratorios capaces de transferir electrones
a través de sus membranas aislantes a los
aceptores externos, un proceso denomina-
do transferencia de electrones extracelular

(37).

Medios de cultivo

Caldos de Enriquecimiento: contienen
agentes inhibidores a baja concentracidn,
que retrasan el crecimiento de la microbio-
ta contaminante y permiten el crecimiento
del microorganismo que se quiere recuperar

(29).
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Caldo nutritivo con Extracto de Carne y
NaCl (Cloruro de Sodio): es utilizado para
la recuperacién de microorganismos no exi-
gentes; s e puede suplementar con extrac-
to de levadura, peptonas, glucosa, y otros
componentes.

Caldo Tioglicolato: se suplementa con ca-
seina, extracto de levadura, carne y tiogli-
colato. Para el aislamiento de anaerobios, se
anaden ademds hemina y vitamina K.

El tioglicolato es un compuesto derivado del
dcido tioglicolico, rico en dtomos de azufre
que facilita, el transporte de electrones.

s
OH acido tioglicolico

Es el caldo mds utilizado en microbiolo-
gia clinica porque ofrece un bajo potencial
redox, por lo cual permite el éptimo desa-
rrollo de las bacterias anaerobias. Favorece
también el crecimiento de aerobios, mi-
croaerédfilos e incluso de microorganismos
exigentes (38).

Caldo Gram negativos (GN): contiene
agentes inhibidores a baja concentracién
como el citrato y desoxicolato (sal biliar),
los cuales inhiben el desarrollo de las bacte-
rias Gram positivas y retrasan el crecimien-
to de las coliformes; se utiliza como medio
de enriquecimiento para el aislamiento de
Salmonella y Shigella en muestras de heces e
hisopados rectales.

Desoxicolato de Sodio

Caldo selenito F: Contiene como agente
inhibidor el selenito de sodio (Na,SeO,), el
cual inhibe los enterococos y retrasa el cre-
cimiento de las coliformes, se puede anadir
cisteina que favorece el crecimiento de Sa/-

monella.

Caldo tetrationato: Contiene sales biliares
y tetrationato sédico (se genera en la re-
accién de tiosulfato con yodo), los cuales
inhiben las bacterias Gram positivas y las
coliformes que no tienen la enzima tetra-
tionato reductasa. Se utiliza como medio
de enriquecimiento para el aislamiento de
Salmonella.

Tetrationato de sodio

El tetrationato de sodio es una sal prove-
niente del anién sulfito (SO,)=, enriqueci-
do con otro dtomo de azufre que incremen-
ta la densidad electrénica y, por lo tanto,
facilita el transporte de electrones.

Caldo peptona complementada: medio
con pH 8,4 que se utiliza como enrique-
cimiento para el aislamiento de especies de
Vibrio, antes de pasar a subcultivos en me-

dios mis selectivos.
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Caldo tioglicolato Campy: es un medio
semisélido por la adicién de agar, similar
en componentes al caldo tioglicolato suple-
mentado con antibidticos. Se utiliza para el
enriquecimiento de especies de Campylo-
bacter antes de subcultivar en medios mds
selectivos.

Caldo Todd-Hewitt con sangre y antibié-
ticos: compuesto por infusién cerebro cora-
z6n, peptona, glucosa C. H O, cloruro de
sodio, NaCl, fosfato de sodio, Na,PO, y car-
bonato de sodio, Na,CO,. Como inhibido-
res contiene acido nalidixico (C ,H ,N,O,)
y gentamicina (C, H, ,N.,O) o colistina
(C,H,N,O,)), se utiliza como medio de
enriquecimiento para Streptococcus agalac-
tiae de muestras genitales (16, 39).

Caldo con carne picada: caldo nutritivo
al cual se le anaden trozos de carne como
fuente de proteinas, posee un bajo poten-
cial redox, lo cual favorece la recuperacién
de anaerobios, mejor cuando se anade una
capa de parafina liquida, la cual, se utiliza
para aislar el cultivo bacteriano del O, del
ambiente.

Leche con tornasol: caldo enriquecido al
cual se le anade leche (descremada), su uso
se fundamenta en la capacidad de ciertos
microorganismos de producir determinadas
reacciones metabdlicas como fermentacién
de la lactosa, caseolisis (peptonizacién), y
coagulacién de la caseina C,;H_N,O,. Es-
tas reacciones se ponen de manifiesto me-
diante un indicador redox y de pH, como
el tornasol.

La caseina es una proteina sobre la cual ac-
tda la enzima caseinasa, rompiendo los en-
laces peptidicos y la estructura cuaternaria,
originando asociaciones mds pequenas que
pueden aglutinarse cuando se alcanza el
punto isoeléctrico. El crecimiento se inter-

preta de la siguiente manera:

Color rosado en el medio de cultivo: Fermen-
tacién de la lactosa y por lo tanto es una
reaccion dcida, en la cual, como producto
de la reaccién se obtiene el dcido l4ctico:

CH,OH CH,OH

o o 0.y i 0.y COOH
H o] . —_ X2 i —_ X2 HO+H
OH H OH H /o4 OH H /by
H HO CH,
H OH H OH H OH

(x2) ACIDO

LACTOSA (x2) GLUCOSA LACTICO

Cuando no hay cambio de color en el me-
dio de cultivo, no se ha producido fermen-
taciéon de la lactosa ni se han utilizado las
sustancias nitrogenadas del medio. De otra
parte, un color azul en el medio de cultivo,
indica que el microorganismo ha utilizado
las sustancias nitrogenadas del medio, pro-
duciendo reaccién alcalina.

