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RESUMEN

Este proyecto esta basado en la importancia clinica de los métodos fenotipicos para la
identificacion bacteriana, la identificacion por métodos fenotipicos es importante ya que
ayudan a detectar cualquier microorganismo variante de alguna enfermedad y asi poder
diagnosticarla. Los objetivos de este trabajo es describir los métodos fenotipicos mas
utilizados y su importancia para la identificacion de microorganismos dentro de la
microbiologia, para la realizacion de este caso practico escrito se utiliza dos tipos de
metodologia que son la descriptiva y la deductiva, las cuales son Utiles para determinar
las caracteristicas mas importantes por medio de revision cientifica, recopilacion de
informacién bibliografica de los métodos fenotipicos, los métodos utilizados en la
identificacion fenotipica son las pruebas bioguimicas, cultivo, cuantitativa, cualitativa,
morfologia y microscopia, los cuales son métodos sencillos y econémicos estos métodos
se caracterizan por ser métodos observables, dentro de estos métodos también tenemos a
los automatizados que son, dilucion rapida, PCR, deteccidén de métodos protedmicos, en
la identificacidn fenotipica existen 3 niveles, el primer nivel mas sencillo como tincion
de Gram, el segundo se encarga de la identificacion especifica del género al que pertenece
el microorganismo y el tercer nivel se encarga de la identificacion a nivel de especie
mediante el uso de determinadas pruebas bioquimicas, como resultado se logré identificar
los métodos fenotipicos y su importancia, lo que me permite concluir que los métodos
mas utilizados son pruebas bioquimicas, cultivo, morfologia y microscopia, lograndose

convertir en una herramienta principal para el diagnostico clinico.

Palabras claves: Método, Fenotipico, Microscopia, Cultivo, Morfologia.



ABSTRACT

This project is based on the clinical importance of phenotypic methods for bacterial
identification, the identification by phenotypic methods is important because they help to
detect any variant microorganism of any disease and thus be able to diagnose it. The
objectives of this work is to describe the most used phenotypic methods and their
importance for the identification of microorganisms within microbiology, for the
realization of this written case study is used two types of methodology that are descriptive
and deductive, which are useful to determine the most important characteristics through
scientific review, The methods used in phenotypic identification are biochemical tests,
culture, quantitative, qualitative, morphology and microscopy, which are simple and
economical methods, these methods are characterized by being observable methods,
Within these methods we also have the automated methods that are, rapid dilution, PCR,
detection of proteomic methods, in the phenotypic identification there are 3 levels, the
first simplest level as Gram staining, the second is responsible for the specific
identification of the genus to which the microorganism belongs and the third level is
responsible for the identification at the species level through the use of certain
biochemical tests, As a result, it was possible to identify the phenotypic methods and their
importance, which allows me to conclude that the most used methods are biochemical
tests, culture, morphology and microscopy, becoming a main tool for clinical diagnosis.

Key words: Phenotypic, method, Microscopy, Culture, Morphology.
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1. INTRODUCCION

En la actualidad, la identificacion convencional o fenotipica basada en caracteristicas se
realiza a través de métodos sencillos, ya que su desempefio y costo los hace mas faciles
de obtener incluye la observacion de caracteristicas macroscépicas, como su morfologia,
desarrollo, caracteristicas bioquimicas y metabolicas y observaciones de las

caracteristicas microscopicas.

La diferencia entre las caracteristicas fenotipicas de los aislamientos en estudio y las
caracteristicas fenotipicas de las cepas correspondientes hace que la identificacion de

métodos fenotipicos sea lo mas posible, pero no segural.

También depende del proceso metabdlico de los microorganismos, por lo que requieren
que el cultivo tenga un crecimiento suficiente y menos tiempo de incubacion para lograr
el resultado®. Sus condiciones ambientales afectan el metabolismo bacteriano, lo que

puede conducir a una variaciones fenotipica®.

En los métodos de identificacion bacteriana es necesario argumentar el avance
tecnoldgico en la biologia molecular ya que es de gran ayuda para la identificacién de las
caracteristicas especiales, caracteristicas fenotipicas y su reubicacién en la taxonomia
general de cada microorganismo, que nos permite el descubrimiento de género y especies

bacterianas® ®.

Para ello es necesario conocer sobre la préactica clinica ya que en este ambito se observa
el crecimiento del organismo cultivos, morfologia y caracteristicas macroscopicas y
microscopicas®. En los métodos fenotipicos son utilizados para la identificacion de
microorganismos Yy deteccion de enfermedades esta informacion se obtuvo mediante la
metodologia deductiva y descriptiva que son de ayuda para complementar la importancia

de los métodos fenotipicos.



