Universidad
= Continental

Guia de Trabajo

Microbiologia
Ambiental

Jimmy Ibarra Trujillo



Guia de Trabajo
Microbiologia Ambiental

Material publicado con fines de estudio.
Codigo: ASUCO1429

Huancayo, 2021

De esta edicion

© Universidad Continental, Oficina de Gestion Curricular
Av. San Carlos 1795, Huancayo-Peru
Teléfono: (51 64) 481-430 anexo 7361
Correo electrénico: recursosucvirtual@continental.edu.pe
http://www.continental.edu.pe/

Cuidado de edicién
Fondo Editorial

Diseino y diagramacién
Fondo Editoriall

Todos los derechos reservados.

La Guia de Trabajo, recurso educativo editado por la Oficina de Gestién Curricular,
puede ser impresa para fines de estudio.



Contenido

Presentacion )
Bioseguridad en el Laboratorio 7

Practica 1. Reconocimiento de materiales y equipos

de laboratorio 16
Practica 2. Medios de cultivo 23
Practica 3. Columna de Vinogradski 30
Practica 4. Uso adecuado del microscopio 37
Practica 5. Coloraciones bacterianas 45
Practica 6. Métodos de siembra )
Practica 7. Lectura de colonias 55
Practica 8. Metabolismo microbiano 58
Practica 9. Aislamiento de Rhizobium 68
Préactica 10. Aislamiento de hongos 71
Practica 11. Técnicas para la enumeracion de

microorganismos: analisis microbiol6égico del agua 78
Anexo 89
Preparacién de colorantes 90
Medios de cultivos 95
Anexo 2 107
Tablas de NMP para tres y cinco tubos 108

Bibliografia m






Presentacion

La definicion clasica de la microbiologia como «la ciencia que
estudia a los microorganismos» es intelectualmente corta y
puramente metodoldgica. Refleja claramente las limitaciones
humanas para desentraiiar la realidad natural.

Los microbios son esos diminutos seres imposibles de ver que
sabemos que rodean nuestro ambiente, pero que apenas co-
nocemos algo sobre ellos.

Estos microorganismos mantienen una actividad y relacion
continua con el medio ambiente esencial para la vida en nues-
tro planeta.

El estudio de la diversidad de microbios que existen en el mun-
do es un conocimiento relativamente nuevo para la humanidad
y con mucho campo por estudiar y descubrir ain. De hecho,
tan solo el 1% de los microbios que existen en la biosfera han
sido reconocidos por los microbiélogos hasta nuestros dias.

Elmanual de practicas de laboratorio de Microbiologia Ambien-
tal, elaborado para los estudiantes de Ingenieria Ambiental,
busca formar en la metodologia de aislamiento e identificacion
de los principales grupos microbianos de mayor importancia
en nuestro medio, en relacion con el papel que cumplen en la
naturalezay en salud publica.

La elaboracién del presente manual es producto del conoci-
miento y experiencia del autor en el area de microbiologia. Las
préacticas que este volumen contiene son: bioseguridad en el
laboratorio, reconocimiento de materiales y equipos de labo-
ratorio, coloraciones bacterianas, medios de cultivo, metabo-
lismo bacteriano, elaboracién de la columna de Vinogradski,
cultivo de hongos, etcétera.
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Bioseguridad en el Laboratorio

I.

Objetivos
* Proteger al personal de laboratorio contra la exposicion
innecesaria e injustificada a agentes infecciosos.

+ Salvaguardar la integridad de la muestra clinica contra la
degradaciéon o contaminacién cruzada que pueda poner
en peligro la validez de los hallazgos de laboratorio.

*  Mantener los agentes infecciosos dentro de los confines
del laboratorio.

Il. Generalidades

Durante el trabajo diario en el laboratorio, se dan situaciones
de potenciales riesgos que varian segun el agente infeccioso
y los procedimientos utilizados. Las normas de bioseguridad
pretenden reducir a un nivel aceptable el riesgo inherente a la
manipulacién de material peligroso.

El trabajo en el laboratorio de Biologia es, como en la mayoria
delas otras secciones del laboratorio clinico, un trabajo de gru-
po. La actitud ante las practicas seguras de cada uno de los in-
tegrantes del equipo determina su propia seguridad, asi como
la de sus compaferosy la de la colectividad del laboratorio.

Por otra parte, el equipamiento y el disefio del laboratorio es
parte fundamental en el esfuerzo de proteccién de los emplea-
dos en el ejercicio de sus labores. Las caracteristicas especia-
les del trabajo en el laboratorio hacen imperante un manual que
sirva de guia a los profesionales de la salud en su trabajo diario.
La formacién es pues clave en la eficacia de los programas de
seguridad y esta debe ser facilitada a todas las personas que
estan expuestas a los riesgos del laboratorio.

~
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Un programa de seguridad gestionado por profesionales bien
entrenados, con un alto grado de participacién por parte de los
trabajadores, puede llevar no solo a una disminucién del nime-
ro de lesiones y enfermedades, sino también a un incremento
de la satisfaccion del trabajador y de su productividad.

Bioseguridad: Es un conjunto de medidas preventivas de sen-
tido comun para proteger la salud y la seguridad del personal
que trabaja en el laboratorio frente a diferentes riesgos produ-
cidos por agentes biolégicos. Para simplificar, se incluyen nor-
mas contra riesgos producidos por agentes fisicos, quimicos y
mecanicos.

La seguridad se realiza en conjunto: tanto por el personal, que
debe cumplir con las normas de bioseguridad, como por la ad-
ministraciéon, que debe dar las facilidades para que estas nor-
mas sean cumplidas.

Medidas generales

Las siguientes medidas son de obligado cumplimiento en cual-
quier area del laboratorio:

* Elacceso al laboratorio estara limitado al personal au-
torizado.

* Todas las areas estaran debidamente marcadas con la
sefial de riesgo bioldgico y su nivel de contencion.

* lLas puertas y ventanas deben permanecer cerradas
para mantener la adecuada contencioén bioldgica.

* Todaslas superficies de trabajo se limpiaran y desinfecta-
ran diariamente y siempre que se produzca un derrame.
Los residuos y muestras peligrosas que seranincinerados
fuera del laboratorio deben ser transportados en conte-
nedores cerrados, resistentes e impermeables, siguien-
do las normas especificas para cada tipo de residuo.

* Ellaboratorio debe permanecer limpioy ordenado. No es
aconsejable utilizar los pasillos como almacén.
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El transporte de las muestras dentro o entre laboratorios
serealizara en cajas herméticas o neveras transportables.

La ropa protectora, facilmente ajustable y confortable,
asi como guantes, gafas, etcétera, debe estar disponible
en todo momento. La ropa protectora de las areas con
nivel de contencién 3 (batas) nunca debe ser usada fue-
ra del drea de trabajo. Si se quita, debe ser desechada
automaticamente en una bolsa de material contamina-
do. Jamas debe volver a ser usada.

Todo el personal debe poner especial cuidado en evitar
el contacto de la piel con materiales potencialmente in-
fecciosos. Para ello, deben usarse guantes cuando se
manipulen muestras o cultivos que contengan posibles
patdégenos. Los guantes siempre seran desechados
antes de salir del &rea de trabajo. Jamas se saldra de la
misma con los guantes puestos, ni con ellos se cogera
el teléfono, se tocaran las hojas de examen, maniguetas
de las puertas, etcétera.

Tras quitarse los guantes, se realizard un lavado de manos.

Se usaran gafas protectoras y mascarillas faciales, si
existe riesgo de salpicaduras y/o aerosoles.

Los derrames y accidentes deben ser informados inme-
diatamente al supervisor y al jefe del laboratorio y hacer-
se constar por escrito.

Estarigurosamente prohibido pipetear conlaboca. Serea-
lizara pipeteo automatico con material adecuado y cada
trabajador sera instruido para manejarlo debidamente.

En la zona de trabajo no debe colocarse material de es-
critorio ni libros, pues el papel contaminado es de muy
dificil esterilizacion.

El personal debe lavarse las manos frecuentemente
durante las actividades rutinarias, tras acabar la jorna-
da laboral y siempre antes de abandonar el laboratorio

©
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(almorzar). Se usara un jabén antiséptico y el secado se
realizara con papel.

Las heridas y cortes en las manos, si se han producido
en el laboratorio, serdn comunicados al responsable de
la seccidon correspondiente, asi como al supervisor de
bioseguridad, que lo registrara, haciendo constar todas
las circunstancias. Las heridas y cortes deben ser con-
venientemente vendados y después es imprescindible
ponerse guantes.

Los productos inflamables (gases, alcohol, éter, etcétera)
deben mantenerse alejados de las llamas de los meche-
ros. Si hay que calentar tubos de ensayo con estos pro-
ductos, se hara al bafio maria, nunca directamente a la
llama. Sise manejan mecheros de gas, se debe tener mu-
cho cuidado de cerrar las llaves de paso al apagar lallama.

Cuando se manejan productos corrosivos (acidos, al-
calis, etcétera), debera hacerse con cuidado para evitar
que salpiquen el cuerpo o los vestidos. Nunca se verte-
ran bruscamente en los tubos de ensayo, sino que se de-
jaran resbalar suavemente por su pared.

Antes de utilizar un compuesto, hay que fijarse en la eti-
queta para asegurarse de que es el que se necesita y de
los posibles riesgos de su manipulacion.

Agentes deriesgos

El personal de laboratorio diariamente realiza muchas activida-
des que pueden causar enfermedad o dafio en la persona o en
las personas que trabajan en ambientes cercanos e incluso en
sus familiares y en la comunidad. Estas enfermedades pueden
ser causadas por:

Agentes bioldgicos: virus, bacterias, hongos y parasitos.

Agentes fisicos y mecénicos: temperaturas extremas,
radiaciones ionizantes, contactos eléctricos o conexio-
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nes defectuosas, vidrios resquebrajados de recipientes
dafiados o tubos rotos.

Agentes quimicos: sustancias corrosivas, que pueden
causar destruccioén o alteracion a los tejidos, toxicos cu-
yos efectos se manifiestan segun la via de exposicion,
carcinogénicos, inflamables o explosivos.

Clasificacion de los agentes biolégicos por grupo de riesgos

Agente biolégico del grupo 1: Aquel que resulta poco
probable que cause una enfermedad en el hombre. Ejem-
plos: B. Subtilis, Naegleria, E. coliK 12, Saccharomyces sp.

Agente biolégico del grupo 2: Aquel que puede causar
una enfermedad en el hombre y puede suponer un peli-
gro para los trabajadores, siendo poco probable que se
propague a la colectividad. Existe generalmente profi-
laxis o tratamiento eficaz. Ejemplos: Actinomyces sp,
Bacteroides sp, Enterobacterias, Shigella sp, Candida
sp, Cryptococcus neoformans.

Agente biolégico del grupo 3: Aquel que puede causar
una enfermedad grave en el hombre y presenta un serio
peligro para los trabajadores, con riesgo de que se pro-
pague a la colectividad. Existe generalmente profilaxis o
tratamiento eficaz. Ejemplos: Mycobacterium tubercu-
losis y bovis, Histoplasma capsulatum, Neisseria menin-
gitidis , Coccidioides inmitis, Chlamydia trachomatis.

Agente biolégico del grupo 4: Aquel que puede causar
una enfermedad grave en el hombre y presenta un serio
peligro para los trabajadores, con muchas probabilida-
des de que se propague a la colectividad y sin que exista
generalmente frente a él profilaxis o tratamiento eficaz.
Ejemplos: Lassa virus y ébola.
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Las cabinas de seguridad

Son cémaras de circulacion forzada que, segun sus especifi-
caciones y disefio, proporcionan diferentes niveles de protec-
cién. Son fundamentales en un laboratorio de microbiologia y
se clasifican segun el nivel y tipo de proteccion. Una cabina de

seguridad bioldgica es una barrera primaria cuando se traba-
ja con agentes peligrosos o infecciosos. Sin embargo, ellas no
proveen un completo aislamiento. Por ejemplo, en el control de
aerosoles. Es necesario incrementar las practicas de seguri-
dad cuando se trabaja con una de estas cabinas.

1.

La campana de gases es un recinto ventilado que cap-
tura los humos y vapores procedentes de la manipula-
cion de los productos quimicos en el laboratorio. Si bien
constituye un equipo muy Util en la contencién del riesgo
quimico, no ofrece proteccion alguna frente a riesgos
biolégicos.

Las cabinas de flujo laminar son recintos que emplean
un ventilador para forzar el paso del aire a través de un
filtro HEPA barriendo la superficie de trabajo. El flujo de
aire puede ser vertical u horizontal. Estas cabinas ofre-
cen proteccion Unicamente al material que se manejaen
su interior, pero nunca al operador.

Las cabinas de seguridad biolégica (CSB) son recintos
ventilados disefiados para limitar al maximo el riesgo del
personal de laboratorio expuesto a agentes infecciosos.
Ello es especialmente importante si se tiene en cuenta
gue muchas de las operaciones realizadas en un labora-
torio implican la formacion de aerosoles. Estos equipos
tienen como objetivo principal proporcionar una zona de
trabajo que minimice la probabilidad que una particula
transportada por el aire tiene de escapar hacia el exte-
rior de la cabina y contaminar asi al operario y a la zona
que le rodea. Ademas, algunas ofrecen proteccion al
material que se manipula.
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Cuando una CSB es utilizada por personal debidamen-
te formado y consciente de las limitaciones de esta, se
convierte en un equipo de contencién muy efectivo para
reducir el posible escape de contaminacién bioldgica.

BIOSEGURIDAD

Figura 1: Simbolo de bioseguridad para instalaciones biomédicas.

Se admite solo al personal autorizado
Identificacion de seguridad: ..........ccccoeeiiiiinniiiiiiiiiiiiiiiiiiaes

Investigadorresponsable: ..............cooeeeiiiiii

En caso de emergencia llamar:

Teléfono diario: ......... .......... / Teléfonodecasa: .................

Para el ingreso debe obtener una autorizacién del investiga-

dor responsable cuyo nombre se menciona arriba.
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Trabajo

1. Por grupo de laboratorio grafique 15 simbolos de bioseguridad
en hojas A4.

Simbolos de bioseguridad
Sefiales de salvamento

Ducha de emergencia Dispositivo para lavado de ojos

Portar guantes protectores Portar proteccion de ojos

Sefiales de prohibiciéon

Prohibido el fuego, Prohibido extinguir
luz abierta y fumar fuegos con agua

=
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Productos inflamables Productos corrosivos

>

Productos téxicos Productos explosivos

5

Campo electromagnético Atmosfera explosionable

S

Productos radioactivos o
radiaciones ionizantes Riesgo biolbgico

5

Figura 2. Pictogramas de Bioseguridad.

Leer y anotar los resultados.

