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Streptococcus pneumoniae

Diplococos lanceados 

Gram positivo

Encapsulado

Diámetro 0,5 a 1,25 μm

Genoma: ~ 2. 292,125 pb, ~2.449 genes

Arregladas en pares o en cadenas cortas (división en un plano)

Requieren medios complejos para su desarrollo (Agar sangre ovina, MHS, caldo ajustado con 
cationes + sangre lisada de caballo)



Tomado de: http://www.sciencephoto.com/media/13060/view

S.pneumoniae

Una de las estructuras 
fundamentales es la 
cápsula compuesta por 
polisacáridos

Clasificando más de 100
serotipos según su 
composición antigénica 

Varían en enfermedad neumocócica invasiva , 
grupos de edad, virulencia y distribución geográfica

La distribución de serotipos ha cambiado en países 
que han implementado vacunas conjugadas 
antineumocócica (PCV)

Geno KA, et a l., 2015

Agudelo CI, et al., 2006

Cal ix et a l., 2012 

Parra, E. L., Ramos, V., Sanabria, O., & Moreno, J., 2014 

Streptococcus pneumoniae

1 3 4 5 6A 6B 7F 9V 14 18C 19A 19F 23F

7 Valente 10 Valente 13 Valente

Serotipos incluidos en las vacunas conjugadas 



Streptococcus pneumoniae

Colonias lisas, pequeñas, brillantes, circundadas por un halo verde de α
hemólisis, exhiben una zona de depresión central causada por una autolisis
parcial.

Requiere atmósfera de 5% a 7% de CO2 para su crecimiento.

Serotipo 19A Serotipo 3 Autolisis 



Diagrama de flujo de 
las pruebas para la 
identificación de                                  
S. pneumoniae



Prueba de susceptibilidad a la optoquina

I. Cultivo puro 18- 24 horas de crecimiento a 35-37 oC
con ~ 5% de CO2

II. Tome una colonia y siembre en una caja de agar 
sangre masivamente

III. Coloque un disco de 6 o 10 mm con 5 µg de 
optoquina

IV. Incube de 18 – 24 horas a 35-37 oC con ~ 5% de CO2
V. Mida la zona de inhibición
VI. Las zonas de inhibiciones mayores o iguales a 14 mm 

y 16 mm respectivamente indican una prueba 
positiva, lo que permite realizar una identificación 
presuntiva del aislamiento como S. pneumoniae

Cepas control 
control positivo: S. pneumoniae ATCC 49619 
control negativo: Streptococcus grupo viridans



Prueba de solubilidad en bilis

I. Preparar una suspensión bacteriana 
(McFarland No. 1) a partir de un cultivo de 
18-24 horas en 1 ml de 0,5% de solución 
salina

II. Divida la suspensión en dos tubos de 0,5 ml 
(prueba y control)

III. Añada 0,5 ml de 2% desoxicolato de sodio 
(sales biliares) al tubo de ensayo y 0,5 ml de 
solución salina al tubo de control

IV. Incube a 35-370C durante un máximo de 2h 
(hacer una primera lectura después de 10 
minutos de incubación si es negativo re-
incubar y leer después de 2 horas)

Control de calidad
Control positivo S. pneumoniae ATCC 49619
Control negativo Streptococcus grupo viridans.

Streptococcus group “viridans” No 
soluble en bilis 

S. pneumoniae
Soluble en bilis 



Serotipificación

Es una reacción de precipitación entre el 
suero específico (anticuerpo), que 
reacciona con el polisacárido capsular 
(antígeno), haciendo evidente la cápsula 
cuando se observa al microscopio. 

Franz Neufeld publicó en 1902 el 
descubrimiento de este fenómeno llamado 
reacción de Quellung (hinchazón). 