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Analizar los métodos fenotipicos mediante una revision bibliogréfica para la

identificacién bacteriana.

2.2 OBJETIVO ESPECIFICO

Describir los métodos fenotipicos utilizados para la identificacion de microorganismos.

Describir la importancia de los métodos fenotipicos en la microbiologia.



3. DESARROLLO

3.1 IDENTIFICACION BACTERIANA

La biologia molecular ha avanzado, complementando la clasica tecnologia de
identificacion bacteriana, que también hace posible el descubrimiento o reagrupamiento

de géneros y especies bacterianas®.

La identificacion de bacterias en microbiologia clinica permite, no solo poder identificar
caracteristicas especiales de cada microorganismo y su reubicacion en la taxonomia
general, sino también en sus caracteristicas fenotipicas como aspectos en medios de

cultivo, morfologia propiedades fisioldgicas y propiedades biogquimicas®.

3.2 IMPORTANCIA CLINICA

Los métodos fenotipicos que se utilizan actualmente en la practica clinica para detectar
una variedad de bacterias que consisten observar el crecimiento de organismos por medio

de cultivos, morfologia y caracteristicas macroscopicas y microscopicas®.

La practicidad de estos métodos fenotipicos es simples y econémicos’. La mecanizacion
de la microbiologia en laboratorios y el fenotipo son cumplidamente utilizados, contiene
la deteccion de los cambios colorimétricos y de turbidez del sustrato de cultivo, estos
cambios reflejan asimilacion de microorganismos por lo que se puede registrar los

patogenos®.

3.3 METODO FENOTIPICO

Los métodos fenotipicos se basan en la determinacion de caracteristicas bioquimicas y/o
fisiologicas, son la primera herramienta para la comparacion de microorganismos,
incluida la determinacion de actividades enzimaticas, la capacidad metabolica y los
determinantes antigénicos o susceptibilidad a agentes bactericidas®.

Este es el proceso tradicional de identificacion de bacterias como:

10



Morfologia bacteriana (tamafio, apariencia, inclusiones, esporas, capsulas, flagelos, tipo
de mancha)®°.

Requisitos nutricionales, caracteristicas quimiotaxonomicas (tipo de pared celular,
membrana celular, proteinas, lipopolisacaridos)™°.

Apariencia en el medios de cultivo (morfologia, borde, elevacion, superficie, textura,
opacidad, pigmentacion)®®.

Caracteristicas fisiologicas (tolerancia de crecimiento a distintas temperaturas, pH y
cloruro sodico, y atmosfera de O2 libre)™°.

Caracteristicas bioquimicas (metabolismo de nitrogeno, utilizacion de carbohidratos,

degradacion de macromoléculas, tipo de enzimas respiratorias)™°.

3.4 METODOS AUTOMATIZADOS:

3.4.1 Dilucién rapida (métodos comerciales fenotipicos: Vitek, Phoenix, Microscan)
Estos métodos, como identificacion automatica, consisten en paneles con micro agujeros,
que pueden distinguir cepas resistentes de cepas neutrales o sensibles en base a diferentes

puntos criticos, y contienen diferentes concentraciones de agente antimicrobiano®?.

Estos paneles o tarjetas contienen agentes antimicrobianos definidos para diferentes tipos
de microorganismos (bacilos, cocos, levaduras, Gram positivo, Gram negativo),
ingresarlos en el equipo correspondiente, y luego determinar la CIM de cada cepa por

método turbidimetrico!.

3.4.2 Pcr
Identifica de manera répida, precisa y econdmica la presencia de secuencias
nucleotidas especificas (genes o marcadores) presentes en una muestra determinada

promueve la investigacion de epidemiologia molecular*?.

3.4.3 Deteccion por métodos protedmicos
Los métodos protedmicos, liderados por MALDI-TOF MS, han demostrado ser un buen
método para la determinar la resistencia a los antibidticos con una excelente sensibilidad,

y especificidad, y también un método rapido y facil de usar®®.

11



3.5 USO DEL METODO FENOTIPICO

Los métodos fenotipicos se usan para la identificacion de microorganismos y deteccion
de enfermedades como la Mycobacterium tuberculosis, Streptococcus anginosus,
Streptococcus constellatus, Streptococcus intermedius, Pseudomonas aeruginosa,

Escherichia coli, enterobacterales s-lactamasa entre otras!41>1617,

3.6 PRUEBAS DE IDENTIFICACION FENOTIPICA

3.6.1 Caracteristicas microscopicas
El estudio microscopico es importante para observar la estructura de las células y su

tamafio?®.

3.6.2 Pruebas bioquimicas

Determina qué microorganismo es el causante de una determinada enfermedad*®.

3.6.3 Pruebas que se utilizan en la identificacion preliminar y con lectura
inmediata

Catalasa y Oxidasa.

