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Presentacion

La presente guia de laboratorio complementa los contenidos tedricos de la
presente asignatura y aborda las bases prdcticas de la microbiologia
ambiental. Es importante senalar que los microorganismos son diversos en
forma y funcidn y habitan en casi todos los hdbitats de la Tierra; muchos de
estos microorganismos son unicelulares, pero algunos pueden formar
estructuras complejas e incluso multicelulares. Los microorganismos suelen vivir
en comunidades microbianas complejas y sus actividades estdn reguladas por
interacciones con su entorno y con otros organismos. Representan una
fraccidén importante de la biomasa de la biosfera, siendo sus actividades
esenciales para sostener la vida tal como la conocemos. De hecho, el oxigeno
(O2) que respiramos es el resultado de actividades microbianas del grupo de
las cianobacterias. Plantas y animales estdn inmersos en un mundo lleno de
microorganismos, su evolucién y supervivencia estdn profundamente

influenciadas por las actividades microbianas y procesos simbidticos.

El contenido de esta guia incluye sesiones prdcticas disenadas para infroducir
a los estudiantes en los fundamentos de las ciencias microbioldgicas, iniciando
con la familiarizaciéon de materiales y equipos bdsicos en microbiologia, asi
también aborda la diferenciacidén de ftipos de medios de cultivo, siembra,
colonias y sus aplicaciones; se instruye a los estudiantes en el uso adecuado
del microscopio para la observacion de microorganismos y el aprendizaje
prdctico de técnicas de coloracion bacteriana para la diferenciacion celular.
Asi también se explora el metabolismo microbiano mediante pruebas
bioguimicas y se presenta técnicas para la enumeracion de microorganismos
(andlisis microbioldgico del agua), proporcionando herramientas base para

estudios microbioldgicos ambientales.



En concordancia con el silabo de la presente asignatura, al concluir la guia
practica el estudiante diferenciard estructuras de células procaridticas,
identificard microorganismos de interés ambiental, examinard grupos
microbianos y sus interacciones, analizard sus caracteristicas y roles en
procesos ambientales, e identificard las aplicaciones microbioldgicas en
diferentes hdbitats, aplicando estrategias metabdlicas en biotecnologia para

restaurar ambientes contaminados.

Se recomienda a los estudiantes, seguir estrictamente las normas de
bioseguridad establecidas en el laboratorio, asi como las indicaciones dadas
por el docente y los técnicos especialistas con el objetivo de evitar potenciales
incidencias o accidentes. Familiarizate con los materiales y equipos antes de
iniciar las prdcticas, los estudiantes estdn facultados a realizar las consultas que
sean necesarias para asegurar un exitoso desarrollo prdctico del presente

CUrso.
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Semana 1: Sesidn 2

Reconocimiento de equipos y materiales
bdsicos en un laboratorio de microbiologia
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Instrucciones

La presente prdctica de laboratorio se realizard en equipo (mesas de trabajo).
Los estudiantes deberdn poner en prdctica su capacidad de interpretaciéon y
su habilidad para colaborar de manera efectiva, fomentando una
comunicacion clara y una distribucién adecuada de tareas. Este enfoque
garantizard una comprensidon exitosa de los objetivos y procedimientos de esta

prdctica.

l. Propésito

Al finalizar la sesion, el estudiante podrd reconocer y manejar correctamente
los equipos y materiales bdsicos utilizados en un laboratorio de microbiologia,
comprendiendo su funcidén y uso adecuado, con el objetivo de realizar

actividades experimentales de manera segura y precisa.

Il. Fundamentos tedricos

Los microorganismos se encuentran en diferentes hdbitats ambientales (suelo,
aire y agua), las ciencias microbiolégicas necesitan separar estas poblaciones
microbianas mixtas en grupos taxondmicos diferenciados para su estudio. Un
cultivo microbiolégico que contiene una sola especie de células se denomina
cultivo puro. Para aislar y estudiar microorganismos en cultivo puro, se requiere
equipos bdsicos de laboratorio y la aplicacion de técnicas especificas.

a. Medios de cultivo: La supervivencia y crecimiento de los microorganismos



dependen de un medio de cultivo adecuado, que puede ser liquido,
semisdlido o sdélido. El medio liquido se usa para cultivar grandes cantidades
de células bacterianas, mientras que el medio sélido, como el agar, facilita el
gislamiento de colonias individuales. Los medios semisdlidos permiten estudiar
la motilidad y el crecimiento en condiciones de bajo oxigeno. Ademds,
factores ambientales como el pH, temperatura y presidon osmodtica deben ser

controlados para un éptimo cultivo de microorganismos.