 Detecta aproximadamente 95 serotipos
 Costoso
 Realizada por los LNR 

Reacción de Quellung

Clinical Infectious Diseases 2008; 46:926–32

CDC, Streptococcus Laboratory



Técnicas moleculares

14  6  23F 19A 9V 19F 3  15B 18 17F 1   5   9N  7F 16F 8    2    4  20 22F

7C 12F 11A 10A 23A 21 33F 15A 35F 13 39   23B 35A 38 35B 24 10F 3419Fv 31

Reacción 1 Reacción 2 Reacción 3 Reacción 4

Reacción 5 Reacción 6 Reacción 7 Reacción 8

PCR Convencional para la detección de 40 serotipos, protocolo CDC. 



Pruebas de sensibilidad antimicrobiana

1. Difusión en agar o Kirby Bauer (Prueba de tamizaje de la 
oxacilina) 

2. Determinación de la concentración inhibitoria mínima (CIM) 

• Macrodilución en tubo 

• Microdilución en placa 

• Prueba epsilon o E-test 

• Metodo automatizado Vitek 2 tecnology

Control de calidad 
S. pneumoniae ATCC 49619 
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Interpretación de penicilina y ceftriaxona
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Haemophilus influenzae

Forma parte de la flora normal  de la orofaringe y la 
nasofaringe de niños y adultos.

Existen seis tipos capsulares denominados (a,b,c,d,e y f) y 
aislamientos sin capsula no tipificables (HiNT). 

Antes de la introducción de la vacuna, contra H. 
influenzae tipo b (Hib), era uno de los principales agentes 
etiológicos de enfermedades en la población pediátrica,  
como meningitis, neumonía, otitis media y epiglotitis.

J Clin Microbiol. 2003; 41:1664–72

textbookofbacteriology.net

www.bacteriainphotos.com

http://textbookofbacteriology.net/haemophilus.html
https://www.google.com.co/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&docid=klYnxC4rUNXKbM&tbnid=LAQ1EPq3ARrjuM:&ved=0CAQQjB0&url=http://www.bacteriainphotos.com/Haemophilus influenzae.html&ei=mK3CU_mYI67hsASBroHgBQ&bvm=bv.70810081,d.cWc&psig=AFQjCNEyZAKvUyg6ntpyu7W_3z_-zDwaDg&ust=1405353703799923


Diagrama de flujo de las 
pruebas para la 
identificación H. influenzae



Haemophilus influenzae

Características:
 Gram: bacilos o cocobacilos Gram negativos

 Anaerobios facultativos

 Satelitismo.

 Es nutricionalmente fastidioso por lo que requiere de 
medios enriquecidos:

 Hemina (factor X) y con nicotinamida adenina 
dinucleotido (NAD o factor V), (agar chocolate 
suplementado)

 Temperatura de 35°C y una atmósfera de 5-10% de 
CO2.  



Prueba de oxidasa de Kovac

Determina la presencia de citocromo
oxidasa.

El reactivo de oxidasa de Kovac
(dihidrocloruro de tetrametil-p-
fenilendiamina), se convierte en un
compuesto púrpura por organismos que
contienen citocromo C como parte de su
cadena respiratoria.



Requerimiento de factores X y V  

 Los factores X y V, ambos hidrosolubles,
difunden fácilmente en agar.

 Los discos o tiras de papel de filtro con
estos factores se colocan sobre la
superficie de un medio deficiente en
dichos factores como el agar tripticasa
soya, previamente inoculado en forma
masiva con el organismo en estudio.

 La dependencia de la bacteria por los
factores X y V se determina observando
el patrón de crecimiento de las colonias
alrededor de las tiras de papel.



Prueba de la síntesis de las porfirinas 

Los microorganismos que poseen la
enzima porfobilinógeno sintetasa, (no son
dependientes del factor X de forma
exógena), pueden transformar el ácido
delta-aminolevulínico (ALA) en porfirinas y
porfobilinógeno.

Las porfirinas pueden ser detectadas por
un color rojo naranja que fluorece con luz
ultravioleta de una longitud de onda de
360 nm (lampara de Wood) y el
porfobilinógeno se determina en el medio
con el reactivo de Kovac.