15
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Practica l
Reconocimiento de materiales y equipos de laboratorio

Obetivos
* Informar correctamente los materiales y equipos que se
utilizan en el laboratorio.

* Conocer la importancia del uso adecuado de materiales y
equipos de laboratorio en la investigacion.

. Generalidades

En el laboratorio es necesario conocer los diferentes materia-
les y equipos que se utilizan en las diversas actividades, ya sea
en investigacion o docencia. Para ello, es importante saber la
funcién de cada uno para trabajar correctamente.

Los materiales en los que se miden y se combinan sustancias
estan fabricados con vidrio a base de silicatos (vidrio éptico, vi-
drio de Jena o vidrio duro). Estos, debido a su composicién, son
muy resistentes a la accion de los reactivos quimicos y/o los
cambios bruscos de temperatura. Estos materiales, para me-
dir volimenes que pueden ser de vidrio o de plastico transpa-
rente, deben estar graduados. Ejemplos: probeta, pipeta, bu-
reta, matraz aforado. Saber manejar los equipos de laboratorio
es también una prioridad, pues muchos de ellos funcionan a
corriente eléctrica y el uso correcto de estos equipos podria
evitar accidentes.

lll. Materiales de vidrios

* Beacker (vaso de precipitado): Son de vidrio y los hay de
diferentes tamanfios. Estan graduados y tienen pico, pue-
den ser también de pléastico. Son Utiles para hacer mezclas
o soluciones, preparar colorantes, realizar evaporaciones o
para que contengan liquidos.
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Asa de siembra: Con mango aislante o con alambre, son
utiles para el sembrado de hongos y de bacterias en diver-
sos cultivos.

Balén de destilacién: Instrumento de vidrio que se usa
para calentar liquidos, cuyos vapores deben seguir un ca-
mino obligado (hacia el refrigerante), por lo cual cuentan
con una salida lateral.

Placas de Petri: Existen de diferentes medidas. Es utilizada
para preparar cultivos de hongos y bacterias. También para
seleccionar muestras de animales. Sirve para observar mi-
croorganismos en el laboratorio.

Cubreobjetos: Sirve para preparar soluciones o para colo-
car sobre ellos muestras de animales o plantas que seran
observados al microscopio.

Frasco gotero: Es de color blanco o &mbar. Sirve para
guardar de una manera segura los reactivos, regularmente
se administra con conteo de gotas.

Matraces aforados (fiola): Son matraces de fondo planoy
cuello estrecho muy alargado, donde tienen una marca de
tal modo que, cuando estéan llenos hasta esta marca, se in-
dica el volumen que contienen, que pueden ser de 50, 100
mililitros (ml), etcétera. Son usados para preparar varias so-
luciones tipo y para diluciones a un volumen determinado.

Matraz Erlenmeyer: Hecho de vidrio, tiene forma de cono
con fondo plano. Puede estar graduada o no. Se encuentra
en diversos tamanos. Es empleada para calentar liquidos,
preparar soluciones o para cultivo durante los experimentos.

Pipeta serolégica: Material de vidrio que se utiliza para
medir volimenesde 1, 5,10 ml.

Portaobjetos: Pueden ser laminillas de cristal con ligeras
hendiduras, o sin ellas, donde son depositadas las sustan-
cias que posteriormente se observaran al microscopio.

~



UNIVERSIDAD CONTINENTAL

®

Probeta graduada: Las probetas son instrumentos para
medir volimenes y su uso es muy frecuente. Es un tubo de
cristal con pie. Se usa para medir los liquidos o sustancias
en centimetros cubicos. La base de la probeta es amplia y
el extremo opuesto generalmente tiene un «pico» para fa-
cilitar verter los liquidos que se miden.

Tubo de ensayo (tubo de prueba): Sirve para contener di-
versas sustancias en pequefios voliumenes, para preparar
cultivos de bacterias y hongos, para realizar diferentes ex-
perimentos y puede ser de diferentes medidas.

Vagueta (varilla de cristal): Es en una varilla de vidrio que
se utiliza para mezclar o disolver las sustancias. Puede ser
de diferentes diametros y longitud. Puede prepararse agi-
tadores de diferentes tamafios de 6 o mas milimetros de
didmetro para evitar que se rompan facilmente.

Probeta  Matraz de Erlenmeyer Beacker Placas de Petri

Figura 3. Materiales de vidrios de uso frecuente.

IV. Materiales diversos

Broche de madera (pinzas de madera): Se utiliza para su-
jetar tubos de ensayo.

Capsula de porcelana (mortero): Es de forma semiesféri-
ca, se utiliza para moler sustancias o bien para combinar o
mezclar diferentes sustancias durante el experimento.

Espatula: Puede ser de acero o de porcelana. En el labora-
torio se manejan a veces sustancias quimicas soélidas con
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las que es preciso manipular: sacar una pequefia porciéon
de un recipiente y depositarla en aparatos de medicién u
otro, mezclar cantidades reducidas de diversas sustancias
guardadas en sus frascos correspondientes.

Gradilla: Apoya tubos de ensayo.

Mechero de alcohol: Puede ser cualquier recipiente que
contenga alcohol, mecha, tapén de rosca agujerado don-
de sobresalga la mecha y tapdn para cubrir la mecha una
vez que se ha utilizado.

Mechero Bunsen: Es un aparato que consta de un tubo
vertical soportado en un pie o pequefia plataforma a la que
va enroscado. El tubo en su base tiene un pequefio orifi-
cio vertical para permitir la entrada de gas y arriba de esa
entrada de aire, rodeadas de un anillo mévil que sirve para
regular la cantidad de aire. Puede alcanzar temperaturas
hasta 2000 °C.

Pinzas o tenazas: Estan hechas de fierro. Con ellas, pode-
mos tomar recipientes calientes.

Soporte universal: Es una varilla con una base de fierro de
forma rectangular, o con una base en forma de tridngulo.
Es Uutil para colocar y fijar en ellos a los anillos o las pinzas de
bureta, donde seran puestos los recipientes que se calen-
taran durante la practica de laboratorio.

Tela metalica con asbesto: Es una tela de alambre con
centro de asbesto. Sirve para depositar sobre ella los ma-
traces en el momento en que se calentaran las sustancias.
Permite que la distribucién del calor sea uniforme.

Tripode: Puede ser fijo o desmontable. Sirve para deposi-
tar sobre él matraces y diversos utensilios para su obser-
vacion o para colocar los matraces al fuego y aumentar la
temperatura de las sustancias.

Ver Figura 2 en la siguiente péagina.

19
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Figura 4. Materiales de uso frecuente en un laboratorio de microbiologia.

V. Equipos de laboratorios

* Refrigeradora: Se utiliza para almacenar reactivos y mues-
tras biolégicas.

* Estufa eléctrica: Equipo muy Util en el laboratorio. Sirve
para secado de sustancias y esterilizacion. Alcanza tem-
peraturas ente 250 y 300 °C.
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Micrétomo: Se usa para hacer los cortes de tejidos vege-
tales o animales con medidas de micra de grueso.

Incubadora: Guarda cultivos de microorganismos para su
Optimo desarrollo.

Baiio maria: Sirve para mantener temperaturas homogé-
neas.

Figura 5. Bafio maria.

Balanza: Instrumento muy importante en el laboratorio.
Las dos condiciones indispensables de una balanza son
exactitud y sensibilidad. La balanza debe colocarse sobre
un soporte bien fijo, protegido de vibraciones mecanicas.

Centrifuga: Equipo que permitird al usuario separar sus-
tancias a diferentes velocidades.

Figura 6. Balanza analitica. Figura 7. Centrifuga.
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Seiiale el nombre de los siguientes equipos:

22
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Practica 2
Medios de cultivo

I.

Obetivos

* Reconocer los principales medios de cultivo utilizados en
microbiologia.

* Analizar la composicién de los medios de cultivo.

Generalidades

Para el aislamiento de bacterias de un material patoldgico, es
necesario su cultivo en medios especiales denominados me-
dios de cultivo.

Los medios de cultivo son una mezcla equilibrada de nutrientes
que, en concentraciones adecuadas y con condiciones fisicas
6ptimas, permiten un buen crecimiento de los microorganis-
mos. Contienen una base mineral; fuente de carbono, nitrége-
no y azufre; atmdsfera adecuada y los factores de crecimiento
necesarios.

Segun su estado fisico, los medios de cultivos se clasifican en:
*  Medios liquidos.
*  Medios semisodlidos.
*  Medios sdlidos.

Segun sucomposicion, pueden ser: simples, enriquecidos, se-
lectivos y diferenciales.

* Maedio simple: Medio que presenta la minima cantidad de
nutrientes capaz de permitir el desarrollo de los microorga-
nismos.

* Medio enriquecido: Medio que tiene un gran exceso de
nutrientes y se utiliza para microorganismos que tienen
grandes exigencias nutricionales. Agar chocolate, agar
cerebro-corazoén, etcétera.
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* Medio selectivo: Medio que solo permite el crecimiento de
un grupo de microorganismos e inhibe el de otros. Permite
seleccionar y aislar microorganismos a partir de poblacio-
nes mixtas agar salado-manitol o Chapman (permite el
crecimiento de ciertos Staphylococcus), TCBS (tiosulfato
bilis sacarosa).

* Medio diferencial: Medio que permite revelar caracteristi-
cas fisiolégicas de los microorganismos. TSI (tres azlicares
y fierro), LIA (agar lisina fierro).

Ademas, existen medios de enriquecimiento, una técnica que
permite el desarrollo de un grupo de microorganismos a partir
de una muestra que contiene una gran variedad de microorga-
nismos. Se utiliza un medio selectivo liquido para favorecer la
competencia entre los organismos y se incuba bajo determi-
nadas condiciones. Los microorganismos para los que el am-
biente sea mas favorable crecerdn mas que los otros vy, final-
mente, seran predominantes.

Caldo nutritivo

* Extractodecarne 0.3g

*  Peptona 1.0g

* Dextrosa 0.5¢g

*  Cloruro de sodio 0.5¢g

* Aguadestilada 100 ml
* pH 7.0-74
Caldo peptonado

*  Peptona 20g

* Cloruro de sodio 1.0g
Agar simple

* Extractode carne 0.3¢g

*  Peptona 1.0g
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*  Dextrosa 0.59g

*  Cloruro de sodio 0.59g

* Aguadestilada 100 ml
* Agar 1.5g

* pH 70-74

lll. Equipos, materiales, reactivos y medios de cultivo

1. Equipos
ftem  Equipo Caracteristica Cantidad
1 Balanza De precision de 3 ejes 1
2

2. Materiales

frem  Material Caracteristica Cantidad
1 Probetas 100 ml 1
2 Balones 250 ml 1
3 Tiras de papel indica- 1
dor de pH
4 Pinzas rectas 1
5 Tripodes con malla de 1
asbesto
6 Tubos de ensayo 16 x 150 mm 1
7 Tubos de ensayo 13 x 100 mm 1
8 Varilla de vidrio 1
9 Placas de Petri 15 x100 mm 1
10 Frascos estériles 1

Agua destilada
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3. Reactivos
frem  Reactivo Caracteristica Cantidad
1 Frasco con solucion NaOH (N/10) 1
2 Frasco con solucién HCI (N/10) 1

4, Medios de cultivo

ftem  Medios de cultivo Caracteristica Cantidad
1 Agar MacConkey 1
2 Agar SS. 1
3 Agar TSI 1
4 Agar citrato de Simmons 1
) Agarurea 1
6 Caldo MR VP 1
7 Agar lisina hierro 1
8 Tubo con sangre citratada 1

IV. Procedimientos

1. Medios de cultivo simples

Para el caldo nutritivo, primero disolver los ingredientes
en los 100 ml de agua destilada y someter al calor has-
ta su completa dilucién. Luego tomar el pH con el papel
indicador. Si el medio es acido, agregar gota a gota la
solucién de NaOH. Si el medio es alcalino, agregar gota
a gota solucion de HCI hasta lograr el pH indicado. En-
vasar y esterilizar a la autoclave a 121 °C por 15 minutos.
Controlar la esterilidad incubando a 37 °C por 24 horas.
Luego dejar en refrigeracion hasta su utilizacion.

Para el agar simple, disolver primero el agar en los 100
ml de agua destilada tibia, luego agregar los demas in-
gredientes. Controlar el pH con ayuda de las solucio-
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nes de NaOH o HCI. Luego envasar y esterilizar a 121 °C
por 15 minutos y controlar la esterilidad por incubacion
a 37 °C por 24 horas. Dejar luego en refrigeracién hasta
su utilizacion.

2. Medios enriquecidos

+ Para el agar sangre, primero preparar agar simple y es-
terilizar en autoclave, luego dejar enfriar hasta una tem-
peratura de 45 °C y adicionar 5 ml de sangre nitratada
o desfibrilada. Mezclar con movimientos rotatorios hasta
obtener un buen homogenizado y distribuir en placas de
Petri estériles; dejar luego solidificar y realizar el control
de esterilidad. Mantenerlo en refrigeraciéon hasta su uti-
lizacion. El color normal del medio debe ser rojo cereza.

* Para el agar chocolate, preparar primero agar sangre y
someterlo a una temperatura de 80 °C hasta que se tor-
ne color chocolate, luego repartir en placas de Petri es-
tériles y realizar control de esterilidad y dejarlo después
en refrigeracion.

3. Medios selectivos

a) Para el agar SS, disolver el medio deshidratado en 100
ml de agua destilada, someter al calor hasta sucompleta
disolucion. Repartir luego en placas estériles. No necesi-
ta autoclavar.

b) Para el agar MacConkey, disolver el medio en los 100
ml de agua destilada, calentar hasta su completa diso-
lucién. Esterilizar en autoclave a 121 °C por 15 minutos y
repartir en placas estériles.

4. Medios diferenciales

a) Para el agar TSI (hierro tres azlcares), disolver el medio
en 100 ml de agua destilada, hervir hasta sucompleta di-
solucién. Distribuir en tubos de 13 x 100 mm y esterilizar
en autoclave a 121 °C por 15 minutos. Luego colocar los
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tubos en plano inclinado. El medio al final tendra un color

rojo naranja.

Para el agar citrato Simmons, seguir los pasos para el

agar TSI. El medio tendra un color verde.

Para el agar urea, disolver el medio en agua destilada,
hervir hasta su completa disolucién y esterilizar en auto-
clave. Después adicionar 5 mlde solucién de urea al 40%
esterilizada por filtracidon, mezclar homogéneamente y
repartir en tubos de 13 x 100 mm en plano inclinado. El

medio tendra un color amairillo.

Para el caldo peptonado, disolver los medios en agua
destilada tibia, repartir en tubos de 13 x 100 mm y esteri-

lizar en autoclave a 121°C por 15 minutos.