b. Técnica aséptica: La esterilidad es esencial en el laboratorio de
microbiologia, para lograrla es necesario usar equipos estériles y técnicas
asépticas al manejar cultivos bacterianos. Estas prdécticas minimizan la
contaminacién de cultivos y reducen la exposicibn a potenciales

contaminantes garantizando la seguridad en el laboratorio.

c. Tubos de cultivo y placas Petri: Los tubos de cultivo de vidrio y las placas Petri
(de vidrio o pléstico) se usan para cultivar microorganismos. Los tubos pueden
contener medios liquidos o sélidos, mientras que las placas solo se utilizan con
medios sdlidos. Los tubos se mantienen estériles mediante cierres como
tapones de algoddn o tapas de metal/pldstico. Las placas Petri ofrecen mayor
superficie para el crecimiento bacteriano, se incuban boca abajo para evitar

la condensacidén y deben etiquetarse en la base.

d. Instrumentos de ftransferencia: Estos instrumentos son esenciales en
microbiologia para fransferir comunidades microbianas entre diferentes
medios de cultivo. Las asas bacterioldgicas o asas de Kolle (dispuesta en forma
de aguja o bucle circular), hechas de metales inertes como el nicromo o
platino, se esterilizan mediante laincineracién en la llama del mechero Bunsen.
Las asas bacterioldgicas dispuestas en bucle circular se usan para transferir
bacterias a superficies sélidas como placas de agar, mientras que las

dispuestas en forma de agujas son Utiles para inocular cultivos en medios



liguidos o tubos profundos de agar. Las pipetas, tanto manuales como
automdticas, permiten la transferencia precisa de liquidos. Es importante
utilizar aspiradores mecdnicos o propipetas para pipetear, evitando el

contacto directo con la boca propiciando la seguridad del analista.

e. Camaras de cultivo: Las cédmaras de cultivo, como las incubadoras o bafos
de agua, son esenciales para mantener la temperatura optima de los
microorganismos durante su incubacién y crecimiento dependiendo del tipo
de cultivo. Por ejemplo, las incubadoras confrolan la temperatura y utilizan
calor seco para cumplir tal objetivo. También se emplean bafos de agua con
agitacién o circulacién para mejorar la transferencia de calor acelerando el

crecimiento bacteriano.

f. Esterilizacién (calor hUmedo y seco): La aplicacién de calor es un método
comun para destruir células de microorganismos. Tanto el calor seco como el
humedo son efectivos. Sin embargo, el calor hUmedo, debido al efecto
hidrolitico del agua y su mayor capacidad de penetracién, causa la
coagulacién de las proteinas y destruye las células microbianas répidamente.
La esterilizacién, que es la destruccién de todas las formas de vida, se logra en
15 minutos a 121.1 °C con calor himedo (vapor) bajo presién (usualmente 15
Ib de presion), para este tipo de procedimiento se utiliza la AUTOCLAVE. Por

otro lado, el calor seco requiere una temperatura de 160 °C a 180 °C durante

12 a 3 horas, esto generalmente se lleva a cabo en hornos de esterilizacion.

lll. Equipos / Materiales

3.1 Equipos
Tabla 1 - Equipos de comun utilizacion en un laboratorio de microbiologia
item Equipo Caracteristica Cantidad
1 Incubadora Cdmara de cultivo de 01
calor seco




2 Bano de agua o Cdmara de cultivo de 0T
Bano Maria calor hUmedo
3 Autoclave Proceso de 01
esterilizacién de calor
hiumedo
4 Horno Proceso de 01
esterilizacién de calor
seco

*El docente puede ajustar y solicitar materiales adicionales segun disponibilidad y experiencia profesional que
propicien un éptimo desarrollo practico.

3.2 Materiales

Tabla 2 - Materiales bdsicos necesarios en un laboratorio de microbiologia

item Material Caracteristica Cantidad
Segunla
. Placa para cultivo e distribucion de
Placas Petri de . . .
1 . P incubacion de estudiantes en las
vidrio y pldastico . .
microorganismos mesas de
laboratorio
. Medio de cultivo Segunla
Frascos de medio . . ..
. con los nutrientes distribucion de
de cultivo . .
2 . . necesarios para el estudiantes en las
disponibles en el -
B crecimiento de mesas de
laboratorio . . ;
microrganismaos laboratorio
Segunla
Asas Instrumento de distribucion de
3 bacterioldgicas o transferencia estudiantes en las
asas de Kolle microbioldgica mesas de
laboratorio
Segunla
Vertido preciso distribucion de
4 Pipetas graduadas Preciso’y estudiantes en las
exacto de liquidos
mesas de
laboratorio
Tubos de ensayo . 5.99‘”1'0
. distribucion de
con tapa rosa, con Contenido de .
5 \ . estudiantes en las
tapones de jebe y liquidos
. mesas de
sin tapones :
laboratorio
. . Segunla
6 Mecheros Bunsen Brinda rc:_c;ho de distribucion de
proteccion en .
estudiantes en las




procesos mesas de

microbioldgicos laboratorio
Segun la
Aspiradores . . distribucion de
. Vertido preciso y .
7 mecanicos o e estudiantes en las
. exacto de liquidos
propipetas mesas de
laboratorio

*El docente puede ajustary solicitar materiales adicionales segun disponibilidad y experiencia profesional que
propicien un éptimo desarrollo practico.