Un color blanco en el medio de cultivo,
indica que se ha producido una peptoniza-
cién de la proteina de la leche (digestién),
y el tornasol se reduce a una leucobase. La
produccién de codgulo, indica coagulacién
de la leche, se alcanza el punto isoeléctrico
de la proteina y la produccién de gas, por
la aparicién de burbujas (CO, y H)) en el

medio.
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Caldo verde brillante bilis al 2%: es un
medio selectivo recomendado para la prue-
ba confirmatoria en la deteccién del grupo
coliforme en aguas, leche, derivados licteos
y otros productos de importancia sanitaria,
mediante la determinacién del NMP (nu-
mero mds probable). La bilis y el verde bri-
llante inhiben el desarrollo indeseable de la
flora acompanante de los coliformes e in-
cluso suprimen el crecimiento de los anae-
robios fermentadores de la lactosa como es
el caso de Clostridium perfringens. La pre-
sencia de gas después de 24 — 48 horas a 35°
C de incubacién se considera como prueba

positiva para la presencia del grupo Coli —
Enterobacter (40).

Medios de cultivo en placa de
aislamiento primario de uso rutinario

* No Selectivos: para cultivo de una am-

plia variedad de organismos dificiles de
W . » , .

crecer “in vitro”. A menudo estdn enri-
quecidos con nutrientes como: sangre,
suero, hemoglobina, factores de creci-
miento X, V, aminodcidos, y vitaminas
entre otros.

e Selectivos: de moderada o de alta selec-
tividad, a los cuales se les anaden sus-
tancias que inhiben el crecimiento de
ciertos grupos bacterianos permitiendo
a la vez el crecimiento de aquellas que
se desean seleccionar. Algunas sustan-
cias inhibidoras son el cristal violeta
que inhibe las bacterias Gram positi-

vas. Otra manera es modificar la fuente
de carbono; si se sustituye la glucosa
por maltosa, se seleccionan aquellos
microorganismos capaces de metaboli-

zarla.

e Enriquecidos: algunos microorganis-
mos no son capaces de desarrollarse
en medios de cultivo normales, para
cultivarlos se requiere afadir sustan-
cias altamente nutritivas como sangre,
suero, cofactores, vitaminas, extractos
de tejidos animales y las bacterias que

crecen en ellos se denominan exigentes
o fastidiosas (41).

Los medios enriquecidos en los cuales se
suprime el crecimiento de la flora compe-
titiva normal se hacen mediante el uso de
antibidticos especificos, como kanamicina

(CH,N,O,) yvancomicina (C_ H .CLN,O, ).

Agar Cled (cistina, lactosa, deficiente
en electrolitos):

Es un medio no selectivo diferencial, re-
comendado para el andlisis bacteriolégico
de orina ya que en él crecen la gran ma-
yoria de las bacterias, tanto Gram negati-
vas como Gram positivas, patdgenas de
vias urinarias. Debido a que en su compo-
sicién tiene deficiencia en electrolitos (no
contiene cloruro de sodio), impide que
las colonias del género Proteus invadan la
placa de cultivo (efecto swarming), por lo

tanto, este medio facilita el recuento de las
unidades formadoras de colonias (UFC).
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El tnico carbohidrato que contiene es La
lactosa; la cistina, facilita el crecimiento de
las bacterias coliformes dependientes de ella
y el azul de bromotimol funciona como in-
dicador, el cual permite distinguir las colo-

nias de bacterias fermentadoras de las que
no lo son ya que vira a amarillo en pH dcido
y se torna de un color azul més intenso en

pH alcalino (42).

Foto 1. Agar CLED, de izquierda a derecha: medio sin sembrar, microorganismo no
fermentador de lactosa, microorganismo fermentador de lactosa.

Fuente: L. Corrales.

Agar Nutritivo

Es un medio de cultivo no selectivo, utili-
zado para el aislamiento y recuento de mi-
croorganismos que tienen requerimientos
nutricionales escasos, su uso estd descrito
principalmente para procedimientos en el
andlisis de alimentos, aguas y otros materia-
les de importancia sanitaria. La pluripepto-
nay el extracto de carne aportan nutrientes
para el desarrollo bacteriano; el cloruro de
sodio (NaCl) mantiene el balance osmético
y el agar es el agente solidificante. Puede ser
suplementado con sangre ovina desfibrina-
da estéril, para favorecer el crecimiento de
microorganismos exigentes en sus requeri-
mientos nutricionales y en este caso permi-

te una clara visualizacién de las reacciones
de hemdlisis.

Agar BHI (infusion cerebro-corazon)

La infusién cerebro-corazén es una férmu-
la que contiene muchos nutrientes ya sea
como caldo o medio sélido y opcionalmen-
te con sangre adicional. Los componentes
clave incluyen infusién de distintos tejidos
animales con el agregado de peptona, tam-
pén fosfato (HPO,-) y una pequefia con-
centracién de glucosa que proporciona la
fuente de energia accesible.