Para agar lisina hierro, disolver el medio en agua desti-
lada por calor hasta su completa disolucién y repartir en
tubos de 13 x 100 mm, luego esterilizar en autoclave a
121 °C por 15 minutos y dejar enfriar los tubos en plano

inclinado.

Figura 8. A la derecha se observa el agar sangre y a la izquierda el agar

Mc Conkey.
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Azul de Timol rojo amairillo 12-2'8
Azul de bromofenol amarillo azul 3'0-4'6
Azul de bromotimol amarillo azul 3'0-7'6
Azul de Timol (22 etapa) amarillo purpura 8'0-9'6
Naranja de metilo rojo amairillo 3'1-4'4
Rojo de metilo rojo amairrillo 4'2-6'3
Fenolftaleina incoloro rojo 8'3-10'0
Tornasol rojo azul 6'1-7'2

Figura 9. Indicadores de pH utilizados en los diferentes medios de cultivo.
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Practica 3
Columna de Vinogradski

|. Obetivos

*  Observar la distribucién de las poblaciones microbianas en
la columna de Vinogradski.

* Explicar cémo se desarrollan las diferentes poblaciones he-
terétrofas y fotoautdtrofas.

Il. Generalidades

La columna de Vinogradski es un dispositivo simple que permi-
te el cultivo de una gran diversidad de microorganismos y que,
como su nombre indica, fue uninvento de Serguéi Vinogradski.

El aparato consiste en una columna llena de agua y fango. In-
cubando esta columna bajo luz solar durante meses, se forma
un gradiente de oxigeno y otro de sulfuros, que determinan
una amplia variedad de ambientes en las que se disponen dife-
rentes especies de microorganismos.

La columna de Vinogradski es una demostracion clasica de
coémo los microorganismos ocupan «microespacios» altamen-
te especificos segun sus tolerancias medioambientales y sus
necesidades vitales (requerimientos de carbono y energia).

Por otro lado, la columna de Vinogradski puede ser utilizada
para establecer cultivos de enriquecimiento de diferentes ti-
pos microbianos. Por ejemplo, para el caso de bacterias foto-
sintéticas, al menos cuatro grupos pueden ser encontrados:
cianobacterias (antes conocidas como azul-verdosas), verdes
sulfurosas, purpuras sulfurosas y purpuras no sulfurosas.

Finalmente, las columnas pueden adaptarse a la exposicion de
diferentes factores y asiinvestigar cémo los diferentes tipos de
luz, pH, temperatura, etcétera, afectan sobre la composicion
del ecosistema que se desarrolla en este microambiente.
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Figura 9. Columna de Vinogradski
después de un mes (izquierda), dos
meses (centro) y tres meses.

lll. Equipos, materiales y reactivos

1. Equipos
ftem  Equipo Caracteristica Cantidad
1 Balanza De precision de 3 ejes 1
Calibrador pie de .
rey (Vernier) Lectura digital 1
2. Materiales
ftem Material Caracteristica Cantidad

1 Botellas de plastico 21 2
Bolsa negra 1
Papel aluminio 1
Papel periddico finamente cor-

4 1
tado

5 Huevo cocido (yema de huevo) 1

6 Restos de raices de plantas, 1
aserrin, fruta descompuesta
Sedimento y agua de un

/ ambiente natural-laguna de Paca 50g !
Varilla de vidrio 1
Tijera 1

10 Cinta adhesiva 1

1 Hilo nailon 2m 1

12 Laminas 2 ——
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3.Reactivos
ftem  Reactivo Caracteristica  Cantidad

CaCO3 o céascara pulverizada de

1 49 1
huevo

2 CaSO4oyeso 49 1

3 NaHCOS3 29 1

4 NHA4CI 29 1

5 Solucién tampodn fosfato 2 ml 1

pH73

IV. Indicaciones

1. Desinfecte el édrea de trabajo con un germicida comercial
aprobado por la Agencia de Proteccién Ambiental de Esta-
dos Unidos (EPA, por sus siglas eninglés) o blanqueador do-
meéstico (hipoclorito de sodio) antes y después de trabajar.

2. Pipetear las diluciones de la muestra con una bombilla u
otro dispositivo. No usar la boca para pipetear.

3. Tener cuidado cuando se trabaja con NH4CI, pues es reac-
tivo cancerigeno.

V. Procedimientos
1. Recoleccién de la muestra
a) Recolectar 500 g de muestra de lodo de un estanque,

lago o pantano, costa de mar o rio rico en materia orga-
nica (sedimento superficial o subsuperficial).

b) Recolectar 1 litro de agua de estanque, lago o pantano,
costa de mar o rio de donde se saco la misma muestra
delodo.

2.Preparacion de la columna

a) Se usados columnas grandes de cristal (una probeta de
100 ml) o de plastico transparente (botella de 2 litros).




b)

c)
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Recolectar una cantidad de barro o lodo, retirar las pie-
drasy restos de tamafio grande de este lodo.

Se afiaden restos organicos de diferente origen como: ti-
ras de papel de periddico, aserrin, restos de raices de plan-
tas y carne picada, etcétera, como fuente de carbono. Es
importante que la celulosa permanezca en el fondo o en
la zona intermedia, pero no en la zona superficial, pues las
bacterias que degradan la celulosa son anaerdbicas. De-
ben evitarse los sustratos facilmente fermentables, que
pueden producir una formacién excesiva de gas.

Llenarla columna con lodo hasta 1/3 de su volumen total.
Se afade las sales:

i. Fuente de sulfato: 1g sulfato de calcio, (CaSO4).

i. Agentetamponador de pH:1gde carbonato cél-
cico (CaCO 3).

El lodo también puede mezclarse con el contenido de la
yema de huevo desmenuzada que sirve como fuente de
azufre. Se afiade también 1g bicarbonato sédico (NaH-
CO08), y 1ml tampon fosfato pH 7,3.

Compactar esta mezcla (lodo + sales + restos organi-
cos) con la ayuda de una espéatula a fin de eliminar las
burbujas de aire. Obtener una capa de 10 cm aproxima-
damente.

Afiadir el agua procedente del estanque alamezcla hasta
una altura cercana al borde delrecipiente (de 3a 5 cm por
debajo delborde). Lamezcla se debe adicionar lentamen-
te paranoresuspender lamuestra. (El recipiente debe es-
tar ligeramente inclinado y luego adicionar lentamente la
mezcla para evitar la formacién de burbujas). Esperar 30
minutos. La capa de agua en la parte superior debera me-
dir por lo menos dos cm de altura. Agregar agua, si fuera
necesario. Considere que la proporcién de las capas infe-
rior de lodo y superior de agua pueden variar.
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i)

Con la varilla de vidrio eliminar las burbujas de aire gene-
radas.

Cubrir laboca de la columna con papel aluminio o parafi-
na para evitar tanto el depdsito de polvo como la evapo-
racion de agua.

Registrar y dibujar la imagen final de la columna (color
del sedimento y del liquido).

Figura 10. Columna de Vinogradski después de un mes (izquierda), dos
meses (centro) y tres meses (derecha). La estratificacion se hace cada

vez mas evidente.

Tomar dos portaobjetos y hacerles unas muescas (figura
2A). Sobre ellas amarrar un extremo del hilo cafiamo de
tal forma que se pueda jalar el portaobjetos con el otro
extremo (figura 2B).

Colocar los dos portaobjetos en una posicién vertical a
diferentes niveles, uno sobre el sustrato inclinados con-
trala pared del recipiente dejando que el extremo de hilo
suelto quede suspendido fuera de la botella y uno en los
primeros 10 cm de la superficie (figura 2C).

Ver Figura 11 en la siguiente pagina.
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Figura 11. Secuencia de pasos para colocar los portaobjetos con muestra

en la columna de Vinogradski.

n) Incubar a temperatura ambiente cerca de una ventana
para que reciba luz solar o de lo contrario usar luz artificial.

0) Se examinara la columna periédicamente, anotando los
cambios de colory grosor de las diferentes capas. Regis-
tre los cambios macroscépicos observados. Se tomaran
muestras de las capas para estudiar los diferentes tipos
de microorganismos al final del experimento (11y 12 de
junio de 2016).

p) Encaso se evapore el agua, mantenga su volumen agre-
gando agua destilada.

q) Para el estudio de las bacterias de la columna de Vino-
gradski, se puede introducir una pipeta larga para reco-
ger una pequefia muestra de lodo o agua, que puede ser
usada en microscopia con aumentos de 10 y 40 de au-
mento, para el caso de bacterias se utilizaran en aumen-
tode 100.

r) Una columna se usa como muestra problema y otra
columna como muestra control (sin luz y cubierta con
bolsa negra).

3. Dejar incubar por tres meses y anotar los resultados ob-

servados en la columna.
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VI. Resultados
Se examinara la columna periédicamente, anotando los cam-
bios de color y presencia de las diferentes capas o franjas.

Reporte de observaciones para la columna de Vinogradski.
Columna problema.
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Practica4
Uso adecuado del microscopio

I.

Obetivos
* |dentificar cada parte de un microscopio.

* Familiarizar al alumno con el manejo del microscopio com-
puesto.

Generalidades

El microscopio es, sin duda, el elemento mas importante para
el estudio de la morfologia celular. De los cuidados y correcto
uso dependeré el éxito de las observaciones. El microscopio
es un instrumento que permite observar objetos que son de-
masiado pequefios para ser vistos a simple vista. El tipo mas
comuny el primero que se inventd es el microscopio éptico. Se
trata de uninstrumento éptico que contiene una o varias lentes
que permiten obtener unaimagen aumentada del objetoy que
funciona por refraccion.

El primer microscopio fue inventado por Anthony van Leeuwen-
hoek (mediados del siglo XVIl) y solo aumentaba el tamafio de
los organismos de 50 a 300 veces, y lailuminacién era propor-
cionada por la luz solar. Leeuwenhoek describidé por primera
vez protozoos, bacterias, espermatozoides y glébulos rojos.

En 1665 Robert Hooke observé con un microscopio células
muertas de corcho. Unos afios mas tarde, Malpighi, anatomis-
tay bidlogo italiano, observo células vivas.

Durante el siglo XVIII el microscopio tuvo diversos adelantos
mecanicos que aumentaron su estabilidad y su facilidad de
uso. Las mejoras mas importantes de la éptica surgieron en
1877, cuando Abbe publica su teoria del microscopio y, por en-
cargo de Carl Zeiss, mejora la microscopia de inmersién, sus-
tituyendo el agua por aceite de cedro, lo que permite obtener
aumentos de 2000.
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Las fuentes de luz que se emplean para este tipo de microsco-
pios son diversas y de ahi surge una gran variedad de tipos de
microscopios opticos: de campo claro, de contraste de fases,
de fluorescencia, de luz ultravioleta, de luz polarizada.

El microscopio electronico de transmision (TEM) fue el primer
tipo de microscopio electrénico desarrollado. Utiliza un haz de
electrones en lugar de luz para enfocar la muestra consiguien-
do aumentos de 100.000 X. Fue desarrollada por Max Knoll y
Ernst Ruska en Alemania en 1931. Posteriormente, en 1942, se
desarrolla el microscopio electrénico de barrido (SEM).

Poder de resolucion: Es la capacidad de un sistema 6ptico
para diferenciar entre dos puntos o lineas muy préximos.
AK

PR = ———
nSenu

K=0,5-0,8
n = indice de refraccién del medio
A =Longitud de onda

Apertura numérica (AN): El producto, n sen u, que aparece
en la expresion del poder resolutivo. Se llama apertura numé-
rica (AN) de un objetivo y constituye una las caracteristicas
mas importantes de la lente. Los fabricantes marcan el nu-
mero de la apertura numérica en la montura del objetivo junto
con el aumento.

Partes de un microscopio optico
Sistema 6ptico
*  Ocular: Lente situada cerca del ojo del observador. Am-
plia laimagen del objetivo.

* Objetivo: Lente situada cerca de la preparaciéon. Amplia
laimagen de esta.

* Condensador: Lente que concentra los rayos luminosos
sobre la preparacion.
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* Diafragma: Regulala cantidad de luz que entra en el con-
densador.

* Foco: Dirige los rayos luminosos hacia el condensador.

Sistema mecanico

*  Soporte: Mantiene la parte 6ptica. Tiene dos partes: el
pie o basey el brazo.

* Platina: Lugar donde se deposita la preparacion.

* Cabezal: Contiene los sistemas de lentes oculares. Pue-
de ser monocular, binocular.

* Revoélver: Contiene los sistemas de lentes objetivos. Per-
mite, al girar, cambiar los objetivos.

* Tornillo macrométrico: Aproxima el enfoque

* Tornillo micrométrico: Consigue el enfoque correcto.

Figura 12. De muestra un microscopio compuesto y abajo los diferentes
tipos de objetivos que se utilizan en la observacion de muestras.

Manejo del microscopio 6ptico

1. Colocar la preparacién sobre la platina sujetandola con
las pinzas metalicas.

2. Comenzar la observacion con el objetivo de 4x o colocar
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el de 10 aumentos (10x) para obtener una vista panora-
mica de la muestra.

Para realizar el enfoque:

a.

Acercar al maximo la lente del objetivo a la prepa-
racion, empleando el tornillo macrométrico. Esto
debe hacerse mirando directamente y no a través
del ocular, pues se corre el riesgo de incrustar el ob-
jetivo en la preparacion pudiéndose dafiar alguno
de ellos o ambos.

Mirando, ahora si, a través de los oculares, ir sepa-
rando lentamente el objetivo de la preparacién con
el macrométrico y, cuando se observe algo nitida la
muestra, girar el micrométrico hasta obtener un en-
foque fino.

Pasar al siguiente objetivo. La imagen deberia estar ya
casi enfocada y suele ser suficiente con mover un poco
el micrométrico para lograr el enfoque fino. Si al cambiar
de objetivo se perdié por completo laimagen, es preferi-
ble volver a enfocar con el objetivo anterior y repetir des-
de el paso 3.

Empleo del objetivo de inmersion:

Bajar totalmente la platina.

Subir totalmente el condensador para ver claramen-
te el circulo de luz que nos indica la zona que se va a
visualizar.

Colocar una gota minima de aceite de inmersién so-
bre el circulo de luz.

Mirando directamente al objetivo de 100X, subir la
platina lentamente hasta que la lente toca la gota de
aceite. En ese momento se nota como si la gota as-
cendieray se adosara a la lente.

Enfocar cuidadosamente con el micrométrico.