Positivo Negativo

Positivo Negativo

Control positivo: H. parainfluenzae ATCC 7901(color rojo en el disco) 
Control negativo: H. influenzae ATCC 10211(no hay color en el disco)



Serotipificación
Aglutinación en lámina 

I. Coloque por separado dos gotas de 5 ó 10
μl de la suspensión bacteriana (tubo #5 MF), en
una lámina portaobjetos y agregue a una de
ellas 5 ó 10 μl del antisuero polivalente y a la
otra, 5μl de solución salina (control negativo).

II. Observe la formación de grumos
bacterianos antes de 1 minuto. Sólo una
aglutinación gruesa se debe considerar positiva.

III. Sí la reacción con el polivalente es positiva,
continúe con el anti-b y después con los otros
antisueros (anti-a,c-f). El orden de los
antisueros se basa en la prevalencia de los
serotipos en una región.



Genotípicamente

PCR convencional
J.Clin. Microbiol 1994; 32:2382-6.

PCR Múltiple
Univ. Méd 2008; 49: 436-452.

Diagn Microbiol Infect Dis.

2010;66:235-40. 

PCR en tiempo real
J Clin Microbiol. 2007; 45:2305-8.

Diagn Microbiol Infect Dis 2009; 64:366-73

Serotipificación
Técnicas moleculares



Método de la cefalosporina cromogénica Cefinasa

Se basa en el cambio de color de una cefalosporina incolora a un color rosa, en presencia de la
β-lactamasa.

Lectura
La presencia de color rosado en la superficie del disco indica la producción de β-lactamasa, por
parte del microorganismo estudiado.

Control de calidad
Control positivo Staphylococcus aureus ATCC 29213 color rojo en el disco
Control negativo Neisseria gonorrhoeae ATCC 29216 no hay color en el disco

Staphylococcus aureus ATCC 25923



Pruebas de sensibilidad antimicrobiana

1. Difusión en agar o Kirby Bauer

Medio utilizado: agar Haemophilus Test Medium (HTM)
Inoculo: Suspensión escala de MacFarland 0.5
Incubación: 35±2°C con 5% CO2;  16-18 horas 

Control de calidad 
H. influenzae ATCC 49247 
H. influenzae ATCC 49766 



Pruebas de sensibilidad antimicrobiana

2.  Determinación de la concentración inhibitoria mínima (CIM) 
Macrodilución en tubo 
Microdilución en placa 
Prueba epsilon o E-test 

Medio utilizado: Caldo Haemophilus Test Medium (HTM)
Incubación: 35±2°C ;  20-24 horas 

Control de calidad 
H. influenzae ATCC 49247 
H. influenzae ATCC 49766 
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Neisseria meningitidis

•Diplococo Gram-negativo.
•Causante de meningitis y sepsis bacteriana, especialmente en niños y adolescentes
•Comensal asintomático en aproximadamente el 10% de la población.
•La clasificación principal de N. meningitidis es basada en la capsula, según la composición de
polisacáridos se clasifica en serogrupos (A, B, C, W, X y Y) y de acuerdo a las proteínas se clasifica en
serotipo y serosubtipo.



Diagrama de flujo de las 
pruebas para la 
identificación 
N.meningitidis



Neisseria meningitidis

• Diplococo Gram negativo, en forma de riñón o grano de 
café 

• Cultivo: Colonias grandes grisáceas y mucoides crecimiento 
35±2 con 5% CO2 . Agar sangre y chocolate.

http://www.gefor.4t.com/concurso/bacteriologia/neisseriameningitidis1.jpg
http://www.gefor.4t.com/concurso/bacteriologia/neisseriameningitidis1.jpg


Prueba de oxidasa de Kovac

Determina la presencia de citocromo
oxidasa.