IV. Indicaciones y procedimientos

Para llevar a cabo la prdctica de reconocimiento de equipos y materiales
bdsicos en un laboratorio de microbiologia, los estudiantes deben seguir las

siguientes indicaciones:

1. Identificacién de materiales y equipos: Familiaricese con los materiales y
equipos esenciales como tubos de cultivo, placas Petri, asas bacterioldgicas o
asas de Kolle, pipetas y cdmaras de cultivo. Aseglrese de comprender su
funcion y el correcto uso en el proceso de cultivo de microorganismos, ilustre

cada uno de ellos de manera adecuada.

2. Uso adecuado de medios de cultivo: Reconozca las caracteristicas de los
tipos de medios de cultivo (liquidos, semisdlidos y sélidos), como prepararlos y
sus aplicaciones en el cultivo de microorganismos. Asegurese de conocer las

diferencias entre medios como agar y caldo de cultivo.

3. Técnicas de transferencia: Practique el uso de asas bacterioldgicas o asas
de Kolle utilizadas para transferir microorganismos en condiciones asépticas, la
cual evita la contaminacién de los cultivos. AsegUrese de usar pipetas vy
micropipetas de manera correcta y evitar el pipeteo manual, siempre
utilizando aspiradores mecdnicos, ilustre cada uno de ellos de manera

adecuada.



4. Condiciones de incubacion: Familiaricese con el uso de incubadoras y

banos maria agitados, ilustre cada uno de ellos de manera adecuada.

5. Manejo de calor y esterilizacion: Comprenda el proceso de esterilizaciéon
con calorseco y hUmedo. Aprenda a usar autoclaves y hornos de esterilizacion
para garantizar que los equipos estén libres de contaminantes, ilustre cada uno

de ellos de manera adecuada.

“Aplique siempre las técnicas asépticas para evitar la contaminacién cruzada

y la _exposicion _a_microorganismos peligrosos. Use equipo de proteccién

personal adecuados (quardapolvos, mascarillas, guantes, gafas) y siempre

siga las instrucciones del docente o técnico”.

V. Resultados

VI. Conclusiones

VIl. Sugerencias / recomendaciones



Uso adecuado del microscopio
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Instrucciones

La presente prdctica de laboratorio se realizard en equipo (mesas de trabajo).
Los estudiantes deberdn poner en prdctica su capacidad de interpretaciéon y
su habilidad para colaborar de manera efectiva, fomentando una
comunicacion clara y una distribucién adecuada de tareas. Este enfoque
garantizard una comprensidon exitosa de los objetivos y procedimientos de esta

prdctica.

I. Proposito
Al finalizar la sesién, el estudiante podrd identificar y utilizar adecuadamente
el microscopio, comprendiendo su funcionamiento y aplicaciones en

microbiologia (observaciones microbioldgicas).

Il. Fundamentos tedricos

La microbiologia, la rama de la ciencia que ha ampliado y extendido
enormemente nuestro conocimiento del mundo microbiano, debe su
existencia a Antfoni van Leeuwenhoek. En 1673, con la ayuda de un
microscopio rudimentario compuesto por una lente bicéncava encerrada
entre dos placas metdlicas, Leeuwenhoek introdujo al mundo la existencia de
formas de vida microscopicas. A lo largo de los anos, los microscopios han
evolucionado desde el simple insfrumento de una sola lente de Leeuwenhoek,
con una magnificacién de 300X, hasta los microscopios electrénicos actuales
capaces de alcanzar magnificaciones superiores a 250,000X. Los microscopios

se clasifican en microscopios de luz y microscopios electronicos. Los primeros



ufilizan luz visible o rayos ultravioleta para iluminar las muestras. Incluyen
insfrumentos de campo claro, campo oscuro, contraste de fase vy
fluorescentes. Los microscopios fluorescentes utilizan radiaciones ultravioletas,
cuyas longitudes de onda son mds cortas que las de la luz visible y no son
directamente perceptibles para el ojo humano. Los microscopios electrénicos
utilizan haces de electrones (en lugar de rayos de luz) e imanes (en lugar de

lentes) para observar particulas submicroscdpicas.