La distancia de trabajo entre el objetivo de inmersion
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y la preparacién es minima, aun menor que con el de
40x, por lo que el riesgo de accidente es muy grande.

g. Una vez finalizada la observacion de la preparacion,
se baja la platina y se coloca el objetivo de menor
aumento girando el revélver. En este momento ya se
puede retirar la preparacion de la platina. Nunca se
debe retirar con el objetivo de inmersion en posicion
de observacion.

h. Limpiar el objetivo de inmersion con cuidado em-
pleando papel lente para 6ptica. Comprobar tam-
bién que el objetivo 40x esté perfectamente limpio.

Microscopio electrénico de transmisiéon (MET):

Reemplaza la luz visible por un haz de electrones que produce
un muy alto poder de resolucién. En este sistema se reempla-
zan los lentes (cristales) por campos electromagnéticos. Estos
producen la amplificaciéon de laimagen. Este haz de electrones
viaje en un tubo de alto vacio, laimagen formada es registrada
en la pantalla (monitor) o en una placa fotogréfica. La forma-
cion de laimagen depende de la dispersion de los electrones.
Los cortes son de 1/40 u (250 A) de espesor. Se pueden obte-
ner aumentos de hasta 160.000 veces.

Figura 13. Tamafio relativo de las células y sus componentes.

Microscopio electrénico de barrido (MEB):

A diferencia de los microscopios 6pticos, el MEB utiliza un haz
de electrones que se trasladan en una trayectoria libre de co-
lisiones (columna de alto vacio) e interacttan con el espéci-
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men, recorriendo la topografia de la muestra. El bombardeo
de la muestra con el haz produce un elevado niumero de se-
Rales, las que son captadas por un detector y transformadas
en unaimagen.

Para la observacién en alto vacio el material, debe cumplir con
dos requisitos: estar seco y ser conductivo. Los pasos a seguir
para acondicionarlas son los siguientes:

a)

Fijacion: Se realiza a fin de detener los procesos fisiol6-
gicos del material y conservarlos lo mas parecido posible
al estado vivo. Se usa una mezcla de solventes como el
FAA (formol, alcohol y &cido acético).

Deshidratacion: El agua presente en las muestras y/o
en los fijadores al evaporarse, produce contaminacion
de la columna del MEB y deformacién de la superficie de
la muestra. Por ello, los especimenes deben deshidratar-
se y secarse para su observacion. La deshidratacion se
realiza por tratamiento del material en una serie aceto-
nica ascendente. El secado se realiza por el proceso de
punto critico, que consiste en reemplazar la acetona por
CO02 liquido, el cual pasa a la fase gaseosa sin generar
calor de evaporacién. Asi, las muestras se secan sin co-
lapsarse, pues no estan sujetas a los dafios causados por
la tension superficial.

Metalizacion: Los especimenes a observar se recubren
con una delgada capa de material conductivo (Au, Au/
Pd, C), para evitar los fenémenos de carga y dafio por
barrido de electrones a la muestra. El procedimiento
para lograr este recubrimiento es la evaporacion del me-
tal en atmdsfera de plasma de Argén.

Ver Figura 14 en la siguiente pagina.



Figura 14. Microscopio electrénico.

lll. Equipos, materiales y reactivos
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1. Equipos
ftem  Equipo Cantidad
1 Microscopio compuesto 1
2. Materiales
ftem  Material Cantidad
1 Laminas porta objetos 1
2 Laminas cubre objetos 1
3 Goteros 1
4 Letras en papel 1
5 Papel lente 1
3. Reactivos
ftem  Reactivo Cantidad
1 Xilol 1
2 N
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IV. Procedimiento

1.

Cologue cuidadosamente en su lamina portaobjeto un pe-
dacito de papel en la cual este escrita una letra A, luego
agregue una gota de agua y péngale el portaobjeto.

Observe al microscopio y anote sus observaciones.

Repita los mismos pasos para observar agua estancada.

V. Preguntas de repaso

1.

¢ Qué diferencia existe entre aumento y poder de resolu-
cion?

¢ Qué papel juegan el diafragma y el condensador en la
iluminacion?

¢ Coémo varia la iluminacién al desplazar el condensador?

Calcular el poder de resolucion del aceite de inmersion,
sabiendoquen=14,k=0,65,A=0,55.
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Practica 5
Coloraciones bacterianas

Obetivos

* Observar en el microscopio las bacterias presentes en la
mucosa labial.

* |dentificar mediante coloraciones las diversas formas que
tiene las bacterias.

Generalidades

Las bacterias organismos procariontes unicelulares carecen
de envoltura nuclear. En algunas circunstancias forman espo-
ras para protegerse del medio. Presentan formas diversas: ba-
cilos, cocos, espirilos, estreptococos, estafilococos, etcétera.

Estas células casi siempre son incoloras y no dan suficiente
contraste con el agua en el cual ellas estan suspendidas, para
ser visibles con claridad al microscopio. Al ser tefiidas, se in-
crementa el contraste con lo que le rodea. Por ello, son mas
visibles. Ciertas coloraciones pueden ayudar a identificar es-
tructurasinternasy el uso del objetivo de inmersién para su ob-
servacion al microscopio es mas conveniente para aumentar
su magnificacién.
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Los colorantes usados en microbiologia son de tres tipos:

i. Simples: Cuando se utiliza un solo colorante como el azul
de metileno, tinta china, azul de lactofenol.

ii. Diferenciales: Cuando utilizan mas de un colorante como
la coloracién de Gram y Ziehl-Neelsen.

iii. Especiales: Cuando se usan colorantes que permiten
reconocer ciertas estructuras celulares como la colora-
cién de esporas, coloracién de capsulas, etcétera.

lll. Equipos, materiales y reactivos

1. Equipos
ftem  Equipo Caracteristica Cantidad
1 Microscopio compuesto 1
2. Materiales
ftem Material Caracteristica Cantidad
1 Lédminas porta objetos 1
2 Laminas cubre objetos 1
3 Goteros 1
4 Letras en papel 1
) Papel lente 1
6 Puente de coloracion 1
7 Palitos mondadientes 1
8 Asa de siembra 1
3. Reactivos
ftem  Reactivo Caracteristica Cantidad
1 Aceite de cedro 1
2 Xilol 1
3 Azul de metileno 1
4 Azul de lactofenol 1
S5 Set de coloracién de Gram 1
— 6 Tinta china 1
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IV. Procedimiento

Preparacion del frotis o extendido de la muestra
Muestra: sarro dentario.

Antes de colorear, se debe fijar el material a ser observado, sila
preparacién no esta fijada a la Idmina, las células se despega-
ran durante el proceso de coloracion.

En este ejercicio el estudiante utilizara el calor para matar las
bacterias y producir asi la adherencia al portaobjeto.

Utilizando un asa de siembra, colocar una asada de la muestra
en estudio sobre los portaobjetos limpios (libres de grasa) pre-
viamente marcados con los cédigos de las muestras.

Con el asa hacer el extendido, formando una capa fina sobre
laldmina.

Colectar saliva en dos tubos estériles y proceder comoen (1) y (2).

Dejar secar las laminas al aire o sujetarlas cerca de la llama del
mechero.

Cuando el extendido esta seco, con la muestra hacia arriba,
pasar la ldmina sobre el mechero, teniendo cuidado que mu-
cho calor distorsiona la forma vy las estructuras de las células
bacterianas.

A. Coloraciones simples
Son aquellas coloraciones que utilizan un solo colorante
para visualizar la morfologia de los microorganismos.
Coloracién azul de metileno
1. Prepararunfrotis conlamezclabacterianay fijar al calor.

2. Cubrir el frotis con una gota del colorante y dejar ac-
tuar por 3-5 minutos.

@

Lavar con agua y dejar secar.
4. Observar al microscopio con objetivo de inmersiéony
aceite de cedro.

Resultado: Los microorganismos se observan de color
azul intenso.
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Método de Burri (con tinta china o nigrosoina)

1.

2.
3.
4.

Colocar una gota de tinta china sobre la lamina por-
taobjetos.

Agregar una gota de la mezcla bacteriana.
Cubrir la preparacion con una laminilla cubre objeto.

Observar con lente de menor y mayor aumento.

Resultado: Los microorganismos sin tefiir resaltan sobre un

fondo oscuro.

Figura16. Cryptococcus neoformans por el método de tincién con tinta china

Coloracion azul de lactofenol

1.

3.
4.

Colocar una gota del colorante sobre la lamina
portaobjetos.

Colocar una muestra de un cultivo de hongo sobre
el colorante.

Cubrir con una laminilla cubre objeto.

Observar con lente de menor y mayor aumento.

Resultado: Los microorganismos se observaran en un

fondo azul-celeste.
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V. Cuestionario

a) ¢Cualeslafunciondel acido lactico en el azul de lactofenol?

b) ¢Cualeslaimportancia de utilizar los colorantes simples.

VI. Procedimiento

Tincion gram

a)

Preparar extendidos de la muestra en estudio y adicio-
nalmente de cultivos de Escherichia coli y Staphylococ-
cus aureus.

Fijar las preparaciones con calor en ldminas por separado.
Colocar las laminas fijadas sobre el puente para colorear.
Cubrir el frotis con cristal violeta durante 2 minutos.

Lavar la lamina con agua de cafio o con la piceta cuidan-
do de no eliminar la muestra, dejar escurrir.

Cubrir la preparacion con soluciéon de lugol para Gram
durante un minuto.

Lavar la ldmina con agua de cafio o con la piceta, dejar
escurrir.

Decolorar con alcohol-acetona o con alcohol de 95% de
10 a 20 segundos, lavar con agua de cafio o con la pice-
ta, dejar escurrir.

Cubirir el frotis con safranina (colorante de contraste) de
20 a 30 segundos.

Lavar lalamina con agua de cafio o con la piceta y escurrir.

Secar las ldaminas con papel absorbente o dejar secar al
aire libre.

Examinar las laminas al microscopio, con lente de inmer-
sion (1000x).

Hacer esquemas de lo que observa al microscopio, enrela-
cién alaformay coloracion que han tomado las bacterias.
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Figura 17. Esquemas de la coloracion de Gram.

Resultado: Las bacterias Gram positivas se colorean de violeta
y las bacterias Gram-negativas, de color rojo.

VII. Cuestionario

a)
b)

¢ Cuél es el colorante primario de la tinciéon Gram?

¢ Cual es la funcidon que cumple el lugol en la coloraciéon
Gram?

Mencione cinco bacterias Gram positivas y 5 Gram-ne-
gativas.

Mencione otras técnicas de coloracién empleadas en
microbiologia.
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Practica 6
Métodos de siembra

|. Obetivos
* Realizar los diferentes métodos de siembra.

* Analizar la importancia de una siembra para el correcto
aislamiento de la bacteria.

Il. Generalidades

El procedimiento por el cual se pone en contacto un microorga-
nismo con un medio de cultivo, se llama siembra. Los métodos
de siembra son los siguientes:

a) Siembra por estria: Diseminar, en forma de zigzag, una
pequefia cantidad de muestra bacteriana sobre la super-
ficie del medio de cultivo sélido con la ayuda de un asa de
siembra en aro.

Figura 18. Método de siembra por estria.

b) Siembra por dispersion-agotamiento: Sembrar la
muestra bacteriana en zigzag, hasta la mitad de la super-
ficie del medio de cultivo sélido que se encuentra en una
placa de Petri, girar esta unos 45° y continuar sembrando
en zigzag, hasta que se agote toda la muestra del asa de
siembra en aro.

Ver Figura 19 en la siguiente péagina.
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Figura 19. Método de siembra por agotamiento.

c) Siembra por puntura: Sembrar la muestra bacteriana en
un tubo con agar semisélido, con ayuda del asa de siembra
en punta, introduciéndola en forma vertical hasta la mitad
de agar.

Figura 20. Método de siembra por punturay estria

en la superficie.

Figura 21. Método de siembra por difusién.

Figura 22. Método de siembra por incorporacion.
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lll. Materiales, reactivos, medios de cultivo y cepas bacterianas

1. Materiales

ftem  Material Caracteristica Cantidad
1 Asa de siembraenaroy en punta 1
2 Mechero Bunsen 1
) Encendedor 1
2.Reactivos
ftem  Reactivo Caracteristica Cantidad
1 Aceite de cedro 1
2 Xilol 1
3. Medios de cultivo
ftem  Medios de cultivo Caracteristica Cantidad
L Medio repartido
1 Agar nutritivo placa de Petri 1
Medio repartido
2 Agar MacConkey placa de Petri 1
Medio repartido
S AgarSS placa de Petri !
4 Caldo nutritivo Tubo de ensayo 1
4. Cepas bacterianas
ftem  Cepasbacterianas Caracteristica Cantidad
1 Escherichia coli ATCC 25922 1
2 Staphylococcus aureus ATCC 25923 1

IV. Procedimiento
Muestra: Cepa bacteriana,

En esta técnica es muy importante emplear un asa de siembra
en buen estado.
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Siembra por agotamiento

a.

Esterilizar el asa flameandola en el mechero hasta conse-
guir un rojo incandescente.

Enfriar el asa en la proximidad de la llama. Tomar un in6-
culo de la muestra.

Transferir elindculo a un area pequefia de la superficie de
la placa, préxima al borde.

Extender el inéculo formando estrias muy juntas sobre la
superficie de una porcién pequefia de la placa.

Tomando como indculo el obtenido mediante el roza-
miento del asa de siembra con las estrias sembradas la
primera vez, realizar sobre una porcién virgen de la placa
una segunda tanda de estrias que no toque la primera.

Repetir exactamente la operacion descrita en el punto
anterior, pero empleando como in6culo la segunda tan-
da de estrias.

Terminada la siembra, dejar incubando a 37 °C por 24 ho-
rasy realizar la lectura de las colonias.
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Practica /
Lectura de colonias

|. Obetivo

Identificar las caracteristicas fenotipicas de las colonias
bacterianas.

Il. Generalidades

Cuando las bacterias se siembran en un medio de cultivo y en
condiciones adecuadas, ocurre un incremento marcado del
ndmero de células.

Las placas de Petriy los tubos sembrados e incubados a 37 °C
por 18 a 24 horas son retiradas de la incubadora para realizar la
«lectura» de las colonias anotando sus caracteristicas de cre-
cimiento en los diferentes medios de cultivo.

Colonia: Es el desarrollo masivo de microorganismos de una
especie. Es una agrupacion de células bacterianas que com-
parten las mismas caracteristicas morfolégicas, fisiolégicas y
bioquimicas cuando se hallan en un medio sélido o semisdlido
y se han originado de una sola célula progenitora. Las colonias
elegidas para ser estudiadas deberan estar separadas una de
otray bien conservadas.

Estudio de las colonias en medio sélido

Las principales caracteristicas morfoldgicas que presentan las
colonias son:

* Forma: Circular, eliptica, puntiforme y filamentosa e irregular.

* Elevacién: Plana, convexa, acuminada, umbilicada, papilar
o crateriforme.

* Borde: Entera, ondulada, dentaday filamentoso, festoneado.