Este medio en presentacién de caldo se
emplea con frecuencia como medio para
hemocultivo y como medio base para mu-
chas pruebas metabdlicas, en especial para
la identificacién del género Streptococcus.
Cuando al medio se le adiciona 6.5% de

cloruro de sodio, las sales activas actdan
como agentes diferenciales y selectivos, los
cuales interfieren en la permeabilidad y el
equilibrio eléctrico y osmético en microor-
ganismos intolerables a esta sal (43).

Foto 2. Agar BHI sin sembrar.

Fuente: L. Corrales.

Agar TSA (triptona-soja)

Medio rico de uso general para el crecimien-
to de una amplia variedad de microorganis-
mos. Se produce por digestién enzimdtica

de la soja y de la caseina, con frecuencia se

utiliza como agar base para otros tipos de
medios tales como agar sangre o chocola-
te. En este medio pueden crecer microorga-
nismos exigentes como algunas especies de
Brucella, Corynebacterium, Listeria, Neisse-

ria'y Vibrio (16).

Foto 3. Agar tripticasa Soja.

Fuente: L. Corrales.
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Agar Sangre

El agar sangre es un medio no selectivo,
compuesto por un agar base que contiene
una fuente proteica al cual se le agrega de

5% a 8% de sangre ovina; el agar sangre,

permite el crecimiento de la mayoria de las
bacterias (Gram positivas y Gram negati-
vas), permite verificar capacidad hemoliti-
ca (medio diferencial), las hemdlisis que se
pueden evidenciar en este medio son: beta,
alfa y gamma.

Foto 4. Hemolisis en agar sangre. De izquierda a derecha: agar sangre sin sembrar, pro-

duccién de hemdlisis gama, hemdlisis alfa y hemdlisis beta.

Fuente: L. Corrales.

El agar sangre estd preparado con un me-
dio de cultivo deshidratado denominado
agar base sangre, el cual estd compuesto
por agar-agar, infusién de musculo de co-
razén, peptona, cloruro de sodio; el color
del medio es dmbar claro; cuando se agrega
la sangre, su color cambia a rojo cereza.
La sangre utilizada para preparar el medio
generalmente es sangre de cordero, pero
también puede ser sangre humana o de ca-
ballo, y, al respecto es importante conside-
rar que algunas bacterias varfan el tipo de
hemolisis de acuerdo con la naturaleza de
la sangre. El uso se fundamenta en que la
infusién de musculo de corazén y la pepto-
na, otorgan al medio un alto valor nutriti-
vo, que permite el crecimiento de una gran
variedad de bacterias y otros microorga-
nismos, ain de aquellos nutricionalmente
exigentes. El cloruro de sodio mantiene el
balance osmético.

Hemolisinas: cerca del 35% de las toxinas
producidas por las bacterias son del tipo
“Toxinas membranoliticas” (TM). La carac-
teristica mds importante de los efectos de
estas toxinas es sobre la organizacién en la
bicapa fosfolipidica de la membrana plas-
mitica de células humanas y/o animales. La
pérdida de la integridad de la membrana
conlleva a un desbalance osmético, reflejado
por la hinchazén de la célula debido al in-
greso de agua y desorden del gradiente elec-
troquimico que conduce a la lisis y muerte
celular, contribuyendo a la virulencia de la
bacteria y jugando un rol importante en la
patogenia bacteriana. Las TM fueron iden-
tificadas “in vitro” por su caracteristica de
lisar glébulos rojos sensibles de humanos y
otras especies animales, con la aparicién de
un halo de hemdlisis alrededor de las colo-
nias bacterianas en agar sangre. Sin embar-
go, actualmente se sabe con certeza que la
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mayoria de hemolisinas bacterianas actdan
sobre células distintas a los glébulos rojos,
causando dafo tisular o muerte de muchos
de los animales de experimentacién. Es por
esta razon, que se propuso el término “cito-
toxina” o “toxina citolitica” para describir

correctamente el rango de sus actividades

bioldgicas (16, 44).

Como se expuso anteriormente, en el agar
sangre, se pueden diferenciar tres tipos de
hemdlisis:

Hemolisis alfa: Lisis parcial de los glébulos
rojos, con un halo de color verdoso alrede-
dor de las colonias, debido a la oxidacién de
la hemoglobina a metahemoglobina, con la
liberacién de un producto de degradacién
llamado biliverdina por el peréxido de hi-
drégeno generado en el metabolismo de los

microorganismos.

Hemolisis beta: Lisis total de los glébulos ro-
jos. Se observa un halo claro, traslacido al-
rededor de la colonia, estas hemolisinas in-
teractdian con el colesterol en la membrana
celular, dando como resultado el deterioro
de esta estructura celular protectora. La es-
treptolisina, una exotoxina que causa la lisis
completa de los hematies, (Estreptolisina
O, citotoxina sensible al oxigeno. Estrepto-

lisina S, citotoxina oxigeno estable.)

Hemolisis gamma: Ausencia de lisis de los
glébulos rojos. El medio de cultivo no pre-
senta modificaciones de color y aspecto al-

rededor de las colonias (45).

Agar Chocolate

Este medio permite el crecimiento de mi-
croorganismos exigentes en sus requeri-
mientos nutricionales, como es el caso de
algunos Streptococcus, Haemophilus y Neis-
serias patégenas; corresponde a la misma
formula del medio agar sangre, en el cual,
por calentamiento a 60°C se lisan los glé6-
bulos rojos, éstos al ser lisados liberan la
hemoglobina y otros nutrientes como fac-
tor X (hemina) y factor V (Nicotin Adenin
Dinucleétido - NAD).