3.6.4 Pruebas rapidas, con lectura en menos de 6h
Hidrolisis del hipurato, B-galactosidasa (ONPG), Amino peptidasa, LAP, Ureasa e

Indol®8,

3.6.5 Pruebas lentas, con lectura de 18 a 48h

Oxido-Fermentacién, Reduccion de nitratos, Rojo de metilo, VVoges-Proskauer, Agar
hierro de Kligler, Fermentacion de azUcares, Hidrolisis de la esculina, Coagulasa,
Fenilalanina-desaminasa, ADNasa, Hidrolisis de la gelatina, Descarboxilasas, Lipasa,
Lecitinasa, Utilizacion de citrato, Utilizacion de malonato y Prueba de CAMP?8,

12



3.6.6 Pruebas basadas en la resistencia a ciertas sustancias
Optoquina, Bacitracina, Solubilidad en bilis y Crecimiento en caldo hipersalino®®.

3.6.7 Sistemas comerciales multipruebas
Sistemas comerciales manuales o galerias multipruebas, Sistemas comerciales

automatizados®®.

4. METODOLOGIA

El presente trabajo utilizara dos tipos metodoldgicos que son el método deductivo y
descriptivo.

El método deductivo se utilizara para determinar las caracteristicas de los métodos
fenotipicos, mediante una revision de articulos cientificos y el método descriptivo es para
obtener e interpretar informacion con el maximo rigor o exactitud posible, previamente

establecidos en articulos, revistas cientificas.

4.1 Reactivo practico

En la Microbiologia clinica es necesario la identificacion de microorganismos causales
de enfermedades, siendo de gran ayuda los métodos fenotipicos de identificacion, lo cual
no incluye a microorganismos con caracteristicas especiales como: micobacterias,

anaerobios, rickettsias, clamidias, micoplasmas y espiroquetas.

4.2 Pregunta a resolver

En el diagndstico clinico qué importancia tiene el uso de los métodos fenotipicos de
identificacion bacteriana

Los métodos fenotipicos son importantes para la identificacion de bacterias para detectar
una variedad de microorganismos con el objetivo de observar el crecimiento de
organismos por medio de diferentes pruebas que son pruebas bioquimicas cultivos,

morfologia y caracteristicas macroscopicas y microscopicas®.
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4.2.1 Niveles de identificacion fenotipica

a) Todas las caracteristicas fenotipicas conocidas son importantes y deben ser
consideradas al inicio del proceso de identificacion, pero en principio, aquellas pruebas
que son rapidas y sencillas de realizar, como tinciones de Gram u otras tinciones,
morfologia, crecimiento en diferentes atmdsferas de cultivo, crecimiento en varios tipos

de medios de cultivo, oxidasa y catalasa*®.

Con estas pruebas generalmente es posible ubicar temporalmente las bacterias en uno de
los principales grupos de importancia médica, luego, puede elegir otros métodos con
mayor capacidad de distincion porque muchos microorganismos mostraran una

apariencia muy similar al examen macro y microscopico*®.

b) El segundo nivel de identificacion debe especificar el género al que pertenece el
microorganismo por las caracteristicas del cultivo (por ejemplo atmdsfera) y la prueba
principal que involucra el género, grupo de géneros u otra serie de casos a la que el tipo

de aislamiento pertenece®®,

Las pruebas primarias son: Gram, morfologia, catalasa, oxidasa, fermentacion oxidativa,
fermentacion de glucosa, produccion de esporas, crecimiento en migracién aerobica y
anaerdbica, también deben tenerse en cuenta los datos clinicos esto depende, en gran
medida, del patron estable de caracteristicas fenotipicas y en la experiencia del

microbidlogo®®.

c) Finalmente la identificacion debe realizarse a nivel de especie, mediante el uso de
determinadas pruebas bioquimicas, las bacterias clinicamente méas importantes se pueden
identificar con un alto grado de precision si el primer esquema no puede usarse para la
identificacion, se puede usar una combinacion de prueba mas amplia como las que se

encuentra en diferentes sistemas comerciales?®.

Los resultados se recopilan y comparan con pruebas estandarizadas o perfiles de
identificacion digitales, la desventaja de este proceso es que los resultados incorrectos en
la prueba primaria pueden provocar una identificacion errénea, una perdiendo tiempo y

recursos, y dar lugar a resultados incorrectos®.

14



4.3 METODOS FENOTIPICOS PARA IDENTIFICACION MICROBIOLOGICA

4.3.1 Cuantitativos: Pueden la concentracion minima inhibitoria (CIM) en ug/ml de un
agente antimicrobiano frente a un determinado microorganismo especifico, lo cual es muy

util para determinar dosis, especialmente en pacientes graves'!.