Principales componentes y términos microscépicos:

Plataforma o Platina: Una plataforma o platina fija con una abertura en el
centro permite que la luz pase desde una fuente de iluminacién situada abajo
hacia el sistema de lentes en la parte superior del microscopio. Esta plataforma
o platina proporciona una superficie sobre la que se coloca una Idmina de
muestra (o portaobjetos) sobre la abertura central. Ademds de la plataforma
o platina fija, la mayoria de los microscopios tienen una plataforma mecdnica
qgue puede moverse vertical u horizontalmente mediante confroles de ajuste.
Los microscopios menos sofisticados tienen clips en la plataforma fija y la

l&dmina de muestra debe posicionarse manualmente sobre la abertura central.

Fuente de luz: La fuente de luz se encuentra en la base del microscopio.
Algunos microscopios tienen una fuente de luz incorporada para proporcionar

iluminacion directa.

Condensador y diafragma: Estos componentes se encuentran directamente
debajo de la plataforma o platina y contiene dos conjuntos de lentes que
recogen y concentran la luz a medida que pasa hacia arriba desde la fuente
de luz hacia el sistema de lentes. EIl condensador estd equipado con un
diafragma de iris, un obturador controlado por una palanca que se utiliza para

regular la cantidad de luz que entra en el sistema de lentes.



Tubo ocular y objetivos microscépicos (revélver): Por encima de la plataforma
y unido al brazo del microscopio se encuentra el tubo ocular. Esta estructura
alberga el sistema de objetivos que magnifica la muestra. El extremo superior
del tubo contiene el lente del ocular. La porcién inferior consta de una pieza
movil (revolver) que contiene los objetivos microscépicos o lentes objetivas. La
rotacién de la pieza moévil coloca los objetivos microscdpicos sobre la abertura

de la plataforma.

Magnificacion: El aumento o magnificacién de una muestra es la funcion de
un sistema de dos lentes; la lente ocular se encuentra en el ocular, y los
objetivos microscédpicos estdn situados en una pieza movil giratoria. Estos lentes
estdn separados por el tubo ocular. Los objetivos microscdpicos estéin mds
cerca de la muestra y la magnifica, produciendo la imagen real que se
proyecta hacia el plano focal y luego se magnifica por la lente ocular para
producir la imagen final. Los microscopios comunmente utilizados estdn
equipados con una pieza movil giratoria que contiene cuatro lentes objetivas,
cada una con un grado diferente de magnificacién. Cuando se combinan
con la magnificacion de la lente ocular, se obtiene la magnificacion total o
lineal general de la muestra (multiplica el aumento del ocular por el aumento

del objetivo microscdpico que estd siendo utilizado).

Poder de resolucion o resolucion: Aunque la magnificacion es importante,
debes ser consciente de que el aumento ilimitado no es posible solo
aumentando el poder de magnificacion de las lentes o utilizando lentes
adicionales, ya que las lentes estdn limitadas por una propiedad llamada
poder de resoluciéon. Por definicion, el poder de resolucion es la distancia
minima a la que dos objetos adyacentes deben estar separados para que una
lente los muestre como entfidades discretas. Cuando una lente no puede

discriminarlos, es decir, cuando los dos objetos aparecen como uno solo, ha



perdido resolucién. El aumento de la magnificaciéon no corregird la pérdida y
solo difuminard el objeto. El poder de resolucién de una lente depende de la
longitud de onda de la luz utilizada y de la apertura numérica, que es una
caracteristica de cada lente y estd impresa en cada objetivo. La apertura
numérica es una funcién del didmetro de la lente objetiva en relacidon con su
longitud focal. Se duplica mediante el uso del condensador subplano, que
ilumina el objeto con rayos de luz que pasan oblicua y directamente a través

de la muestra.

Uso y Cuidado del Microscopio: Eres responsable del cuidado y uso adecuado
de los microscopios siguiendo las mejores prdcticas de su uso. A menudo,

deberds mover los microscopios a tu mesa de trabajo. La forma correcta de

hacerlo es sujetar firmemente el brazo del microscopio con una mano yla base

con la otra para levantar el instrumento. Liévalo cerca del cuerpo y coldcalo

suavemente sobre la mesa de trabgjo.
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Nota: Partes de un microscopio, tomado de Cappuccino and Welsh (2019)

lll. Equipos / Materiales

3.1 Equipos
Tabla 3 - Microscopios
item Equipo Caracteristica Cantidad
Segun la

Instrumento para distribucion de

Microscopios observacion y .
1 . o . estudiantes en las
Spticos magnificacién
; P mesas de
microscopica .
laboratorio

*El docente puede agjustar y solicitar materiales adicionales segin disponibilidad y experiencia profesional que
propicien un éptimo desarrollo practico.