El dinucleétido de nicotinamida y adeni-
na, mds conocido como NAD+ en su forma
oxidada y NADH en su forma reducida, co-
rresponde a una coenzima que se encuentra
en las células vivas; estd compuesta por dos
nucleétidos unidos por sus grupos fosfatos,
uno de ellos una base de adenina y el otro
de nicotinamida. Su funcién principal es
intervenir en el intercambio de electrones e
hidrogeniones en la produccién de energia
celular (46) (47). El factor X, denominado
hemina y también protoporfirina es un pig-
mento que contiene hierro (Fe) y suminis-
tra los compuestos tetrapirrdlicos necesarios
para la sintesis de citocromos y enzimas.
Este medio de cultivo, es muy nutritivo por
la presencia de peptona, tripteina, extracto
de levadura, extracto de corazén y almidén,
se pueden agregar suplementos definidos
que proporciona el factor V, vitaminas, ami-
nodcidos, coenzimas, glucosa, iones férricos
(Fe*) y otros factores que favorecen el cre-
cimiento de especies exigentes (48, 49).
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Foto 5. Agar Chocolate.

Fuente: L. Corrales.

Agar Mueller Hinton

Es un medio de cultivo rico, disenado es-
pecialmente para hacer ensayos de sensibi-
lidad frente a antimicrobianos y recomen-
dado por el Comité de la Organizacién
Mundial de la Salud para la estandarizacién
de pruebas de susceptibilidad por no con-
tener sustancias inhibidoras de los antimi-
crobianos, por ejemplo, el PABA (4cido
p-amino benzoico), que anula la actividad
de sulfamidas, asi como por su reproducti-
bilidad. Ademds, es ttil con el agregado de
sangre para el cultivo y aislamiento de mi-
croorganismos nutricionalmente exigentes.
El agar Mueller-Hinton, se utiliza para la
realizacién del ensayo de difusién en pla-
ca, en tanto que el caldo Mueller-Hinton se
emplea para la determinacién de la concen-
tracién minima inhibidora en el ensayo de
diluciones seriadas (50).

Solo bacterias aerdbicas o facultativas que
crecen satisfactoriamente en agar Mueller
Hinton, sin suplementar, podrian ser tes-
teadas en este medio. Para los test con cepas
que no crecen satisfactoriamente en Mue-
ller Hinton no suplementado como §. pneu-
moniae, estreptococos [3 hemoliticos y del
grupo Viridans, se requiere adicionar san-
gre de oveja desfibrinada al medio fundido

y enfriado, en una concentracién final de 5

% (V/IV) (51).
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Tabla 7. Variacién de la actividad de diferentes antimicrobianos con el cambio del pH del medio.

AUMENTO DE LA ACTIVIDAD

DISMINUCION DE LA
ACTIVIDAD

PEQUENOS CAMBIOS EN
LA ACTIVIDAD

Aumento o disminucién del pH

o Penicilina
Amoxicilina Lo ;
o Amicacina Cefalotina
Ampicilina P ;
o Netilmicina Cefalexina
Carbenicilina . . ..
s Estreptomicina Azitromicina Cefoperazona
Cloxacilina L . .. -
. 1 Tobramicina Claritromicina Ceftazidima
Piperacilina . . . .. .
L. Claritromicina Clindamicina Ceftriaxona
Tetraciclina . .. . -
L. Eritromicina Metronidazol Cloranfenicol
Doxiciclina g L
. Ac. Nalidixico Polimixina B
Minociclina . ;
. . Quinolonas Fluoradas Sulfonamidas
Nitrofurantoina . .
Trimetoprima

Fuente: Corrales L y Gonzélez A.

Foto 6. Prueba de sensibilidad y resistencia a antibiéticos por el método Kirby Bauer en
Agar Muller Hinton.

Fuente: L. Corrales.

Agar Gardnerella

Es un medio parcialmente selectivo y de di-
ferenciacién para el aislamiento de Gardne-
rella vaginalis a partir de muestras clinicas.
El medio estd suplementado con peptona
de proteasa para mejorar el crecimiento
de Gardnerella. Se anade anfotericina B
para reducir el crecimiento de las levaduras
como Candida spp. que también son fre-
cuentes en las muestras vaginales, se anade

sangre humana como nutriente y para de-
tectar la beta-hemolisis difusa caracteristica
de este microorganismo (49). La deteccién
del organismo en medios utilizados siste-
mdticamente es dificil dado que la Gardne-
rella y otras bacterias tales como lactoba-
cilos y estreptococos pueden producir alfa
hemdlisis en medios con sangre de carnero,
no obstante, en medios con sangre huma-
na, produce la beta-hemdlisis caracteristica

(52, 53).
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Agar Thayer Martin

Utilizado para el aislamiento del gonoco-
co, este medio es un agar chocolate enri-
quecido al cual se ha anadido una mezcla
de tres antibidticos especificos que inhiben
el crecimiento del resto de la flora acom-
panante (51). Es selectivo para la recupe-
racién de Neisseria gonorrhoeae y Neisseria
meningitidis por la presencia de suplemento
de antibiéticos constituido por vancomici-
na, colistina, nistatina y trimetoprima que
inhibe el desarrollo de microorganismos
Gram positivos y Gram negativos y candi-
das, y sin efecto inhibitorio para neiserias.
El medio de cultivo es altamente nutritivo
ya que contiene agar base GC, hemoglobina
y el suplemento de enriquecimiento Vitox
o Isovitalex que contiene: vitamina B12,
L-glutamina, CIH guanina, adenina, ac.
p-aminobenzoico, L-cistina, NAD (coen-
zima I), cocarboxilasa, nitrato férrico Fe
(Noa)a’ CIH tiamina, CIH cisteina y glu-
cosa (54, 55).