4.3.2 Cualitativos (difusion en disco o Kirby Bauer), a traves de la medicion de un
halo en milimetros, se puede correlacionar con la CIM y proporcionar una categoria de

susceptible, intermedio o resistente a cada agente antimicrobiano®?.

4.3.3 Método microscopico

El estudio microscépico es importante en fresco y tras tincion revela la forma, la manera
de agruparse, la estructura de las células y su tamafio, las tinciones son el primer paso, y

ocasionalmente el Gnico, para la identificacion bacteriana®®.

Los béasicos son los mas usados en bacteriologia, debido a que las bacterias, ricas en
acidos nucleicos, portan cargas negativas en forma de grupos fosfato, los que se combinan
con los colorantes cargados positivamente, dentro de éstos los méas empleados son,
tionina, azul de toluidina, azul de metileno, fucsina, cristal violeta, violeta de genciana,

verde metilo, safranina y verde de malaquita®.

Las tinciones més utilizadas e imprescindibles son la del azul de metileno y la de Gram,
la tincién de Gram se considera basica en la valoracion inicial de muestras para analisis

bacteriol6gico®.

4.4 Método macroscépico
4.4.1 Morfologia.

La morfologia de la colonia es crucial para la identificacion preliminar y diferenciacion
de microorganismos, proporcionan una mayor solidez con sus caracteristicas
morfologicas el tamafio y la forma de esporas, presencia o ausencia de hongos,

esclerocios, metamorfosis y caracteristicas culturales como color de la colonia la textura

15



y tasa de crecimiento y las caracteristicas morfoldgicas no son suficientes para su uso
para diagndstico, porque el fenotipo y morfologia de las especies son muy diferentes en

diferentes condiciones ambientales??,

4.5 Pruebas bioquimicas

Las pruebas bioquimicas son de gran utilidad en el campo de la microbiologia clinica, ya
que pueden determinar que microorganismo es el causante de una determinada

enfermedad que pueda padecer un paciente y de esta forma atacar correctamente®®.

En las colonias aisladas del medios de cultivo se realiza una prueba bioquimica rapida y
sencilla, que permiten inferir rdpidamente las diferencias entre los grupos microbianos o
los tipos de bacterias, y detectar el efecto enzimatico a través de la aparicion del indicador
de pH o del pigmento, el producto final en caso de cambio de medio, algunas de estas
pruebas son técnicas rapidas, ya que evallan la presencia de una enzima preformada y su

lectura oscilan entre unos segundos hasta unas pocas horas*®.

Otras pruebas requieren que lean el crecimiento del microorganismo e incuben con el
grupo durante 18 a 48 horas, que son la mayoria de pruebas que detectan componentes

metabodlicos o determinan la sensibilidad de un microorganismo a ciertas sustancias™®.

4.6 Método de Cultivo

Los medios de cultivo permiten el desarrollo de las bacterias, hongos y/o virus, pero el
medio se puede utilizar en agar (sélido) y caldo (liquido), los nutrientes, el pH y la

temperatura de estos cultivos son Gnicos para el crecimiento de microorganismo?2.

A su vez, es importante sefialar que en los Laboratorios de microbiologia se utilizan otros

medios para determinar la contaminacion en alimentos, medicamentos, ambientes, etc?

4.6.1 De screening y punto de corte, permiten la separacion de cepas con mecanismos
de resistencia especificos de las cepas que no lo poseen para ello, existen diversos agares
cromogénicos o de screening, que contienen una concentracion de agente antibacteriano

que constituye el punto critico para determinacion de cepas resistentes®!,
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5. CONCLUSION

Se analiz6 mediante una revision bibliografica, los métodos fenotipicos para
identificacion microbiana, en los cuales encontramos pruebas biogquimicas, cultivo,

morfologia y microscopia.

El cultivo es una técnica empleada para identificar diferentes microorganismos como
bacterias, levaduras y mohos, mediante su crecimiento y desarrollo en el medio de
inoculaciéon. El comportamiento morfologia y estructura permite clasificar estos

microorganismaos.

Es por esto la importancia de las pruebas bioquimicas, ya que permiten identificar la
patogenia de distintas enfermedades causadas por microorganismos, permitiendo un

diagnostico oportuno y un tratamiento adecuado que prevenga mayores complicaciones.

Los métodos fenotipicos en la microbiologia son importantes, ya que permite reconocer
en un alto grado de precision la mayoria de las bacterias clinicamente significativas,
tienen un bajo costo, son accesibles, se puede detectar cuales son los causantes de ciertas
afecciones en el organismo y asi crear métodos de prevencion de las mismas ya sea

mediante vacunas y antibioticos.
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