3.2 Materiales

Tabla 4 - Materiales para observacion y limpieza microscopica

item Material Caracteristica Cantidad
Muestras de aguas
superficiales
L Muestras para ser
1 naturales I6ticas o . 02
P analizada
Iénficas de la
localidad
Preparaciones Segun la
Ldminas . parac distribucion de
. microbiologicas para .
2 portaobjetos y : estudiantes en las
; observaciones
cubreobjetos : L mesas de
microscopicas .
laboratorio
Segun la
Pipetas Pasteur de distribucion de
3 P Lo Vertido de liquidos estudiantes en las
pldstico
mesas de
laboratorio
. Segunla
K'T d.e papel para . distribucion de
limpieza de lentes Limpieza de lentes .
3 . . . .. estudiantes en las
microscopicos o microscopicas
. mesas de
similar .
laboratorio
AIC;Z()liIr:io?)er;Opggo Reactivo para
4 P P limpieza de lentes 01
lentes . .
. . microscopicas
Microscopicos
. Segunla
Reochvp para distribucion de
. . ., observaciones de .
5 Aceite de inmersion estudiantes en las
preparados en seco
) . ; mesas de
en microbiologia -
laboratorio

*El docente puede ajustar y solicitar materiales adicionales segun disponibilidad y experiencia profesional que
propicien un éptimo desarrollo prdctico.

IV. Indicaciones y procedimientos

Los siguientes procedimientos de rutina deben seguirse para garantizar un uso

correcto y eficiente del microscopio, los estudiantes deberdn traer dos

muestras de aguas superficiales I6ticas o Iénticas:




Cologue una ldmina portaobjetos/cubreobjetos con la muestra

preparada segun indicaciones del docente dentfro de los clips de la

plataforma o platina fija. Mueva la Idmina para centrar la muestra

sobre la apertura de la plataforma directamente sobre la fuente de luz.

Gire el objetivo microscépico de menor aumento o de baja potencia.
Baje la plataforma o platina con el control del tornillo macrométrico a

suU posicion mds baja.

Mientras observa a través de los lentes oculares, vaya subiendo
lentamente la plataforma o platfina utilizando el control del tornillo
macromeétrico y para realizar el enfoque utilice el control del tornillo
micrométrico, girdndolo ligeramente de un lado a otro, para enfocar

nitidamente la muestra.

Regule la fuente de luz mediante el agjuste del transformador y/o el
diafragma para obtener una iluminaciéon éptima con cada nueva

ldmina y cada cambio de aumento.

Una vez que haya enfocado nitidamente la muestra con el objetivo
microscodpico de menor aumento o de baja potencia, continue
moviéndose hacia los otros objetivos microscopicos revisando la nitidez
de la observacion microscopica conforme aumenta la magnificacion.

Calcule la magnificacién correspondiente y realice registros ilustrados

correspondientes.

Prepdrese para visualizar una muestra con aceite de inmersién en el

caso tenga una Iédmina bacteriana de preparacién en seco y siguiendo

las indicaciones del docente. Coloque una gota de aceite de

inmersion directamente sobre el drea de observacion. Gire el revolver
hasta que el objetivo de inmersion, que generalmente es el de mayor

aumento quede blogueado en posicién. Observe la ldmina mientras el



objetivo se gira lentamente hasta la posicidon correcta de observacion.
Ajuste nuevamente el control con el tornillo micrométrico para enfocar
nitidamente la imagen. Durante el examen microscopico de
organismos microbianos, siempre es necesario observar varias dreas de
la preparacién. Para ello, recorra la Idmina sin aplicar mds aceite de
inmersién. Esto requerird ajustes continuos y muy finos mediante la
rotacién lenta hacia adelante y hacia atrds del control de ajuste del

tfornillo micrométrico.

Al finalizar el ejercicio de laboratorio, devuelva el microscopio a su gabinete
en su estado original. Limpie ftodas las lentes con papel para lentes
microscopicos de primer uso, seco Y limpio. Use alcohol isopropilico o similar
para eliminar el aceite de inmersién de la plataforma o platina. Coloque el

objetivo de menor aumento o de baja potencia en su posicién bloqueada y

baje _completamente plataforma o platina. Enrosque el cable eléctrico

alrededor del tubo del cuerpo vy la plataforma o platina. Lieve el microscopio

a su posicidon en el gabinete cuidadosamente.

V. Resultados

VI. Conclusiones

VIl. Sugerencias / recomendaciones



Semana 3: Sesidon 2

Medios de cultivo

NY=Telol o] o Fecha: ..../..../...... Duracion:
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Instrucciones

La presente prdctica de laboratorio se realizard en equipo (mesas de trabajo).
Los estudiantes deberdn poner en prdctica su capacidad de interpretaciéon y
su habilidad para colaborar de manera efectiva, fomentando una
comunicacion clara y una distribucién adecuada de tareas. Este enfoque
garantizard una comprensidn exitosa de los objetivos y procedimientos de esta
prdctica.