+  Tamanfo: Se mide y expresa el didmetro de cada colonia en
milimetros.
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a) Grandes>de4 mm

b) Medianosde2a4 mm
c) Pequefiosdela<2mm
d) Puntiformes <1mm

Cantidad: Hacer un recuento si es posible o dar una
apreciaciéon (poco, regular, abundante) de las colonias
que son iguales.

Superficie (aspecto):Lisa, rugosa, granulada
Consistencia:Cremosa, membranosa y mucosa

Cromogenesis: Puede verse si la colonia es incolora o
pigmentada, indicar el color y el medio de cultivo.

a) Incoloros: Streptococcus

b) Pigmentos propios: Pseudomonas aeruginosa (baci-
lo piocianico, colonias verdes). Bacteroides melani-
nogenicus (colonias de color negro)

c) Pigmentos por el medio: Escherichia coli color rosa-
do en agar MacConkey; Salmonella color negro en
agar SS

Olor: Proteico, acido lactico, a heces, a frutas (agradable o
desagradable).

Caracteristicas debidas al medio de cultivo:

a) Lahemodlisis en agar sangre:

b) Beta-hemoliticas: Halo claro que indica hemdlisis
completa.

c) Alfa-hemoliticas: Halo verdoso que indica hemoli-
sis parcial.

d) Gamma-hemoliticas: Ausencia de halo que indica
no hemdlisis.

e) Demostracion de la accién enzimatica sobre el
sustrato del medio: Accién de proteasas, lipasas,
DNasas, entre otras.

f) Fermentacion de carbohidratos.
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Estudio de las colonias en medio liquido: El desarrollo bacte-
riano en medio liquido se evidencia por la presencia de: Sedi-
mento, turbidez y pelicula.

lll. Materiales

1. Materiales

ftem Material Cantidad
1 Regla 1
2 Lupa 1
3 Marcador de vidrio 1

IV. Procedimiento
Lectura
Con la ayuda del profesor:

1. Elalumno procedera a hacer el estudio de lo que ha desa-
rrollado en los medios de cultivos sembrados.

2. Realizar un protocolo con los resultados obtenidos.

Figura 23. Morfologia de las colonias bacterianas.

o/
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Practica 8
Metabolismo microbiano

Obetivo

Identificar a los diferentes grupos bacterianos a través de su
metabolismo.

. Generalidades

Laidentificacién bacteriana inicial puede realizarse mediante la
determinacion de las caracteristicas de las colonias y morfolo-
gia con tincién de Gram u otras coloraciones. Sin embargo, la
caracterizacion final de un aislamiento bacteriano desconoci-
do, paraidentificarlo a nivel de género y especie se lleva a cabo
estudiando ciertos sistemas enzimaticos que son Unicos para
cada especie y sirvan como marcadores de identificacion.

En el laboratorio, estos sistemas enzimaticos se detectan ino-
culando una pequefia porcion de la colonia bacteriana aislada
en una serie de medios de cultivo que contienen substratos es-
pecificos e indicadores quimicos que permiten detectar cam-
bios del pH o la presencia de subproductos especificos.

A) AGARTSI (triple sugar iron)

El medio TSI fue diseflado para la diferenciacién de bacilos
Gram-negativos, basadndose en la capacidad potencial de es-
tas bacterias para fermentar carbohidratos y producir sulfuro
de hidrégeno (H,S).

El medio contiene tres azlcares: glucosa, lactosa y sacarosa
en proporciones de 1:10:10, respectivamente. Para detectar los
productos acidos generados, se emplea un indicador de pH,
que es el rojo de fenol, cuyo rango de viraje estéa entre pH 8.4
(rojo) y pH 6.8 (amarillo).

Los patrones de comportamiento de los bacilos Gram-nega-
tivos ante los azlcares presentes en este medio pueden ser
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fundamentalmente tres:

Fermentacion de glucosa Unicamente.

ii. Fermentacion de glucosa + lactosa, glucosa + sacarosa

o glucosa + ambos carbohidratos.

iii. No fermentacion de carbohidratos.

Como producto de la fermentacién de los diferentes carbohi-
dratos, se puede formar gas, que se detecta como pequefias
burbujas o grietas en el medio o por desplazamiento del mismo
hacia arriba del tubo. El medio tiene incorporado tiosulfato de

sod

io como fuente de azufre para generar H,S, y sales de hie-

rro que al reaccionar con el gas forman un precipitado negro
insoluble de sulfuro ferroso (FeS).

Interpretacion

Es indispensable que la lectura se haga en el tiempo de incu-
bacién indicada.

1.
2.

Producto de H,S: Ennegrecimiento en el fondo del tubo.

Fermentacion de la glucosa Ginicamente (rojo/amarillo):
Esto se debe a que la glucosa (que se encuentra en baja
concentracion con respecto a los otros azlcares) ha sido
utilizada y la cantidad de &cido producido no es suficiente
para neutralizar los productos alcalinos generados por la
utilizacion de la peptona. Ademas, los acidos pueden ser
utilizados. Estos procesos, que son oxidativos, ocurren en
la superficie del medio, mientras que, en el fondo, por no
estar en contacto con el oxigeno, solo hay fermentacién y
el medio permanece acido.

Fermentacién doble o triple de carbohidratos (amarillo/
amairillo): La fermentacion de la glucosa y alguno (o am-
bos) de los otros dos azlcares produce gran cantidad de
acidos, por lo que el tubo permanece amarrillo.

No fermentacion de carbohidratos (rojo/anaranjado):
Se presenta Unicamente utilizacién oxidativa de peptonas,
por lo que solo la superficie del tubo se alcaliniza.
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5. Produccioén de gas: Formacion de burbujas (CO, e H*),
grietas o desplazamiento del medio.

Figura24. AgarTSI.

B) Medio RM-VP (Rojo de metilo-Voges proskaueretoina)

Prueba del rojo de metilo (RM)

La prueba de rojo de metilo es una prueba cuantitativa que pro-
porciona una caracteristica valiosa para identificar especies
bacterianas que producen acidos fuertes (lactico, acético, for-
mico) a partir de glucosa.

Estas bacterias que primariamente siguen la via de fermen-
tacion de &cidos mixtos frecuentemente producen suficien-
te acido después de una incubacién prolongada, como para
mantener un pH por debajo de 4.4 (el punto acido limite del
indicador rojo de metilo), superando el sistema amortiguador
del pH del medio.

Prueba de Voges Proskauer (VP)

El 4cido pirGvico, un compuesto fundamental formado en la
degradacion fermentativa de la glucosa, es metabolizado por
algunos microorganismos produciendo el acetil- metil- car-
binol (acetoina), un subproducto neutro de la via 2,3- buti-
lenglicol.
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La prueba se basa en la conversién del acetil- metil- carbinol en
diacetil a través de la accién del KOH y oxigeno atmosférico. El
diacetilo es convertido en un complejo rojo bajo la accion cata-
litica del alfa naftol y creatinina.

Interpretacion

1. Parala prueba rojo de Metilo, afladir al cultivo unas gotas
del reactivo del mismo nombre, cuyo rango de viraje esta
entre pH 4.4 (rojo) y 6.0 (amarillo). La prueba positiva se
manifiesta de color rojo estable y la negativa de color
amarillo-naranja.

2. Para la prueba de Voges-Proskauer, agregar al cultivo
0.6 ml (12 gotas) de alfa naftol y 0.2 ml (4 gotas) de KOH.
Agitar el tubo por 1minuto y dejarlo en reposo durante 15
minutos. Es importante afiadir los reactivos en el orden
especifico.

Una prueba positiva, color rojo localizado en la mitad
superior o en todo el tubo, es observada dentro de los
primeros 15 minutos. Si la lectura se realiza después de
una hora los cultivos pueden presentar un color cobrizo,
siendo esta una interpretacion falsa positiva.

En la prueba negativa no cambia el color inicial del medio
de cultivo.

C) Medio SIM (H,S, indol y motilidad)
Produccion del indol

Las bacterias que poseen la enzima triptofanasa son capaces
de actuar sobre el aminoacido triptofano, produciendo indol,
un benzil pirrol, &cido pirdvico y amoniaco (NH,). Elindol pue-
de detectarse en un medio rico en triptofano, observando la
aparicién de un color rojo (en forma de anillo o impregnado en
la tira de papel), luego de agregar una solucién que contiene
p- dimetilaminobenzaldehido.
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Interpretacion

La aparicién de un color rojo fucsia brillante en la interfase
del reactivo y el caldo, pocos segundos después de haber
agregado el reactivo es indicativo de la presencia de indol y
constituye una prueba positiva. Las bacterias que ha pesar de
desarrollar en el medio, pero que no producen indol, al agre-
gar el reactivo, este aparecera sin cambio alguno, siendo esta
una prueba negativa.

Figura 25. Medio SIM, se observa la produccion de indol.

D) Utilizacién del citrato como tnica fuente de carbono

Esta prueba se utiliza principalmente para identificar varias
especies de la familia Enterobacteriaceae, las cuales pueden
obtener energia por via distinta de la fermentacion de los car-
bohidratos, utilizando el citrato de sodio como Unica fuente de
carbono para su metabolismo y desarrollo. Por ello, cualquier
medio que se emplee para determinar esta caracteristica no
debe contener proteinas ni carbohidratos. El citrato de sodio es
una sal del &cido citrico, compuesto organico simple que cons-
tituye uno de los metabolitos del ciclo de Krebs.

La utilizacion del citrato por una bacteria se detecta por su cre-
cimiento en un medio con citrato con formacién de subpro-
ductos alcalinos. El medio (citrato de Simmons) incluye citrato
de sodio, un anién como Unica fuente de carbono y fosfato de
amonio como Unica fuente de nitrégeno.
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Las bacterias que pueden utilizar citrato también pueden ex-
traer nitrégeno de la sal de amonio, con produccién de amonio
(NH,), alcalinizando el medio por conversién del NH, en hidroxi-
do de amonio (NH,OH), detectandolo con el indicador de pH
incorporado el azul de bromotimol, cuyo rango de viraje esta
entre pH 6.9 (verde) y pH 7.8 (azul).

Interpretacion

1. Prueba positiva: Color azul en 24 a 48 horas y creci-
miento en la superficie del medio inclinado.

2. Prueba negativa: No hay cambio de color ni crecimiento.

Figura 26. Agar ci-
trato.

Figura 27. Prueba

de catalasa.
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E) Prueba de la catalasa

La catalasa es una enzima que poseen la mayoria de las bacte-
rias aerobias y anaerobias facultativa. El peréxido de hidrégeno
(H,0,) esuno de los productos finales del metabolismo oxidati-
vo de los glicidos. Sise acumula, es letal para el microorganis-
mo. La catalasa convierte el H,0, en agua y oxigeno. La prueba
es de importancia en la diferenciacién de los estreptococos
(catalasa negativa) de los estafilococos (catalasa positiva).

Interpretacion

Prueba cualitativa: La aparicion rapida y prolongada de burbu-
jas, de gas o efervescencia sonindicativas de catalasa positiva.

F) Hidrdlisis de la urea (prueba de la ureasa)

Prueba importante para la identificacion de especies bacteria-
nas que poseen la enzima ureasa que hidroliza la urea, segun el
siguiente esquema:

O

NH2- C-NH2 + 2HOH — CO2 + H20 + 2NH = (NH4)2COs

Ureasa

El amoniaco reacciona en la solucién para dar carbonato de
amonio, produciéndose una alcalinizacién y un aumento del pH
del medio que lleva como indicador el rojo neutro.

Figura 28. Medio ureasa. Figura 29. Prueba rapida de 6xidas.
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Interpretacion

1. Prueba positiva: Se observa de color rosado en la super-
ficie o en todo el medio.

2. Prueba negativa: El medio permanece del color original.

C) Prueba de la citocromo-oxidasa

Los citocromos son hemoproteinas que contienen hierro y ac-
tlan como el Ultimo eslabdn de la cadena respiratoria aerobia,
transfiriendo electrones (H) al oxigeno con formacion de agua.
El sistema citocromo se encuentra en los organismos aerobios
o anaerobios facultativos, permitiendo identificar a organis-
mos que carecen de la enzima o son anaerobios estrictos.

En el laboratorio se hace reaccionar la bacteria con un sustrato
oxidable como el dimetil o tetrametil- p- fenilendiamina (el cual
se presenta en solucién, discos o tiras llamados cominmente
oxidasa).

Interpretacion

Las colonias bacterianas con actividad citocromo oxidasa de-
sarrollan inmediatamente un intenso color azul oscuro.

lll. Reactivos, medios de cultivo y cepas bacterianas

1. Reactivos

ftem  Reactivo Cantidad

1 Rojo de metilo 1

2 Alfa naftolal 5 % 1

3 KOH al 40 %) 1

4 Reactivo de oxidasa 1

S Peréxido de hidrégeno (H202) al 3 % 1

6 Reactivo de Kovac 1
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2. Medios de cultivo

ftem Medios de cultivo Cantidad
1 Medio SIM 1
2 Agar TSI 1
3 Agar citrato de Simmons 1
4 Medio agar urea 1

3. Cepas bacterianas

ftem  Cepabacteriana Caracteristica Cantidad
1 Escherichia coli ATCC 25922 1
2 Staphylococcus aureus ATCC 25923 1
3 Proteus

IV. Procedimiento
TSI

+ Con el asa de siembra, inocular una porcién pequefia de la
colonia en el centro del tubo y estrie la superficie del pico
de flauta.

* Rotular e incubar a 37 °C por 18- 24 horas.

MR-VP

» Por la técnica de inoculacién, sembrar la cepa control, en
el medio MR- VP. Rotular los tubos e incubar durante 48-72
horas a 37 °C.

CITRATO

+ Con el asade siembra bien esterilizada, sembrar por la téc-
nica de estria en cada tubo la cepa.

* Rotularlos tubos e incubar a 37 °C por 18-24 horas.
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Ureasa

Por medio de la siembra por estria, sembrar la cepa bacte-
riana. No inocular en el fondo.

Incubar durante 18-24 horas a 37 °C.

V. Pruebaenlamina-catalasa

a.

Con el asa bacteriolégica en punta o un aplicador estéril,
picar el centro de una colonia bien aislada y transferir él ino-
culo a un portaobjetos limpio.

Afiadir 10 2 gotas de H202 al 3 %.

Observar si se forman burbujas o no inmediatamente des-
pués que se afade el reactivo.

Descartar la ldmina en un recipiente con desinfectante.
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Practica 9
Aislamiento de Rhizobium

Obetivos

*  Reconocer los nédulos de las raices de las leguminosas
que presentan Rhizobium.

* Realizar una coloracion Gram a las bacterias aisladas de las
nodulaciones de las raices.