Agar Mac Conkey

Es un medio selectivo porque contiene sa-
les biliares y cristal violeta que inhiben el
desarrollo de bacterias Gram positivas y de
algunas Gram negativas exigentes y diferen-
cial por la lactosa que proporciona la Gnica
fuente de carbono para el desarrollo bacte-

riano.

Este medio se utiliza para el aislamiento de
bacilos Gram negativos de ficil desarrollo,
aerobios y anaerobios facultativos a partir

de muestras clinicas, aguas y alimentos;
todas las especies de la familia Enterobac-
teriaceae se desarrollan con buen creci-
miento. La bacteria requiere dos enzimas
para degradar el azdcar, la lactosa permea-
sa (galactésido permeasa), que transporta
el disacdrido al interior de las células y la
B-galactosidasa, que cataliza la hidrdlisis de
lactosa en sus dos monosaciridos glucosa y
galactosa. Las bacterias que sintetizan las
dos enzimas son fermentadoras rdpidas y las
bacterias que solo sintetizan la B-galactosi-
dasa son fermentadoras lentas; el indicador
es el rojo neutro, asi que en medio 4cido se
observa de un color rosa intenso o fucsia en
las colonias o alrededor de las mismas que
corresponde a la reaccién de fermentacién

positiva (16, 50).

Figura 5. Proceso Fisicoquimico para la fermentacién de la
Lactosa.

Lactosa

Glucosa
1l

Galactosa

Enlace B-galactésido

B-galactdsido permeasa

Fuente: L. Corrales.




Se recomienda el uso de este medio en
muestras clinicas con posible flora micro-
biana mixta, tales como procedentes de la
orina, sistema respiratorio, heridas y otras,

porque permite la agrupacién preliminar de
bacterias entéricas y otras bacterias Gram
negativas en organismos fermentadores y
no fermentadores de lactosa (56).

Foto 7. Agar Mac Conkey (De izquierda a derecha: Medio sin sembrar, fermentacién de
lactosa positiva y fermentacién de lactosa negativa).

Fuente: L. Corrales.

Agar Endo

Es un medio importante para el examen mi-
crobiolégico del agua potable y residual, los
productos ldcteos y los alimentos. El me-
dio se utiliza adn en microbiologia clinica
y en otros sectores para el aislamiento y la
diferenciacién de la familia Enterobacte-
riaceae. La selectividad del agar Endo, se
debe a la combinacién del sulfito de sodio
(Na,SO,) con la fucsina bdsica, lo cual oca-
siona la supresién parcial de los microorga-

nismos Gram positivos (57). Los coliformes
fermentan la lactosa, produciendo colonias
color rosa oscuro a rojizo con un brillo me-
talico verdoso iridiscente y una coloracién
similar en el medio. Las colonias de mi-
croorganismos que no fermentan la lacto-
sa son incoloras o de color rosa pdlido en
contraste con el fondo rosa claro del medio

(58).
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Foto 8. Endo en microplacas deshidratadas para ser utilizado en la técnica de filtracién por membrana, para andlisis micro-
biolégico del agua. (a la izquierda medio hidratado sin membrana de filtracién, derecha medio con crecimiento bacteriano de
coliformes totales después de incubaci6n).

Fuente: L. Corrales.

Agar Eosina Azul De Metileno (EMB)

Este medio de cultivo tiene como inhibido-
res los colorantes eosina y azul de metileno;
como hidratos de carbono, lactosa y sacaro-
sa 'y como indicador eosina y azul de meti-
leno. Permite la diferenciacién de colonias
de organismos fermentadores de lactosa y
aquellos que no la fermentan; el contenido
de eosina y azul de metileno inhiben el de-

sarrollo de microorganismos Gram positi-
vos. La presencia de sacarosa permite, para
algunos miembros del grupo coliforme, fer-
mentarla con mds facilidad que la lactosa.
Las colonias lactosa positiva presentan un
color azul o moradas con brillo metélico o
poseen centros oscuros con periferias trans-
parentes incoloras y las que son negativas
se observan incoloras o rosa palido transpa-

rentes (59).

Figura 6. Procesos Fisicoquimicos para la fermentacion de la sacarosa.

Sacarosa

Glucosa
]

Fructosa

Enlace O-glucosidico
Alfa (1-2)-D-glucosa y beta-D-fructosa

Fuente: L. Corrales.
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Foto 9. Agar EMB sin sembrar y con fermentacion de aziicares positivo.

Fuente: L. Corrales.