I. Propésito
Al finalizar la sesion, el estudiante podrd desarrollar habilidades en el
adecuado uso de medios de cultivo microbiolégicos, identificando sus
componentes y funciones. A fravés de esta prdctica, los estudiantes
aprenderdn a seleccionar el medio de cultivo adecuado segun el tipo de

microorganismo vy las condiciones éptimas para su crecimiento.

Il. Fundamentos tedricos
Existen numerosos medios de cultivo de propdsito especial disponibles para
diferentes funciones:

e Aislar tipos bacterianos de una poblacidn mixta de organismos.

e Diferenciar enfre grupos estrechamente relacionados de bacterias
mediante la apariencia macroscdpica de las colonias y las reacciones
bioguimicas dentro del medio.

e Enumerar bacterias en microbiologia sanitaria, como en agua potable,

aguas superficiales, aguas residuales, suelos, etfc.



e Caracterizar e identificar bacterias segun su capacidad para producir

cambios quimicos en diferentes medios.

Ademds de los nutrientes necesarios para el crecimiento de todas las
bacterias, los medios de cultivo contienen tanto nutrientes como compuestos
quimicos importantes para el desarrollo de los procesos metabdlicos
especificos de diferentes tipos de microorganismos. Los medios de cultivo se
suelen clasificar en: medios selectivos, medios diferenciales/selectivos y medios

enriquecidos.

Medios selectivos

Estos medios se utilizan para seleccionar (aislar) grupos especificos de
bacterias. Incorporan sustancias quimicas que inhiben el crecimiento de un
tipo de bacteria mientras permiten el crecimiento de ofro, facilitando asi el

aislamiento bacteriano.

e Agar cristal violeta: Este medio es selectivo para la mayoria de los
microorganismos gramnegativos. El cristal violeta ejerce un efecto
inhibidor sobre la mayoria de los organismos grampositivos.

e Agar con 7.5% de cloruro de sodio: Este medio es inhibidor para la
mayoria de los organismos, excepto los microorganismos haldfilos
(amantes de la sal). Es particularmente Util para detectar miembros del

género Staphylococcus.

Medios Diferenciales/Selectivos

Estos medios permiten distinguir entre grupos de organismos relacionados
morfolégica y bioquimicamente. Incorporan compuestos quimicos que, tras la
inoculacion e incubacion, producen un cambio caracteristico en la
apariencia del crecimiento bacteriano y/o del medio circundante, lo que

permite su diferenciacién.



A veces, las caracteristicas diferenciales y selectivas se combinan en un solo
medio, como ocurre con el agar MacConkey. Este contfiene sales biliares y
cristal violeta, que inhiben los organismos grampositivos y permiten el
crecimiento de gramnegativos. Ademds, contiene lactosa como sustrato y rojo
neutro como indicador de pH, diferenciando las colonias fermentadoras de

lactosa (rojas) de las no fermentadoras (translcidas).

e Agar sal manitol: Contiene una alta concentracién de sal (7.5% NaCl),
gue inhibe el crecimiento de la mayoria de las bacterias excepto los
estafilococos. Ademds, tiene una funciodn diferencial, ya que contiene
manitol como carbohidrato y rojo fenol como indicador de pH. Los
estafilococos que fermentan manitol producen una zona amairilla
alrededor de su crecimiento; los que no lo fermentan no generan
cambio de color.

e Agar MacConkey: El cristal violeta inhibe el crecimiento de
grampositivos, permitiendo aislar bacterias gramnegativas. Incluye
lactosa, sales biliares y rojo neutro, lo que permite diferenciar bacterias

entéricas segun su capacidad para fermentar lactosa.

Medios Enriquecidos

Estos medios estdn suplementados con materiales altamente nutritivos, como
sangre, suero o extracto de levadura, para cultivar organismos exigentes.

Por ejemplo, en el agar sangre, la sangre incorporada actia como un
ingrediente enriquecedor para cultivar organismos exigentes como
Streptococcus spp. Ademds, permite observar propiedades hemoliticas de

algunos microorganismos, especialmente los estreptococos.

lll. Equipos / Materiales



3.1 Equipos

Tabla 5 - Incubadora y balanza para preparacion de medio de cultivo y

crecimiento microbiano

ftem Equipo Caracteristica Cantidad
Cdmara de cultivo
1 Incubadora a 35°C con temperatura 01
controlada
2 Balanza Instrumento de pesaje 01

*El docente puede qgjustar y solicitar materiales adicionales segun disponibilidad y experiencia profesional que

propicien un ép

timo desarrollo prdctico.