Il. Generalidades

Rhizobium

Es bien conocido que un considerable nimero de especies
bacterianas asociadas con la rizésfera de las plantas son
capaces de ejercer un efecto benéfico en el crecimiento de
plantas. Este grupo de bacterias llamadas rizobacterias pro-
motoras del crecimiento en plantas (PGPR) incluye el género
Rhizobium. Estas bacterias se caracterizan por su habilidad de
facilitar directa o indirectamente el desarrollo de la raiz y del
follaje de las plantas.

La estimulacién indirecta del crecimiento de plantas incluye
una variedad de mecanismos por los cuales la bacteria inhibe
la accioén fungica sobre el crecimiento y desarrollo de la planta.
La estimulacion directa puede incluir la fijacion de nitrégeno, la
produccién de hormonas, de enzimas, de sideréforos y solubi-
lizacion de fosfatos.

La asociacién Rhizobium-leguminosa es la responsable de la
mayoria del nitrégeno atmosférico fijado. Las bacterias de este
género, que en su forma libre tienen forma bacilar y estan pro-
vistas de flagelos, infectan células meristematicas de la raiz de
leguminosas.

Ver Figura 30 y 31 en la siguiente pagina.
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Figura 30. Raiz de leguminosas con tumoraciones.

Figura 31. La Leg-hb esta compuesta por un grupo hemo

vinculada a un grupo prostético.

La leg-hemoglobina es una hemoproteina presente en los né-
dulos radiculares fijadores de nitrégeno de las leguminosas.
Las enzimas de este proceso de fijacidon son muy sensibles a la
presencia de O,, por lo que la funcién de este compuesto seria
captarlo para evitar que produzca dafios. Deja, sin embargo,
O, libre suficiente para que tenga lugar la respiracion celular.
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lll. Reactivos, medios de cultivo y material bioldgico

1. Reactivos

frem  Reactivo Cantidad
1 Aceite de cedro 1
2 Xilol 1
3 Set de coloracion de Gram 1

2. Medios de cultivo

ftem Medios de cultivo

1 Agar Levadura-manitol

3. Material biolégico

ftem  Material biolégico Cantidad

1 Raices de leguinosas con nédulos 1

IV. Procedimiento

Recoja plantas de leguminosas en desarrollo (alfalfa, tré-
bol...), preferentemente de suelos donde se hayan culti-
vado varias temporadas, lo que garantizara la presencia de
Rhizobium. Procure que el suelo esté lo suficientemente
humedo para extraer las raices con el menor daiio posible.

Lave cuidadosamente las raices recogidas y localice los n6-
dulos presentes.

Deposite uno de los nédulos sobre un portaobjetos conuna
gota de agua vy, utilizando agujas enmangadas, desgarre
su estructura para formar una extensién observable al mi-
croscopio.

Cubra el material obtenido con azul de metileno vy, una
vez seca la preparacion, observe al microscopio y trate de
identificar los bacteroides presentes.

Posteriormente se siembra en medio agar levadura-manitol.

Realice la lectura de las colonias entre tres y siete dias
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Guia de Practica 10
Aislamiento de hongos

|. Obetivo

Identifica los distintos tipos de hongos que se pueden encontrar
en muestra bioldgicas y determina su importancia ambiental.

ll. Generalidades

Los hongos son organismos que viven normalmente en dife-
rentes habitats (suelo, agua, aire o en sustancias organicas en
descomposicion). Segun sus exigencias nutricionales y am-
bientales, muchos de ellos se adaptan a la vida parasitaria y
causan enfermedades a las plantas, animales o al hombre.

Existen hongos que tienen un habitat especifico. A ellos se les
puede clasificar como geofilicos, acuaticos, zoofilicos, fitofili-
cos o antropofilicos.

Hay diversidad de técnicas que permiten aislar diferentes es-
pecies de hongos a partir de variados substratos. En algunos
casos es necesario utilizar medios especiales que faciliten el
aislamiento y mantenimiento de estos hongos.

a. Zygomycetes: Los zigomycetes acuaticos son hongos
que normalmente viven en el agua y que se reproducen
asexualmente por esporangiosporas. Varian de tama-
flo, desde unicelulares microscoépicas hasta aquellos
con micelio facil de observar.

b. Ascomycetes: Como caracteristica comun presentan
la formacién de ascos, dentro de los cuales se realiza la
fusion nuclear y posterior meiosis, seguido de un pro-
ceso mitético. La estructura bésica de los ascomicetos
es una tipica célula eucariota rodeada de una gruesa
pared celular. Pueden estar constituidos por una célula
(talo levaduriforme) o formar parte de largos filamentos

! H
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tubulares denominados hifas (talo miceliar), los cuales
estan divididos en segmentos mediante septos (o tabi-
ques) transversales.

Los individuos de la divisiéon Ascomycota son he-
terétrofos y obtienen los nutrientes esenciales a
partir de otros organismos vivos (parasitos o bio-
trofos) o muertos (saprofitos). Como saprofitos (o
saprobios), juegan un papel muy importante en el
reciclaje de material vegetal en descomposicion.

Como biétrofos, son capaces de formar simbiosis
mutualistas con algas (lo que origina la formacién
de liguenes), con raices (micorrizas) o con hojas
y/o tallos de plantas (enddfitos o endobiontes).
Otras asociaciones mutualistas se evidencian con
artrépodos, como las termitas y hormigas.

c. Basidiomycetes

Constituyen aproximadamente el 30% de los
hongos en general, semejan por sus exigencias
nutricionales a los ascomycetos. Mayormente
son especies saproftias o parasitas de plantas y
muy raramente de animales.

La mayoria no forman cuerpos fructiferos en culti-
Vo, aunque muchos producen micelio.

lll. Equipos, materiales y medios de cultivo

1. Equipos

ftem

Equipo Cantidad

1

Cocina eléctrica 1

2

Mallas de asbesto 1
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frem  Material Cantidad

1 Mecheros Bunsen 1

2 Asas bacteriolégicas en anillo 1

3 Asas bacteriolégicas con punta recta 1

4 Botellas con 100 ml de alcohol 1

) Pisetas con agua destilada 1

7 Placas de Petri estériles 1

8 Pinza de metal 1

9 Vaso de precipitacion de 100 ml 1

10 Goteros de plastico 1

1 Espétulas Drigalski

12 Fruta con moho

13 Chicha de jora

14 Pan con moho 1

15 Agua de charco

3. Medios de cultivo
frem  Medios de cultivo Cantidad

1 Placas de agar papa dextrosa 1
PDA + Cloranfenicol

5 Placas con agar extracto de lavadura-malta mas 1
cloranfenicol (YM)

3 Placas con agar 1
sabouraud glucosado + Cloranfenicol

4 Placas con agar MacConkey 1
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IV. Procedimiento

1. Aislamiento de zigomycetes
a) Aislamiento de zigomycetes acuaticos

Material biolégico: Agua de charco (de la zona estanca-
da de arroyo) y carnada: moscas, cabellos, ufias.

Depositar aproximadamente 15 ml de agua de char-
co o0 acequia en una placa de Petri estéril.

Con ayuda de una pinza, depositar dos o tres carna-
das (moscas, cabellos, ufias), previamente cortadas
en trozos pequeifios y sometidos a una sumersion ra-
pida en agua hirviendo, sobre la superficie del agua
de charco.

Dejar en incubacién por tres o cuatro dias, a
temperatura ambiente.

Para la observaciéon microscoépica, recoger con ayu-
da del asa de siembra y pinzas, la carnada (moscas,
cabellos, ufias, etcétera) que se encuentra recubier-
ta por hifas y depositarlas sobre una gota de azul de
Lactofenol en una ldminay cubrir con una laminilla.

Para el aislamiento, puede transferirse una carnada
a un tubo con agar extracto de levadura-almidén. De
lo contrario, mantener la carnada en un frasco que
contenga agua destilada estéril con carnadas igua-
les nuevas.

Reportar los siguientes resultados:

i. Observacion microscépica de las siguientes
estructuras: esporangioforos, esporangios,
esporangiosporas, hifas cenociticas.

ii. Observacién macroscoépica de las colonias
fungicas.
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b) Aislamiento de zigomicetos terrestres

Material biolégico: Estiércol de vacuno.

Depositar un pequefio trozo de estiércol, en cada ex-
tremo de una placa de agar papa dextrosa.

Dejar en incubacién por tres o cuatro dias, a
temperatura ambiente.

Observacién macromorfolégica de las colonias
fungicas.

Observacién microscopica de las colonias fungicas.
Con el asa de siembra en punta roma, recoger parte
de la colonia y depositarla sobre una gota de azul de
Lactofenol en una ldmina y cubrir con una laminilla.
Observar con microscopio a 40x.

Estos hongos en su mayoria pueden ser aislados en
cultivos puros, transfiriendo los micelios o esporan-
giéforos a tubos con agar papa dextrosa.

Reportar los siguientes resultados:

a. Observar de manera microscopica de Mucor sp.

b. Sefialar las siguientes estructuras: esporan-
giéforos, esporangios, esporangiosporas, hi-
fas cenociticas, columnela.

Aislamiento de ascomycetes

Levaduriformes

Material biolégico: Frutas maduras colocadas previa-
mente en camaras himedas por varios dias, jugos de
fruta fermentados, sedimento de bebidas alcohdlicas
como chicha de jora.

Se siembra la fruta madura (zona himeda), jugo de
fruta fermentado o bebida alcohdlica en una placa
de agar extracto de lavadura-malta (YM), por agota-
miento.
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Seincubaatemperatura ambiente de dos a tres dias.

Se observa la formacién de colonias elevadas, opa-

cas, grandes y bien definidas.

Con el asa de siembra en punta roma, recoger parte
de la colonia y depositarla sobre una gota de azul de
Lactofenol en una ldmina y cubrir con una laminilla.

Observar con microscopio a 40x.

Reportar la observacion microscopica de levaduras

como S. cerevisiae.

d) Aislamiento de basidiomycetes

Material biologico: Planta con carbones (grass) u hongos

macroscopicos, comestibles o de vida libre.

Identificar los soros cerrados en plantas infectadas.

Abrir el soro, con asa de siembra estéril, tomar una
muestra de las esporas y sembrar en una placa con

agar extracto de malta.
Incubar a temperatura ambiente por tres o cuatro dias.

Observar el desarrollo de colonias y resembrar el mi-

celio en tubos con agar extracto de malta.

Figura 32. Asperguillus.
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Conidiophore

Figura 33. Penicillium.

2. Coloracion con azul de lactofenol

Con el lado adhesivo de la cinta, tocar la parte superior
de hongo.

Colocar suavemente la cinta sobre la gota de azul de al-
gododn, evitando la formacién de burbujas para no alterar
las estructuras, y poner otra gota de azul de lactofenol.

Poner un cubreobjetos sobre la preparacion.

Dejar reposar de 3 a 5 minutos y hacer observaciones en
el microscopio con los objetivos de 10x y 40x.

Observar con los objetivos de 10x y 40x. Localizar y ob-
servar hifas, estructuras especializadas como esporan-
giéforos, esporangios, conidiéforos, conidias y rizoides;
determinar silas hifas presentan divisiones (septos).

Figura 34. Moho del pan. Rhizopus.
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Practica 1l
Técnicas para la enumeracion de microorganismos:

analisis microbiolégico del agua

Obetivo

Identifica y analiza el método para identificar coliformes en
muestras de agua.

. Generalidades

Debido a que un gran nimero de enfermedades son transmiti-
das por via fecal-oral utilizando como vehiculo los alimentos y
el agua, es necesario contar con microorganismos que funcio-
nen como indicador de contaminacién fecal. Estos deben de
ser constantes, abundantes y exclusivos de la materia fecal,
deben tener una sobrevivencia similar a la de los patégenos
intestinales y deben ser capaces de desarrollarse extra intes-
tinalmente.

El grupo coliforme es heterogéneo, con habitat primordialmen-
te intestinal para la mayoria de las especies que involucra. Es
constante, abundante y casi exclusivo de la materia fecal. Su
capacidad de sobrevivencia y multiplicacion fuera del intestino
se observatambiénenaguas potables, porlo que este grupo se
utiliza como indicador de contaminacién fecal en agua. Mien-
tras mayor sea el nimero de coliformes en agua, mayor sera
la probabilidad de estar frente a una contaminacioén reciente.
Cuando los coliformes llegan a los alimentos, no solo sobrevi-
ven, sino que se multiplican, por lo que en los alimentos el gru-
po coliforme adquiere un significado distinto al que recibe en el
agua. Cuando los productos alimenticios han recibido un trata-
miento térmico (pasteurizacién, horneado, coccion, etcétera),
estos microorganismos se utilizan como indicadores de malas
practicas sanitarias. Para su estudio, se dividen en dos grupos.
El grupo de bacterias coliformes totales, el cual comprende a
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todos los bacilos Gram-negativos aerobios o anaerobios facul-
tativos, no esporulados, que fermentan la lactosa con produc-
cién de gas en un lapso maximo de 48 horas a 35 °C = 1 °C.
Este grupo esté formado por cuatro géneros principalmente:
Enterobacter, Escherichia, Citrobacter y Klebsiella.

El grupo de coliformes fecales esté constituido por bacterias
Gram-negativas capaces de fermentar la lactosa con produc-
cion de gas a las 48 horas de incubacion a 44.5 + 0.1 °C. Este
grupo incluye la especie Escherichia coli.

Escherichia coli es un bacilo corto Gram-negativo de la fami-
lia Enterobacteriaceae (bacterias entéricas). Existe como co-
mensal en el intestino delgado de humanos y animales. Sin
embargo, hay algunas cepas de E. coli patdbgenas, que provo-
can enfermedades diarreicas.

La demostracién y el recuento de organismos coliformes pue-
den realizarse mediante el empleo de medios de cultivo liqui-
dos y sélidos con caracteristicas selectivas y diferenciales.

Fundamento: La determinacién de microorganismos colifor-
mes totales por el método del nimero més probable (NMP) se
fundamenta en la capacidad de este grupo microbiano de fer-
mentar la lactosa con produccion de acido y gas al incubarlos
a 35 °C + 2°C de 24 a 48 horas, Esta determinacion consta de
dos fases: presuntiva y confirmativa.

En la fase presuntiva, el medio de cultivo que se utiliza es el
caldo lauril Triptosa, el cual permite la recuperacion de los mi-
croorganismos dafiados que se encuentren presentes en la
muestra y que sean capaces de utilizar a la lactosa como fuen-
te de carbono.