Agar Xilosa Lisina Desoxicolato (XLD)

Contiene como inhibidor cloruro de sodio
(NaCl), tres hidratos de carbono: xilosa
(C,H,,O,), sacarosa (C,H,,0,) y lactosa
(C12H22011), el indicador es el rojo fenol
y la fuente de azufre es el tiosulfato de sodio
(Na,S,0,). La xilosa es una aldo-pentosa,
un monosacdrido que contiene cinco 4to-
mos de carbono y un grupo funcional alde-
hido (-CHO) que tiene un isémero funcio-
nal que es la xilulosa (C;H, O,) (50, 60).

Es un medio selectivo para aislamiento y
diferenciacién de Enterobacterias entero-

patégenas como Salmonella, Shigella y Es-
cherichia. La fermentacién de los azucares
(xilosa, lactosa y sacarosa) producen cam-
bio de color de rojo a amarillo por el indi-
cador rojo de fenol, debido a la oxidacién
del grupo carbonilo. El Tiosulfato de sodio
(Na,S,0,) y la sal férrica (Citrato férrico)
revelan la formacién de 4cido sulthidrico
(H,S) porla precipitacién de sulfuro de fé-
rrico (Fe,S,) de color negro presente en las
colonias; los microorganismos productores
de cadaverina, se evidencian por la forma-
cién de un color rojo purpura alrededor de
las colonias dado por el aumento del pH

(16).

Figura 7. Reaccién general de descarboxilacidn.

NH,

NH,

| — I

CH
R ™~ cooH

Descarboxilacién

- _CH, + coO,

Fuente: L. Caycedo
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Figura 8. Reaccién de Descarboxilacién del aminodcido lisina.

Descarboxilasa

NH, -~

HN-" COOH

Lisina

NH,
—_— HZN/\/\)

+ CO,

Cadaverina

Fuente: L. Caycedo

De otro lado, las protedlisis de las proteinas
producen aminodcidos individuales; ciertas
bacterias heterotréficas pueden liberar enzi-
maticamente el azufre de los diversos ami-
nodcidos azufrados, produciendo H S ga-
seoso, peptona, cisteina, cistina, metionina
y tiosulfato (§,0,* ) los cuales son fuente
de azufre. Las enzimas responsables de esta
actividad son la cisteina desulthidrasa y la
tiosulfato reductasa.

El catabolismo anaerobio de la cisteina pro-

duce H,S, dcido pirtdvico y amoniaco. El
., . 2-

anién tiosulfato S,0,* reemplaza al grupo

sulfato (SO,7) como aceptor de electrones y

es la fuente de azufre del microorganismo,
segun la siguiente reaccién:

4H* + 4e + 3 S,0:% —» 2S05> +H,S.

El H,S es un gas incoloro, su produccién
se detecta cuando el gas reacciona con cier-
tos metales, como plomo (Pb), hierro (Fe) o
bismuto (Bi) originando sulfuros (60, 61).
Por lo anterior, es necesario un segundo in-
dicador, asi que se propicia la reaccién con
una sal fuerte de hierro (citrato de amonio
férrico), lo cual produce un precipitado ne-
gro insoluble de sulfuro ferroso metdlico

(FeS).

Foto 10. Agar XLD. (De izquierda a derecha agar XLLD sin sembrar, Fermentacién de azicares positivo,
descarboxilacion de lisina y produccién de H2S.
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Agar Hektoen Enterico

Este medio contiene como inhibidor sales
biliares, como hidratos de carbono lacto-
sa, sacarosa y salicina, posee dos indicado-
res: azul de bromotimol y fucsina dcida y
como fuente de azufre tiosulfato de sodio
(Na,$,0,). La salicina es un glucésido B- al-
cohdlico, conformada por glucosa y alcohol
salicilico que estin unidos por un puente
éter acetdlico, la presencia del alcohol liga-
do al azticar aumenta la solubilidad debido
a la formacién de puentes de hidrégeno.

La presencia de los dos indicadores diferen-
cia las colonias de bacterias fermentadoras
de las no fermentadoras, las primeras toman
un color amarillo-anaranjado y las segun-
das, azul-verdoso. La presencia de sacarosa
evita la seleccién de patdgenos falsamente
positivos. Con el tiosulfato de sodio y el
amonio férrico se detectan los productores
de sulfuro de hidrégeno (H,S) por el preci-
pitado negro en el centro de la colonia. Este
es un medio ideal para el aislamiento selec-
tivo de Salmonella, Escherichia y Shigella, a
partir de heces y alimentos (16, 62).

Foto 11. Agar HE (De izquierda a derecha agar Hecktoen Entérico sin sembrar, fermentacion de aziicares positivo
y crecimiento sin fermentacién de aziicares.

Agar Cetrimide

Este medio cuenta con tiosulfato citrato
como inhibidor y azul de timol y de bro-
motimol como indicadores; es un medio
selectivo y diferencial para aislamiento de
Pseudomonas a partir de diversas muestras
ya que permite evidenciar la formacién de
pigmentos. El cetrimide, reactivo estd cons-
tituido por una mezcla de sales derivadas
del Bromo (Br'), de las cuales la mayor

concentracién corresponde a Bromuro de
hexadeciltrimetilamonio (C,;H,,BrN) que
constituye el componente que inhibe la flo-
ra acompanante (63,64).

