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ONPG vo

Discos de ONPG para la prueba de la beta galactosidasa.

INTRODUCCION

Los Discos Diferenciales ONPG se utilizan para determinar, en forma cualitativa, la presencia o ausen-
cia de la enzima beta galactosidasa, utilizando el reactivo o-nitrofenil-D-galactopirandsido (ONPG);
para poder diferenciar, de esta manera, entre los microorganismos con reaccion retardada a la lactosa
de los lactosa negativos.

USO AL QUE ESTA DESTINADO
Para la prueba de la beta galactosidasa.

FUNDAMENTO

Algunos microorganismos son fermentadores activos de la lactosa, otros lo son en forma retardada y
algunos incapaces de fermentar la lactosa, cualquiera que sean las condiciones.

La fermentacién de la lactosa depende de 2 enzimas (11), una beta galactosido-permeasa y una beta
galactosidasa. Los microorganismos que fermentan la lactosa en forma lenta, lo hacen por una
deficiencia de permeasa (12). Es posible una prueba rapida de galactosidasa, utilizando ONPG, debido
a que ésta entra rapidamente en las células. La beta galactosidasa hidroliza al reactivo ONPG (incolo-
ro), liberando o-nitrofenol que en medio alcalino produce una coloracién amarilla. Le Minor y col (13-
14) estudiaron las reacciones ONPG de las enterobacterias y encontraron que los fermentadores lentos
de la lactosa como: E. coli, Hafnia, Citrobacter, Klebsiella, E. cloacae, Serratia y Shigella disenteriae,
daban todas pruebas de ONPG positivas.

ELEMENTOS DEL SISTEMA

Provisto

50 discos de papel impregnados en una solucién de O-nitrofenil-D-galactopirandsido. Listo para su uso.
El envase contiene silica gel como desecante.

No provisto

e Agar Tripto Soya.

e Agua destilada estéril.

e Escherichia coli ATCC 25922.

e Escherichia coli ATCC 35218.

e Pseudomona aeruginosa ATCC 27853.

MATERIAL REQUERIDO

No provisto

e Tubos de hemdlisis estériles.

e Material volumétrico adecuado.
e Ansa.

Cronémetro.

e Bafio Maria.

ESTABILIDAD Y CONSERVACION
Los discos Diferenciales ONPG son estables hasta la fecha que indica el envase, mantenidos refrigera-
dos entre 2-10°C.

MUESTRA
No se deben utilizar cultivos mezclados o especimenes clinicos directos, para la realizacién de la
prueba de ONPG.

La muestra bioldgica se debera sembrar por diseminacion, en placa de agar Tripto Soya e incubarla a
37°C durante 18-24 horas, a fin de obtener colonias puras. En caso de no poder sembrar de inmediato
el espécimen, puede conservarse 4 horas refrigerado entre 2-102C.

Si la cantidad de colonias puras fuera escasa, se podra realizar un subcultivo, de colonia pura, a fin de
aumentar la concentracion del indculo.

Una vez obtenido el cultivo puro realizar la prueba antes de las 48 horas, manteniendo la placa
refrigerada entre 2-10°C.

PROCEDIMIENTO

Dejar que los discos tomen temperatura ambiente. Tomar un tubo de hemélisis estéril, agregar 0,2 ml
de agua destilada estéril y realizar una suspension bien densa, tomando 3 6 mas colonias provenientes
de cultivo puro. Colocar en bafio Maria a 372C y agregar 1 disco de ONPG. Agitar el tubo teniendo la
precaucion de que el disco quede sumergido en la suspension. Observar el cambio de color de la
suspension al cabo de 4 horas.

EXPRESION DE RESULTADOS
Un color de amarillo suave al amarillo intenso indica una reaccién positiva de ONPG. Si la suspension
no vario de color se considera una reaccion negativa de ONPG.

CONTROL DE CALIDAD
Seguir los pasos como se indica en el Procedimiento.

Las cepas utilizadas para el Control de Calidad son las siguientes:
CEPAS DE CONTROL RESULTADO
Escherichia coli ATCC 25922 POSITIVA
Escherichia coli ATCC 35218 POSITIVA
Pseudomona aeruginosa ATCC 27853 NEGATIVA

LIMITACIONES Y CUIDADOS

e Dejar que el envase tome temperatura ambiente antes de su uso, para evitar condensacién de
humedad dentro del mismo.

e Después de su uso tapar bien y colocar el envase dentro del refrigerador.

e No utilizar discos cuyo vencimiento haya expirado.

e Utilizar una suspension bien densa para evitar resultados falsos negativos.

e Utilizar suspensiones de cultivos puros. No utilizar cultivos de més de 48 hs, para realizar las
suspensiones.