Durante la fase confirmativa, para determinar del nUmero mas
probable (NMP) de coliformes totales, se emplea como medio
de cultivo caldo lactosado bilis verde brillante (BRILLA), el cual
es selectivo y solo permite el desarrollo de aquellos microorga-

nismos capaces de tolerar tanto las sales biliares en el medio
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BRILLA. La determinacién del nimero mas probable (NMP) de
coliformes fecales se realiza a partir de los tubos positivos de
la prueba presuntiva y se fundamenta en la capacidad de las
bacterias para fermentar la lactosa y producir gas cuando son
incubados a una temperaturade 44.5 + 0.1°C de 24 a 48 horas
en elmedio EC.

Finalmente, la fase completa para la busqueda de Escherichia
coli se realiza a partir de los tubos positivos de caldo EC, los
cuales se siembran por agotamiento en medios selectivos y
diferenciales como agar MacConkey, agar eosina azul de me-
tileno (EMB) y, posteriormente, realizando las pruebas bioqui-
micas basicas (IMViC) a las colonias tipicas.

Técnica de tubos muiltiples

La prueba de tubos multiples es un método estandarizado para
la determinaciéon de la densidad de bacterias indicadoras de
contaminacioén. En esta prueba, réplicas de tubos de medios
de cultivo especificos son inoculados con diluciones decima-
les de una muestra dada de agua. La densidad bacteriana es
calculada por medio de férmulas de probabilidad que estiman
el nimero mas probable de bacterias para producir ciertas
combinaciones de resultados positivos (como turbidez o for-
macién de gas) y negativos.

Cuando se trata de agua no potable, se inoculan los tubos
con cantidades decimales del agua. La seleccion de estas va
a depender de la densidad probable de coliformes y la expe-
riencia del analista. Esta técnica puede también ser usada para
sedimentos, haciendo una dilucién de 10”. Se pesan 50 gr de
muestra (solida o semisélida) y se adicionan 450 ml de agua
de dilucién y se agita por 10 2 minutos.

Los resultados del andlisis de los tubos de réplica y diluciones
son reportados en términos de nimero mas probable (NMP).

El valor numérico de la estimacién del contenido bacteriano es
determinado por la dilucion que mostré ambos resultados po-
sitivos y negativos.
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La mejor evaluacién de la calidad sanitaria del agua depende
de la interpretacion de resultados de la técnica de los tubos
multiples o de otros métodos, posiblemente mas precisos y de
toda la demas informacién relativa al agua que pueda ser obte-
nida por reconocimiento de la zona.

La mayoria de las tablas se basan en el uso de tres volimenes
diferentes de muestra en orden decimal decreciente (10,1, 0.1,
0.01ml, etcétera). Existen tablas para diferente nimero de ré-
plicas de cada dilucién. Las mas comunes son de cinco y tres
réplicas por dilucién, respectivamente

Solo si en los resultados aparecen tubos positivos y negativos
cuando menos en una dilucién, el nUmero mas probable pro-
porciona un estimado significativo de la densidad bacteriana.
La precision de la estimacion del NMP se incrementa al aumen-
tar el nUmero de réplicas por dilucién.

lll. Equipos y materiales

1. Equipos
ftem  Equipo Cantidad
1 Cocina eléctrica 1
2 Rejilla de asbesto 1
3 Incubadora 1

2. Materiales

ftem  Material Cantidad
1 Micropipeta de 1000 pl 1
2 Tips para 1000 pl 1
3 Beacker de 1000 ml 1
4 Pipeta de vidrio estéril de 10 ml 1
) Pipeta de vidrio estérilde 1ml 1

Tubos de tapa rosca con campana Durham con

6 10 ml lauril sulfato doble concentrado —
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Tubos con tapa rosca con campana Durham con

8 10 ml lauril sulfato !

9 Tubos con tapa rosca con campana Durham con 1
10 ml de BRILLA

10 Tubos con tapa rosca con campana Durham con 1
10 mide EC

1l Placas de agar eosina azul de metileno (EMB) 1

12 Asas bacteriolégicas (1asa/mesa) 1

13 Botellas de alcohol de 70° 1

14 Pinza de metal 1

15 Gradillas para que ingresen tubos de tapa rosca 1

16 Botella con 90 ml de agua destilada estéril 1

17 Tubos de 13 x 100 con 3 ml de agua destilada 1
estéril

6 Tubos de tapa rosca con campana Durham con 1

10 ml lauril sulfato doble concentrado

IV. Procedimiento

Muestra: Agua o hielo

Prueba presuntiva: numeracién de coliformes

Agitar vigorosamente la muestra por lo menos 20 veces
para lograr una distribucién uniforme de los microorganis-
mos. Dependiendo del origen de la muestra y el contenido
bacteriano esperado, preparar diluciones.

Agitar la muestra y transferir volimenes segun el cuadro
1, a cada tubo con caldo lauril sulfato de sodio que se ha-
yan seleccionado. Agitar los tubos para homogeneizar la
muestra.

Cuadro 1. Preparacién de inéculo con caldo lauril sulfato de
sodio

Ver Cuadro 1en la siguiente péagina.
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* Transferir 10, 1y 0.1 ml de la muestra previamente homo-
geneizada a tubos con 10 ml de caldo lauril sulfato tripto-
sa. Utilizar tres tubos por cada muestrade 10, 1y O.1.

* Incubar los tubos de 35 a 37 °C de 24 a 48 horas. Exami-
nar los tubos a las 24 horas. Observar si hay formacion
de gas (desplazamiento del medio en la campana de
Durham). Si no se observa produccion de gas, incubar
24 horas mas.

« Escoger los tubos positivos (aquellos que presentan gas
y turbidez y anotar el resultado). Calcular el NMP para
coliformes/100 ml (ver tabla 3).

Prueba confirmatoria: numeracion de coliformes totales

« Transferir dos a tres asadas de cada tubo positivo de
caldo lauril triptosa obtenido durante la prueba presun-
tiva, a tubos que contiene 10 ml de caldo de bilis verde
brillante (BRILLA), con campana de Durham.

* Agitar suavemente los tubos para suhomogeneizacion.
* Incubara 35 +2°C de 24 a 48 horas.

* Registrar como positivos aquellos tubos donde se ob-
serve turbidez (crecimiento) y produccion de gas des-
pués de un periodo de incubacion de 24 a 48 horas.

*  Consultar la tabla 3 de NMP para conocer el nUmero
mas probable NMP coliformes totales/100 ml.

83



UNIVERSIDAD CONTINENTAL

¢ Prueba confirmatoria: numeracion de coliformes fecales

Transferir dos o tres asadas de cada tubo positivo de
caldo lauril triptosa obtenido durante la prueba presun-
tiva a tubos con 10 ml de caldo EC.

Agitar suavemente los tubos para suhomogeneizacion.

Incubar a44.5°C enincubadora o un bafio de agua con
circulacion de 24 a 48 horas.

Seleccionar como positivos todos los tubos donde se
observe crecimiento y produccién de gas después de
un periodo de incubacién de 24 a 48 horas.

Consultar la tabla 3 para conocer el nUmero mas pro-
bable NMP coliformes fecales/100 ml.

* Prueba confirmativa para Escherichia coli

Tomar una asada de cada tubo positivo de caldo EC y
sembrar por estria cruzada en agar eosina azul de meti-
leno (EMB) para su aislamiento.

Incubar las placas invertidas a 35 °C de 18 a 24 horas.

Seleccionar dos colonias de cada placa con la siguiente
morfologia colonial: colonias con centro negro, planas
con brillo metélico o sin él. Si no hay colonias con mor-
fologia tipica, probar una o mas colonias lo mas pare-
cido E. coli de cada placa y sembrarlas en agar cuenta
estandar para realizar las pruebas de morfologia mi-
croscoépica y pruebas bioquimicas.

Incubar las placas a 35 °C de 18 a 24 horas.

Hacer un frotis y tefiirlo por Gram. Observar al micros-
copio la presencia de bacilos cortos o cocobacilos
Gram-negativos.

Calculos y expresion de resultados

Calcular la densidad microbiana con base en el nimero mas

probable conforme al procedimiento sefialadoenlatablal, para
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estimar la poblacién de bacterias coliformes totales, bacterias
coliformes fecales y Escherichia coli en muestras de agua.

Determinacién del nimero mas probable (NMP)

Codificar los resultados de la serie de diluciones en los tubos
asi: siinicialmente son inoculadas cinco porciones de 10 ml de
muestra, Sde 1mly S de 0.1 ml, y los resultados positivos fue-
sen, respectivamente, 5, 3y O, estos se codificardn como 5-3-
0. El cédigo obtenido es buscado en la tabla del NMP (tablas 2
y 3) y se registra directamente el NMP en 100 ml.

Ver Gréfico 35, Método de diluciones, en las siguientes paginas.
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Figura 35. Método de diluciones.
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Preparacion de colorantes

I.  Tincion simple

a) Safranina

Safranina ... 0.5¢g
Aguadestilada ...........ccceeeiiiii . 100 ml
Preparacion:

Disolver el colorante en el agua

b) Cristal violeta

Cristal VIOIEta. ... ..vvvvvieiiiiiieiiieieeeeeeeeeeeee e 1g
Aguadestilada.........cccooiiiiiiiiii 100 ml
Preparacion:

Disolver el colorante en el agua

c) Azul de metileno

Azuldemetileno .........ccccviiiiiiiiiiii 3ml
Etanolde 96% ........cccoeviiiiiiiiiiiiiic e, 20 ml
Aguadestilada .........ccoooiiiiiii 100 ml
Preparacion:

Disolver el colorante en alcohol
Agregar el agua y filtrar

Il. Tincién de gram

a) Cristal violeta y oxalato de amonio (reactivo de Hucker)

Solucion A

Cristal violeta (pureza del colorante de por lo menos,
€190%) e



b)
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Etanol (95%) ...eeeoveeeeiiieeiieeee e 20 ml
Solucién B

Oxalatodeamonio ..........cccceeeeeeiiiiiieeiieeeeeeeee, 0.8¢g
Aguadestilada .........ccoooeeiiiiiii 80ml
Preparacion:

* Mezclar cada soluto en su disolvente respectivo.

* Dejar la solucién de oxalato de amonio en reposo du-
rante una noche o calentar ligeramente hasta que se
solubilice.

* Mezclar las dos soluciones y filtrar.

Solucién de yodo yodurado (lugol)

Yodo (quimicamente puro) .........cccceeeeeevveeeeecineeeennn. 1g
Yoduro de potasio .........cceeeeeeieiiieeiieeeeee e, 29
Aguadestilada ........ccccooiiiiiiiiiii 300 ml
Preparacion

+  Combinar el yodo y el yoduro de potasio con la ayuda
de un mortero.

* lLavar el contenido de este con pequefias alicuotas de
agua destilada.

+ Agregar agua suficiente para obtener un total de 300 ml.

* Agitar fuertemente.

* Almacenar la solucién en una botella oscura y con

tapon de vidrio.
Alcohol acetona
Alcohol etilico (95%) ...ccvvveeeeeeeieeeeeeeee e, 500 ml
ACETONA ..vvviviiiiiiiieiieeeeeeeeeeeee e 300 ml
Preparacion:

*  Mezclar los ingredientes respectivos de cada combi-
nacién para su uso.
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d) Safranina

Safranina (pureza del colorante, 90 %) .................

Alcohol etilico (95 %) ..vvvvveeeieieieeee e

Aguadestilada ..........ccciiii 1000 ml

Preparacion

+ Disolver el colorante en el alcohol.

* Agregar el agua destilada.

* Filtrar y almacenar en frasco con tapén de vidrio.

lll. Tincion de esporas (método de Schaeffer y Fulton)
a) Verde de malaquitaal 5%

Verdede malaquita ..........cccoeeeiiiiiiiiiiiiiieeeee e,

Aguadestilada ..........cccoeviviiiiiiii 100 ml

Preparacion:

+ Disolver el colorante en el agua y dejar en reposo duran-

te una horay media.
*  Filtrar y guardar en frasco oscuro.

b) Safraninaal 0.5%

Safraning .......oovviiiiiiiiiii 0.5¢g
Aguadestilada .........ccccoooiiiiiiiiii 100 ml
Preparacion
+ Disolver el colorante y filtrar.
IV. Tincion para flagelos (método de Leifson)
Colorante de Leifson*
Sol. Saturada de AKK (S04),12H,0 0 AINH4 (SO4) - 12H,0 .... 20ml
Disolucién acuosa al 20% de acido tanico ..................... 10 ml
Aguadestilada ..........ccccc 40 ml
Alcoholetilicoal 95% .........cooviiiiiiiiiiiiiiiieeeee, 15oml
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Disolucién saturada en alcohol etilico al 95%

de fucsinabasiCa ........cceevviiiiiiiiiin 3ml
Preparacion

* Mezclar los ingredientes en el orden citado.

*  Guardar en un frasco bien tapado.

* Se encuentra en el comercio en forma de polvo.

. Tincion de flagelos (alternativa)

Solucion A
Fucsinabasica ... 129
Etanol (95 %) ..ocoeeeeeeeeeeeeeee e, 100 ml

* Disolver el colorante.
 Filtrar y tapar perfectamente para evitar la evaporacion.

Solucion B
JiVo1le (o #-1 [ oTe N 39

Aguadestilada ..........oooeiiiiiii 100 ml
* Disolver el reactivo.

« Sila mezcla no se usa, pronto adicionar fenol al 0.2% para
prevenir el desarrollo de hongos.

Soluciéon C
Cloruro de SOIO .......uuvvevvueriiiiiiiiiiiiiiiiiieeeiearrerreeasraeaeeees 1.5g
Aguadestilada ........cooviiiiiiiiiii 100 ml

* Disolver el reactivo.
* Esta solucion es estable a temperatura ambiente.

Preparacion
* Mezclar cantidades iguales de las soluciones A, By C.
*  Guardar en frasco de vidrio y mantener bien tapado.

Nota: La soluciéon es estable por cinco semanas a tempera-

tura ambiente y en refrigeracion dura varios meses.
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VI.

Colorante de contraste

p-rosaanilinaoazuldemetileno ...................cceee 1g
Aguadestilada ... 100 ml
Preparacion

+ Disolver el colorante en el agua.

Lactofenol azul de algodén

Aguadestilada ..........ccoevviiiiiiiiiiieee 20.0ml
Cristalesdefenol Q.P .....cooveeiieee e, 20.0g
ACIAOIACTICO ..eeviiieiiiiiiiiiiiceeeee e 20.0ml
Glicering ..coooieieiiic 20.0ml
Azulde algododn ........c.eeiiiiiiiiiii 0.05¢
Preparacion

+ Disolver el fenol en el agua.

* Agregar el &cidoy la glicerina.
* Calentara70°C.

* Adicionar el colorante.

« Guardar en frasco de vidrio.
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Medios de cultivos

Agar desoxicolato

Se emplea para el aislamiento de bacilos entéricos Gram-ne-
gativos. También se usa en el recuento de coliformes enleche

y productos lacteos.