3.2 Materiales
Tabla é - Materiales para reconocer las caracteristicas de los medios de
cultivo
item Material Caracteristica Cantidad
Medio de cultivo, Medio de cultivo con
Agar MacConkey, los nutrientes 250 mL o segun lo
1 preparado, necesarios para el requerido por el
esterilizado y crecimiento de docente
tfemperado microrganismaos
Medio de cultivo, Medio de cultivo con
Agar Manitol los nutrientes 250 mL o segun lo
2 salado, preparado, necesarios para el requerido por el
esterilizado y crecimiento de docente
temperado microrganismos
Placas Petri . . S_egurllo
Placa para cultivo e distribucion de
descartables o de . .7 .
T - - incubacion de estudiantes en las
vidrio estériles sin . .
L microorganismaos mesas de
division -
laboratorio
Brinda radio de . S.egurlIo
roteccion en distribucion de
3 Mecheros Bunsen P estudiantes en las
procesos
. S mesas de
microbiologicos -
laboratorio
Frascos de medio Medio de cultivo con
4 de cultivo los nutrientes 0T
MacConkey necesarios para el




crecimiento de
microrganismos
Medio de cultivo con
Frascos de medio los nutrientes
5 de cultivo Agar necesarios para el 01
manitol salado crecimiento de
microrganismaos
Suspension de 10
mL en caldo
6 nutritivo en tubo Cultivo bacteriano 01
tapa rosca de 48 en caldo nutritivo
horas de
Escherichia coli
Suspension de 10
mL en caldo
nufriivo en fubo Cultivo bacteriano
7 tapa rosca de 48 o 01
en caldo nutritivo
horas de
Staphylococcus
aureus
Segun la
Asas Instrumento de distribucion de
8 bacterioldgicas o fransferencia estudiantes en las
asas de Kolle microbioldgica mesas de
laboratorio

*El docente puede ajustar y solicitar materiales adicionales segun disponibilidad y experiencia profesional que
propicien un éptimo desarrollo practico.

IV. Indicaciones y procedimientos

Preparacién del Medio

Medio MacConkey y Manitol Salado:

Pesar la cantidad indicada de medio deshidratado (segun las

instrucciones del fabricante o férmula) usando la balanza

analitica.

Disolver en

agua destilada en

matraces o

autoclavables, siguiendo las proporciones recomendadas.

Homogeneizar completamente con un agitador magnético o

manualmente.

Cubirir los frascos o matraces con papel aluminio o tapas de

frascos



autoclave. Esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15 minutos

a 15 psi.

e Vertido en Placas Petri
Dejar enfriar el medio esterilizado hasta 45-50 °C.
Verter aproximadamente 20 mL en cada placa Petri estéril bajo
condiciones asépticas (en campana de flujo laminar o cerca
de un mechero Bunsen encendido).

Dejar solidificar completamente.

Con su equipo de trabajo analice y fundamente sucinfamente el rol
gue juega cada nutriente presente en la composicion del medio de
cultivo utilizado en la sesion prdctica, clasifiquelo segun la tipologia
indicada en fundamentos, investigue cuales son las posibilidades de
“viraje de color del medio” con respecto al indicador de pH que hace

parte de su composicion y el microorganismo cultivado.

Asi mismo brinde tres ejemplos adicionales de cada tipologia de medio
de cullivo (Selectivos, Diferenciales/selectivos e Enriquecidos)

indicando para que fipo de microorganismos son utilizados.

Con la guia e indicaciones del docente realice una siembra por
estriado simple en los medios de cultivo solidificados e incube por 48
horas a 35 °C, posterior a este fiempo readlice las lecturas
correspondientes y reporte los resultados obtenidos, fotografie las

placas Petri bajo un fondo blanco.

V. Resultados



VI. Conclusiones

VIl. Sugerencias / recomendaciones



Semana 4: Sesidn 2

Métodos de siembra
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Instrucciones

La presente prdctica de laboratorio se realizard en equipo (mesas de trabajo).
Los estudiantes deberdn poner en prdctica su capacidad de interpretacién y
su habilidad para colaborar de manera efectiva, fomentando una
comunicacion clara y una distribucién adecuada de tareas. Este enfoque
garantizard una comprensidn exitosa de los objetivos y procedimientos de esta
prdctica.

I. Proposito

Al finalizar la sesién, el estudiante serd capaz de aplicar técnicas de siembra
para el aislamiento e identificacidn de microorganismos, promoviendo el

andlisis de la diversidad microbiana.