El reactivo de oxidasa de Kovac
(dihidrocloruro de tetrametil-p-
fenilendiamina), se convierte en un
compuesto púrpura por organismos que
contienen citocromo C como parte de su
cadena respiratoria.



Fermentación de carbohidrato

Glucosa Maltosa Lactosa Sacarosa



Serotipificación de N. meningitidis

La clasificación principal de N. meningitidis es basada en la capsula, según la composición de polisacáridos se han
clasificado 13 serogrupos. Sin embargo, la mayoría de los casos son ocasionados por los serogrupos A, B, C, W, X e Y.
Los cuales, difiere en frecuencia por región geográfica.

Proceso Metodología Descripción Resultado

Serogrupo
-Aglutinación de 
antisueros contra 
polisacáridos capsulares
-Reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR) 

Antígenos de DIFCO, Beckton
Dickinson

PCR amplificación genes ctrA-
Sodc

Serotipificación Detección de anticuerpos 
monoclonales

Dot-blot

Positivo Negativo
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Metodologías semiautomatizadas 



Utilidad  También llamadas POCT (pruebas en el punto de atención).
 Resultado menor a 7 horas.
 Diagnostico resultado y tratamiento en una misma consulta.

 Disminución de uso de antibióticos cuando hay etiología vírica.
 Reduce el uso de pruebas diagnosticas innecesarias.
 Disminuye el tiempo de estancia hospitalaria.
 Favorece la implementación de medidas de aislamiento que limitan la

transmisión nosocomial.
 Sencillez en el procesamiento de la muestra y la interpretación de

resultados.
 Estas pruebas diagnosticas de origen bacteriano se afectan en menor

cantidad cuando existe un tratamiento previo.

Técnicas de diagnóstico rápido



Diagnóstico rápido

Inmunocromatografía



Pruebas rápidas de aglutinación de antígenos
en partículas de látex

Permite la detección de S. pneumoniae, H.
influenzae y N. meningitidis A, B, C, Y y W).

Se debe informar al médico tratante lo más
pronto sobre los resultados presuntivos que
orienten al médico en la atención temprana
del paciente, el tratamiento antimicrobiano y
las medidas profilácticas.

Diagnóstico rápido 



Diagnóstico rápido 

PCR en tiempo real (protocolo CDC)

I. Identificación de S. pneumoniae, H. influenzae, y  N. meningitidis a partir de LCR.
II. Identificación de 6 serogrupos de N. meningitidis



Diagnóstico rápido
PCR en tiempo real (estuches comerciales) 



 Realizar un diagnóstico presuntivo y rápido de agentes infecciosos

 Determinar la respuesta inflamatoria

 Verificar la calidad de la muestra clínica

 Permite un inicio rápido de un tratamiento adecuado

 Proporcionar rápidamente evidencia de infección, incluso si las cultivos
no crecen

Diagnóstico rápido

Coloración de Gram 



Utilidad 
 Permite identificar la cantidad de los microorganismos presentes, el

germen predominante en una infección mixta o en muestras contaminadas
con flora normal.

 La coloración de Gram a partir de muestras clínicas es un examen de
urgencia por tanto los hallazgos deben informarse al médico
inmediatamente.

Diagnóstico rápido

Coloración de Gram 



Comentarios 

 Es indispensable contar con el compromiso de los
clínicos y de la red nacional de laboratorios.

Vigilancia por 
laboratorio

Distribución de 
serotipos y 
perfiles de 

sensibilidad en 
LA

Información útil 
para selección 

de la vacuna en 
cada uno de los 

países 

Determinación de 
impacto de las 

vacunas introducidas 

Comentarios finales 



Desafío

Datos 
epidemiológicos

Datos 
Clínicos

Datos de 
resistencia 
antimicrobiana 

Datos de 
secuenciación de 
genoma completo

Análisis combinados

Acciones en salud pública

Datos de
Identificación-
serotipo 

Datos 
Pruebas 
rápidas 



Muchas gracias!!! 