Composicion (g/1):
Sodio desoxicolato
Hierro(lll) citrato
Lactosa

Peptonas
di-potasio hidrogeno fosfato
Rojo neutro
tri-sodio citrato
Cloruro de sodio
Agar

pH: 7,3+0,2

Agar DNasa

1,0

10
10,0
10,0
2,0
0,033
1,0
5,0
16,0

Se emplea para determinar la actividad de la desoxirribonu-
cleasa producida por microorganismos, principalmente esta-

filococos.

Composicion (g/1):
Acido desoxirribonucleico
Peptona de caseina
Peptona de soja

Sodio cloruro

Agar

pH: 7,3+0,2

2,0
15,0
5,0
5,0
15,0
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Agar eosina azul de metileno (EMB)

Se emplea como medio diferencial para el aislamiento y dife-
renciacion de bacterias entéricas Gram-negativas.

Composicion (g/1):

Eosina amarillenta 04
Azul de metileno 0,065
Lactosa 5,0
Peptona bacteriolégica 10,0
di-potasio hidrégeno fosfato 2,0
Sacarosa 5,0
Agar 13,5
pH:7,2+0,2

Agar hierro de Kligle

Se empleaenladiferenciacion de bacilos entéricos Gram-ne-
gativos segun la fermentacion de dos azlcares (glucosa y
lactosa) y la produccién de hidrégeno sulfuro.

Composicién (g/1):

Amonio hierro(lll) citrato 0,5
D(+)-glucosa 1,0
Lactosa 10,0
Mezcla de peptonas 20,0
Rojo de fenol 0,025
Sodio cloruro 5,0
Sodio tiosulfato 0,5
Agar 15,0
pH: 7,4+0,2

Agar hierro y lisina

Se emplea como medio diferencial para salmonella y Arizona,
basado en la descarboxilacion de la lisina.



Composicion (g/1):
Amonio hierro (lll) citrato
L-lisina

Extracto de Levadura
D(+)-glucosa

Peptona de gelatina
Pdrpura de bromocresol
Sodio tiosulfato

Agar

pH: 6,7+0,2

Agar hierro y triple azucar

0,5
10,0
3,0
1,0
5,0
0,02
0,04
13,5

Se emplea para identificar enterobacteridceas.

Composicion (g/1):
Amonio hierro (lll) citrato
D(+)-glucosa

Extracto de carne
Extracto de levadura
Lactosa

Sacarosa

Mezcla de peptonas (carne/caseina)
Rojo de fenol

Sodio cloruro

Sodio tiosulfato

Agar

pH: 7,4+0,2

Medio transporte Cary-Blair

0.3
1,0
3,0
3,0
10,0
10,0
20,0
0,025
5,0
0,3
12,0

Guia DE TRABAJO: MICROBIOLOGIA AMBIENTAL

Se emplea para favorecer y conservar la viabilidad de los mi-

croorganismos mientras son transportados al laboratorio.
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Composicion (g/1):

Calcio cloruro 0,09
Sodio cloruro 5,0
di-sodio hidrégeno fosfato 11
Sodio tioglicolato 1,5
Agar 5,5

pH: 8,4+0,2

Agar MacConkey

Medio de cultivo utilizado en la investigacién de organismos
coliformes.

Composicion (g/1):

Lactosa 10,09
Peptona (carne y caseina) 30¢9
Sales biliares 1,59
Peptona de gelatina 17049
Rojo neutro 0,03g
Sodio cloruro 50g
Violeta cristal 0,001g
Agar 13,59

pH final: 7,1+0,2

Agar sal y manitol

Se emplea para el aislamiento selectivo y recuento de estafi-
lococos patdégenos en productos lacteos, carnicos, marinosy
otros productos alimenticios.

Composicion (g/1):

Sodio cloruro 75,0
D(-)-manita 10,0
Extracto de carne 1,0
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Digerido pancreatico de caseina 50
Digerido péptico de tejido animal 5,0
Rojo de fenol 0,025
Agar 15,0
pH: 7,4+0,2

Medio MR-VP

Se emplea como medio diferencial para bacterias, principal-
mente enterobacteriaceas, segun la reaccion del rojo de me-
tilo y la de Voges-Proskauer.

Composicion (g/1):

D(+)-glucosa 50
Mezcla de peptonas 70
tri-potasio fosfato 50
pH: 6,9+0,2

Agar Mueller-Hinton

Se emplea para ensayos de sensibilidad de los microorganis-
mos frente a antibidticos y sulfamidas. También en aislamien-
to primario de gonococos y meningococos.

Composicion (g/1):

Almiddn 1,59
Infusion de carne 20g
Peptona de caseina hidrolizada 17,59
Agar 17049
pH: 7,4+0,2

Agar nutritivo

Medio recomendado para el cultivo de gran variedad de bac-
terias y para el recuento de organismos en aguas, heces y
otros materiales.
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15.

Férmula (por litro) del agar

Extracto de carne 3,0¢g
Peptona de gelatina 50g
Agar 1509

pH final: 6,8 0,2

Caldo nutritivo

Medio recomendado para el cultivo de gran variedad de bac-
terias y para el recuento de organismos en aguas, heces y
otros materiales.

Férmula (por litro) del caldo

Extracto de carne 3,0¢g

Peptona de gelatina 50g

pH final: 6,8 +0,2

Aguade peptona

Se emplea como diluyente en muestras alimentarias, aguasy
materiales diversos. Para la realizacion de la prueba del indol
en aquellos microorganismos capaces de producirlo.

Composicion (g/1):
Triptona 10g
Sodio cloruro S5g

pH final: 7,2+0,2

Agar glucosa sabouraud

Se utiliza para el cultivo de hongos y levaduras y para la nu-
meraciéon de estos microorganismos en alimentos y otros
materiales. Los medios liquidos o caldos estan indicados para
pruebas de esterilidad; los agares sabouraud con glucosa
estan especialmente indicados para dermatofitos, mientras
que los que contienen maltosa favorecen el crecimiento de
los hongos filamentosos. Se aconseja utilizar un medio su-
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plementado con antibiéticos cuando las muestras estan alta-
mente contaminadas.

Composicion (g/1):
D(+)- glucosa 40,09
Mezcla de digerido péptico

de tejido animal y digerido
pancreético de caseina (1:1) 10,09

Agar 1509
oH: 5,6+ 0,2

Agar salmonella y Shigella

Se emplea para el aislamiento de salmonellay Shigella a partir
de muestras de productos alimenticios u otros que pudieran
contener estos gérmenes. Se trata de un medio altamente
selectivo.

Composicion (g/1):

Extracto de carne 5,0
Hierro (lll) citrato 1,0
Lactosa 10,0
Peptonas 5,0
Rojo neutro 0,025
Sales biliares 8,5
tri-sodio citrato 8,5
Sodio tiosulfato 8,5
Verde brillante 0,00033
Agar 13,5
pH: 7,0+0,2

Agar base sangre

Se emplea, afiadiendo sangre o sangre cocida, para el culti-
vo y aislamiento de microorganismos exigentes, sobre todo
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patégenos y para su determinacién. Si no se afiade sangre,
es adecuado como base para la preparacion de otros medios

especiales.

Composicion (g/1):

Infusién de corazén 10,0g
Peptona de carne 10,0g
Cloruro de sodio 509
Agar 15,09

pH final: 7,3+0,2

Citrato de Simmons, agar

Se emplea para la diferenciacion e identificacion de entero-
bacteriaceasy ciertos hongos, basandose en la utilizacién del
citrato.

Composicion (g/1):

tri-sodio citrato 2,0
Amonio di-hidrégeno fosfato 1,0
Azul de bromotimol 0,08
Magnesio sulfato 0,2
di-potasio hidrégeno fosfato 1,0
Sodio cloruro 5,0
Agar 15,0
pH: 6,9+0,2

TCBS, medio célera
Se emplea para el cultivo y aislamiento de Vibrio cholerae y
Vibrio parahaemolyticus en productos marinos o muestras de
diversos origenes.

Composicion (g/1):
Azul de bromotimol 0,04
Azul de timol o4
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Bilis desecada 8,0
Extracto de levadura 5,0
Hierro(lll) citrato 10
Peptona de carne 5,0
Peptona de caseina 5,0
Sacarosa 20,0
tri-sodio citrato 10,0
Sodio cloruro 10,0
Sodio colato 3,0
Sodio tiosulfato 10,0
Agar 14,0
pH: 8,6+0,2

Agar soja triptona (TSA)

Se emplea como medio de uso general para el cultivo de todo
tipo de microorganismos.

Férmula (por litro)

Digerido papainico de soja 50g¢g
Digerido pancreatico de caseina 15,09
Sodio cloruro 50¢g
Agar 15,09

pH final: 7,3+0,2

Caldo soja triptona (TSB)

Se emplea como medio de uso general para el cultivo de todo
tipo de microorganismos.

Composicion (g/1):
Digerido papainico de soja 3,0
D(+)-glucosa 2,5

17,0 —

Digerido pancreético de caseina
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di-potasio hidrégeno fosfato 2,5
Sodio cloruro 5,0
pH: 7,3 +0,2

XLD, medio

Se emplea para el aislamiento de enterobacteridceas pa-
tégenas, principalmente salmonella y Shigella, a partir de
muestras bioldgicas y productos alimenticios.

Composicion (g/1):

Amonio hierro (lll) citrato 0,8
Extracto de levadura 3,0
Lactosa 7,5
L-lisina 5,0
Rojo de fenol 0,08
Sacarosa 7,5
Sodio cloruro 50
Sodio desoxicolato 2,5
Sodio tiosulfato 6,8
D(+)-xilosa 3,5
Agar 13,5
pH: 7,4+0,2

Agar bilis esculina

Se emplea como medio diferencial para enterococos y se re-
comienda para su aislamiento e identificacion presuntiva.

Composicion (g/1):

Bilis de buey 40,0
Esculina 1,0
Extracto de carne 3,0
Hierro (lll) citrato 0,5
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Peptona bacteriolégica 5,0
Agar 15,0
pH: 6,6+0,2

OF, medio basal (Hugh Leifson, medio)

Medio para la diferenciacién de bacilos Gram-negativos, ba-
sados en la determinacién del metabolismo oxidativo y/o fer-
mentativo de los carbohidratos.

Composicion (g/1):

Azul de bromotimol 0,03
Peptona de caseina 2,0
di-potasio hidrégeno fosfato 0,3
Sodio cloruro 5,0
Agar 2,5
pH: 71+0,2

Agar cromogeénico E. coli

Medio selectivo para la determinacién simultanea de E. coli y
coliformes totales en aguas y muestras de alimentos.

Formula (por litro)

Composicion (g/1):

Peptona bacteriolédgica 3,0¢g
Sodio cloruro 50g
Tampdn fosfato 49¢g
Sodio piruvato 1,09
Triptoéfano 1,0g
Sorbitol 1,0g
Mezcla cromogénica 0,36g
Tergitol-7 Olg
Agar 10,09

pH final: 6,8+0,2
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26. E. coli0157:H7, base de agar cromogénico

Medio selectivo y diferencial para la detecciéon de E. coli

0157:H7

Composicién (g/1):

Mezcla de peptona 20,0
Mezcla de cromogénicos 2,80
Agar bacteriolégico 15,0
pH:7,2+0,2

Coleccion de cepas de cultivos bacterianos

Abreviatura Direccion

American Type Culture Collection.
ATCC 12301 Parklawn Drive.
Rockville, Maryland 20852, Estados Unidos

Collection de bactéries de I'Institut Pasteur.

CIP Institut Pasteur, 25, rue du Docteur Roux,
F75724 Paris Cedex 15
Division of Bacteriology and Dairy Research.
DBDR Science Service.

Ottawa, Canada

Deutsche Sammlung von Mikoorhanismen
Gessellschaft fur Biotechnologische Forschung mbH
Mascheroder Weg 1B

D-38124 Braunschweig, Alemania

DSM

International Collection of Phytopathogenic Bacteria
University of California.

Davis Environmental Health & Safety

Davis, CA 95616, Estados Unidos

Japan Collection of Microorganism.
Riken, Wako, Saitama 351- 01, Japén

National Collection of Industrial Bacteria.
NCIB 135 Abbey Road.
Aberdeen, ABO 8DG, Escocia, Gran Bretaiia

National Collection of Type Cultures.
NCTC Central Public Health Laboratory.
Colindale Ave. London NW9 SHT, Gran Bretaia

Northern Regional Research Laboratory.

ARS Culture Collection.US Department of Agriculture.
1815 North University Street.

——— Peoria, lllinois 61604, Estados Unidos

ICPB

JCM

NRRL
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Tabla Wo 2. Mimercs més probables por 100 ml. Usando cinco tubos de
Continuacidn de 10 mL, einco tubos de 1 mb v cinco tubss de 0.7 mlL.

BT T T Ll L E L L LT L L LT TSRS,

| COMBINACION DE |  Nhe | LIMITE DE COMFLANZA 95X |
| TUBOS POSITIVOS | 100 WL | LIMITE IMFERIOR |  LIMITE SUPERIOR |

B e R et L TR T
| ! | | |
| 5-0-0 | 23 | 7 | 70 |
| 5-0-1 | 3 | 11 | &9 |
| 5-0-2 I 15 i 110 I
| 5-1-0 | 3 | 1 I o3 |
| 5-1-1 | 4 | 16 | 120 |
| 5-1-2 [ T 21 | 150 1
i | I | |
| | I | |
| i | i |
| 5-2-0 | 49 | 7 | 130 |
| 5-2-1 I 7 | 3 | 170 |
] F-2-2 | - | 28 | 220 |
| 5-3-0 | ™ 25 | 190 |
| 5-3 -1 I 1o | 3 | 250 |
I 5-3-2 | 160 | 37 [ 340 1
| | [ | I
| 5-3-3 | 1@ | 44 | 500 |
I 5-4 -0 | 130 | 35 I 300 |
| 5 -d -1 | 1 | 43 | 490 |
| 5.4 -2 | 220 | 57 | 700 I
| 5-4-3 | 280 | 20 | 850 |
| 5 -4 - 4 | 3se | 120 | 1,000 |
| | I | |
| 5-%-0 | 2a0 | &R | 750 |
| 3-5-1 | 350 | 120 | 1,000 i
| §-5-2 | 540 | 180 | 1,400 |
| §=-5-3 | 920 | 300 | 3,200 |
| 5-5-4 | 1,600 | &l | 5,800 i
| 5-5-3 | =z 2,400 | | |
[ I I |
+----= Emr-—-—mrwfrTrEsaE B e L L L L L T T Py
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Tabla Mo 3. Wimero més probable per 100 ml. Usando tres tuwbos de 10 mL,

tres tubos de | wlL y tres tubes de 0.1 ml.
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