Las colonias de Pseudomonas aeruginosa for-
man un pigmento de color verde-azulado
llamado piocianina que es fluorescente a la
luz UV, Esta reaccién se observa gracias a su
bioluminiscencia que requiere O,.
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Foto 12. Produccién de los pigmentos pioverdina y fluoresceina en el medio cetrimide.

Fuente: L. Corrales.

Agar Salado Manitol

Se emplea para el aislamiento selectivo y re-
cuento de Staphylococcus aureus en produc-
tos alimenticios, productos farmacéuticos y
cosméticos; es un medio altamente selectivo
por su alta concentracién salina; los esta-
filococos coagulasa positiva hidrolizan el
manitol (edulcorante obtenido de la hidro-
genacién del aziicar manosa) acidificando
el medio; las colonias aparecen rodeadas de
una zona amarilla brillante, los estafiloco-
cos coagulasa negativos, presentan colonias
rodeadas de una zona roja o purpura.

En el medio de cultivo, el extracto de carne
y la pluripeptona, constituyen la fuente de

carbono, nitrégeno, vitaminas y minerales,
el manitol es el hidrato de carbono fermen-
table, el cloruro de sodio (que se encuentra
en alta concentracién) es el agente selectivo
que inhibe el desarrollo de la flora acompa-
fiante, y el rojo fenol es el indicador de pH

(65).

Las bacterias que crecen en un medio con
alta concentracién de sal y que ademds fer-
mentan el manitol, producen dcidos, con
lo que se modifica el pH del medio y por
lo mismo vira el indicador de pH del color
rojo a amarillo. Los estafilococos crecen en
altas concentraciones de sal, y pueden o no
fermentar el manitol.



Foto 13. Agar Salado Manitol. (Izquierda medio sin sembrar, Derecha: Fermentacion
positiva Manitol).

Fuente: L. Corrales.

Agar Baird-Parker

Medio de alta especificidad diagnéstica, se-
lectivo y diferencial para el aislamiento y
recuento de Staphylococcus coagulasa po-
sitiva. Es un medio altamente nutritivo que
permite el crecimiento selectivo de Staphylo-
coccus ya que el telurito de potasio (K, TeO,)

y el cloruro de Litio (LiCl), inhiben el de-
sarrollo de la flora acompanante presente
en la muestra. Los Staphylococcus coagulasa
positiva reducen el telurito a teluro y asi se
originan colonias de color negro. Las bacte-
rias que tienen actividad lecitinasa, acttian

sobre la yema de huevo produciendo un
halo claro alrededor de la colonia (16).

[mocaon wmorme | emeoreo,

La fosfatidilcolina conocida como leci-
tina, es un fosfolipido que, junto con las
sales biliares, ayuda a la solubilizacién de
los 4cidos biliares en la bilis (65). Es el
componente mds abundante de la fraccién
fosfatidica que puede extraerse de la yema
de huevo. La fosfatidilcolina es uno de los

principales constituyentes de las bicapas
lipidicas de las membranas celulares. La
fosfolipasa D cataliza la hidrélisis de fos-
fatidilcolina a 4cido fosfatidico, liberando
la colina, soluble en el citosol, que pue-
de usarse para sintetizar triacilgliceroles y
otros lipidos de membrana (66).




Figura 9. Actividad de la Lecitinasa.

Lecitina fosfatidilcolina

0
[
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Glicerol Acidos grasos Acido fosférico

Colina

Fuente: L. Corrales.

Foto 14. Agar Baird Parker con formacién de Teluro de sodio y actividad lecitinasa.

Fuente: L. Corrales.
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Agar TCBS

El extracto de levadura, la peptona de car-
ne y la tripteina aportan nutrientes para el
desarrollo de las bacterias, este es el medio
selectivo mds adecuado para el aislamiento
de las especies de Vibrio, e inhibidor para la

mayoria de las enterobacterias.

La inhibicién estd dada por las altas concen-
traciones de tiosulfato y citrato, la presencia
de bilis y el pH que es fuertemente alcali-
no. La degradacién de la sacarosa es variable
entre las especies de Vibrio; las colonias son
verdes para las cepas que no la utilizan y
amarillas para aquellas que producen 4cido
a partir de este azucar. Los indicadores de

pH son azul de timol y azul de bromotimol,
que pasan de color azul al amarillo en me-

dio 4cido (50).

Es importante tener en cuenta, que en el
medio la proporcién de sacarosa estd equi-
librada de forma tal que no se inhiba el cre-
cimiento bacteriano por exceso de 4cido; el
NaCl favorece el crecimiento de microorga-
nismos haléfilos y halotolerantes e inhibe
el desarrollo de los no tolerantes (67). El
tiosulfato de sodio (Na,S,0,) aporta azufre
y junto con el citrato férrico (C,H,O_Fe)
permiten la formacién de ion es sulfato
(8O,7), iones sulfuro (S?) y la reduccién a
iones ferroso (Fe*?).

Foto 15. Agar TCBS (Derecha fermentacién de sacarosa positiva, izquierda fermenta-
cién de sacarosa negativa.

Fuente: L. Corrales.