BIBLIOGRAFIiA
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e Appl. Microbiol., 14:178, 1966.
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Discos de ONPG para la prueba de la beta galactosidasa.

INTRODUCCION

Los Discos Diferenciales ONPG se utilizan para determinar, en forma cualitativa, la presencia o ausen-
cia de la enzima beta galactosidasa, utilizando el reactivo o-nitrofenil-D-galactopirandsido (ONPG);
para poder diferenciar, de esta manera, entre los microorganismos con reaccion retardada a la lactosa
de los lactosa negativos.

USO AL QUE ESTA DESTINADO
Para la prueba de la beta galactosidasa.

FUNDAMENTO

Algunos microorganismos son fermentadores activos de la lactosa, otros lo son en forma retardada y
algunos incapaces de fermentar la lactosa, cualquiera que sean las condiciones.

La fermentacién de la lactosa depende de 2 enzimas (11), una beta galactosido-permeasa y una beta
galactosidasa. Los microorganismos que fermentan la lactosa en forma lenta, lo hacen por una
deficiencia de permeasa (12). Es posible una prueba rapida de galactosidasa, utilizando ONPG, debido
a que ésta entra rapidamente en las células. La beta galactosidasa hidroliza al reactivo ONPG (incolo-
ro), liberando o-nitrofenol que en medio alcalino produce una coloracién amarilla. Le Minor y col (13-
14) estudiaron las reacciones ONPG de las enterobacterias y encontraron que los fermentadores lentos
de la lactosa como: E. coli, Hafnia, Citrobacter, Klebsiella, E. cloacae, Serratia y Shigella disenteriae,
daban todas pruebas de ONPG positivas.

ELEMENTOS DEL SISTEMA

Provisto

50 discos de papel impregnados en una solucién de O-nitrofenil-D-galactopirandsido. Listo para su uso.
El envase contiene silica gel como desecante.

No provisto

e Agar Tripto Soya.

e Agua destilada estéril.

e Escherichia coli ATCC 25922.

e Escherichia coli ATCC 35218.

e Pseudomona aeruginosa ATCC 27853.

MATERIAL REQUERIDO

No provisto

e Tubos de hemdlisis estériles.

e Material volumétrico adecuado.
e Ansa.

Cronémetro.

e Bafio Maria.

ESTABILIDAD Y CONSERVACION
Los discos Diferenciales ONPG son estables hasta la fecha que indica el envase, mantenidos refrigera-
dos entre 2-10°C.

MUESTRA
No se deben utilizar cultivos mezclados o especimenes clinicos directos, para la realizacién de la
prueba de ONPG.

La muestra bioldgica se debera sembrar por diseminacion, en placa de agar Tripto Soya e incubarla a
37°C durante 18-24 horas, a fin de obtener colonias puras. En caso de no poder sembrar de inmediato
el espécimen, puede conservarse 4 horas refrigerado entre 2-102C.

Si la cantidad de colonias puras fuera escasa, se podra realizar un subcultivo, de colonia pura, a fin de
aumentar la concentracion del indculo.

Una vez obtenido el cultivo puro realizar la prueba antes de las 48 horas, manteniendo la placa
refrigerada entre 2-10°C.

PROCEDIMIENTO

Dejar que los discos tomen temperatura ambiente. Tomar un tubo de hemdlisis estéril, agregar 0,2 ml
de agua destilada estéril y realizar una suspension bien densa, tomando 3 6 mas colonias provenientes
de cultivo puro. Colocar en bafio Maria a 372C y agregar 1 disco de ONPG. Agitar el tubo teniendo la
precaucioén de que el disco quede sumergido en la suspension. Observar el cambio de color de la
suspension al cabo de 4 horas.

EXPRESION DE RESULTADOS
Un color de amarillo suave al amarillo intenso indica una reaccién positiva de ONPG. Si la suspension
no vario de color se considera una reaccion negativa de ONPG.

CONTROL DE CALIDAD
Seguir los pasos como se indica en el Procedimiento.

Las cepas utilizadas para el Control de Calidad son las siguientes:
CEPAS DE CONTROL RESULTADO
Escherichia coli ATCC 25922 POSITIVA
Escherichia coli ATCC 35218 POSITIVA
Pseudomona aeruginosa ATCC 27853 NEGATIVA

LIMITACIONES Y CUIDADOS

e Dejar que el envase tome temperatura ambiente antes de su uso, para evitar condensacion de
humedad dentro del mismo.

e Después de su uso tapar bien y colocar el envase dentro del refrigerador.

e No utilizar discos cuyo vencimiento haya expirado.

e Utilizar una suspension bien densa para evitar resultados falsos negativos.

e Utilizar suspensiones de cultivos puros. No utilizar cultivos de mas de 48 hs, para realizar las
suspensiones.
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