Medio Lowenstein-Jensen

Lowenstein-Jensen es una base para la pre-
paracién de varios medios destinados al
aislamiento, cultivo y diferenciacién de mi-
cobacterias. La mezcla de huevos, constitui-

dos en su clara por la proteina ovoalbimina
y en la yema por vitaminas A, E, D, dcido
félico, B12, B6, B2, B1 y minerales como
hierro (Fe), fésforo (P), potasio (K) y mag-
nesio (Mg), que constituyen soporte para
el crecimiento de una gran variedad de mi-
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cobacterias. El verde de malaquita inhibe a
gran parte de la flora acompanante (68). Por
su parte, el agregado de glicerina estimula el
crecimiento de Mycobacterium tuberculo-
sis, pero inhibe el desarrollo de gran parte
de M. bovis., si se agrega un 5% de NaCl, se
pueden seleccionar micobacterias tolerantes
a la sal, como es el caso de M. smegmatis.

Para la siembra se recomienda, en proce-
dimientos de rutina, inocular la muestra
previamente descontaminada, sobre la su-
perficie del medio de cultivo. Incubacién
35-37°C; a los 7 dias de incubacién, se ob-
serva por primera vez si hubo crecimiento.
Luego, se debe observar cada semana, hasta
un total de 8 semanas , para establecer las
caracteristicas morfoldgicas y la presencia o
ausencia de pigmento en las colonias (50).

Foto 16. Cultivo de M. tuberculosis en L] con verde
de malaquita

Fuente: L. Corrales.

Schaedler Kanamycina-Vancomicina
Agar Con 5% Sangre De Cordero

Se utiliza para el aislamiento selectivo de
Bacteroides, Prevotella y diversos anaero-
bios Gram negativos a partir de muestras
clinicas. El medio base es el agar Schaedler,

un medio altamente nutritivo, desarrolla-
do especificamente para el crecimiento de
anaerobios obligados. Cuando se le agrega
vitamina K1 y hemina, se constituye en la
base para varios medios selectivos, inclui-

dos Schaedler-KV Agar con 5% de sangre

de cordero.

La combinacién de kanamicina y vanco-
micina se usa en el aislamiento selectivo de
anaerobios Gram negativos; la adicién de
tres peptonas le proporcionan los nutrientes
para el desarrollo bacteriano, y la glucosa es
fuente de energfa, contiene ademds un tam-
pén Tris (hidroximetil-aminometano), de
férmula (HOCH,),CNH,, para evitar la re-
duccidn excesiva del pH durante la fermen-
tacién de la glucosa. El extracto de levadura
es una rica fuente de vitaminas; la hemina
y la sangre de carnero suministran hemo
o factor X, necesario para el metabolismo
respiratorio de una variedad de anaerobios
estrictos. Se considera que la vitamina K
favorece el crecimiento de una variedad de
anaerobios Gram negativos. El cloruro de
sodio, proporciona los electrolitos esencia-
les; la kanamicina inhibe los bacilos anaero-
bios Gram negativos facultativos y muchas
otras bacterias facultativas, mientras que,
la vancomicina inhibe las bacterias Gram
positivas. La adicién de estos agentes anti-
microbianos convierte al medio en selectivo
para anaerobios Gram negativos estrictos,
tales como Bacteroides y Prevotella (69, 70).
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Agar Feniletanol (Agar Alcohol Fenil
Etilico)

Es un medio selectivo para el aislamiento
de Estafilococos y Estreptococos a partir de
diversas muestras con flora mixta. La pep-
tona, el extracto de levadura y el extracto
de carne, proporcionan los nutrientes ne-
cesarios para el desarrollo de los microor-
ganismos Gram positivos. La presencia del
alcohol fenil etilico (feniletanol) inhibe el
desarrollo de los microorganismos Gram
negativos, ya que evita la sintesis de DNA.
La adicién de sangre de carnero al 5% no
se recomienda para la determinacién de re-
acciones hemoliticas, ya que se pueden pre-
sentar reacciones atipicas. También evita el
crecimiento en velo de algunas especies de
Clostridium como Clostridium septicum, fa-
cilitando de este modo su aislamiento. Se
aconseja sembrar en este medio las muestras
purulentas o cuando sea previsible una in-

feccién mixta (71).

Conclusiones

1. La nutricién bacteriana corresponde a un
conjunto de reacciones quimicas en las que
intervienen la energia y diferentes sustan-
cias en forma de elementos, iones y com-
puestos; bien sea, en procesos anabdlicos o
catabdlicos.

2. Los cultivos bacterianos, constituyen
uno de los aportes mds importantes desde
la microbiologia en la comprensién y el

diagnéstico de los procesos infecciosos; en
su composiciéon, se encuentran sustancias
orgdnicas e inorgdnicas que determinan di-
ferentes mecanismos de reaccién.

3. La temperatura, el pH, la actividad del
agua y el potencial Redox son propiedades
fisicoquimicas que inciden directamente en

el crecimiento bacteriano.

4. La selectividad y la especificidad de los
medios de cultivo se explican por las sustan-
cias utilizadas en la preparacién de los mis-
mos y por las propiedades fisicoquimicas de
los azucares, las proteinas, y los indicadores
que revelan el comportamiento bacteriano.

5. La comprensién de la nutricién y el creci-
miento bacteriano implican el conocimien-
to de reacciones tales como fermentacién,
oxido-reduccién y descarboxilacién entre
otras.

6. Los aportes de la metagenémica en la
identificacién de especies bacterianas se en-
riquecen con la culturémica y el uso de me-
dios de cultivo especificos en el aislamiento

de estas especies.
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