Il. Fundamentos tedricos

En la naturaleza, las poblaciones microbianas no se segregan por especies,
sino que coexisten como una mezcla de muchos otros tipos de células. En el
laboratorio, estas poblaciones pueden separarse en cultivos microbianos. Estos
cultivos contienen Unicamente un tipo de organismo y son adecuados para el
estudio de sus propiedades morfoldgicas y bioguimicas. Se ha disenado
técnicas de siembra para el aislamiento de colonias. Las colonias son masas
individuales y macroscépicamente visibles de crecimiento microbiano en la
superficie de un medio sdlido, cada colonia representa la multiplicacién de un

Unico organismo. Una vez que son obtenidas estas colonias, es posible realizar



una transferencia aséptica a tubos inclinados con agar nutritivo para el
agislamiento de cultivos puros. Los métodos de siembra comUnmente utilizados
para el aislamiento de colonias requieren inicialmente que se reduzca el
numero de organismos del inéculo proveniente de la muestra que se estd
analizando. La disminucion resultante en el tamano de la poblacion
microbiana asegura que, tras la inoculacién, las células individuales estén lo
suficientemente separadas en la superficie del medio de agar para permitir la

separacion de los diferentes organismos en colonias.

El método de estriado en placa es una técnica cudlitativa rdpida de
aislamiento microbiano. Es esencialmente una técnica de dilucion que
consiste en extender un asa bacteriolégica o asa de Kolle cargada con un

indculo sobre la superficie de una placa de agar o medio de cultivo.

lll. Equipos / Materiales

3.1 Equipos
Tabla 7 - Equipo para incubacion
item Equipo Caracteristica Cantidad
Cdmara de cultivo
1 Incubadora a 35°C con temperatura 01
controlada

*El docente puede qgjustar y solicitar materiales adicionales seguin disponibilidad y experiencia profesional que
propicien un éptimo desarrollo practico.

3.2 Materiales

Tabla 8 - Materiales para siembra por estriado

bacterioldgicas o
asas de Kolle

fransferencia
microbioldgica

item Material Caracteristica Cantidad
Segunla
Asas Insfrumento de distribucion de

estudiantes en las
mesas de
laboratorio




Segun la

Brinda radio de distribucion de

proteccién en

2 Mechero Bunsen estudiantes en las
procesos
. S mesas de
microbioldégicos .
laboratorio
Placas Petri de Medio de cultivo con Segun la
vidrio o pldstico sin los nutrientes distribucion de
3 division con medio necesarios para el estudiantes en las
MacConkey crecimiento de mesas de
solidificado microrganismaos laboratorio
Placas Petri de Medio de cultivo con Segun la
vidrio o pldstico sin los nutrientes distribucion de
4 division con medio necesarios para el estudiantes en las
Agar Manitol crecimiento de mesas de
salado solidificado microrganismaos laboratorio
Suspension de 10 .
Segunla
mL en caldo

distribucion de

nutritivo en tubo Cultivo bacteriano .
5 - estudiantes en las
tapa rosca de 48 en caldo nutritivo
mesas de

horas de laboratorio
Escherichia coli
Suspension de 10

mL en caldo Segunla

nutritivo en tubo distribucion de

Cultivo bacteriano

6 fapa rosca de 48 o estudiantes en las
en caldo nutrifivo
horas de mesas de
Staphylococcus laboratorio
aureus

*El docente puede ajustar y solicitar materiales adicionales segun disponibilidad y experiencia profesional que

propicien un éptimo desarrollo prdctico.

IV. Indicaciones y procedimientos

Método de siembra por estriado en placa:

Aunque se realizan diversos tipos de procedimientos de aislamiento o siembra,

aqui describiremos el método de estriado en cuatro zonas o cuadrantes.
Esteriliza el asa bacteriolégica (dispuesta en forma de bucle circular)
flamedndola frente a un mechero Bunsen, con el asa enfriada, cargala
con inéculo o cultivo microbiano (suspension bacteriana), comienza el
estriado en la superficie del agar referida como cuadrante 1, pdsala

rédpidamente varias veces sobre la superficie de este cuadrante sin



romper la superficie del agar.

Reflamea y enfria el asa, gira la placa Petri 90°. Luego, toca con el asa
una esquina del cultivo del cuadrante 1 y arrdstrala varias veces sobre
el agar en el cuadrante 2. El asa no debe volver a entrar en el

cuadrante 1.

Reflamea y enfria nuevamente el asa, gira la placa Petri 90° mds. Estria

el cuadrante 3 de la misma manera que el cuadrante 2.

Sin volver a flamear el asa, gira nuevamente la placa Petri 90° y arrastra
el cultivo desde una esquina del cuadrante 3 hacia el cuadrante 4,
utilizando una estria mds amplia. Evita que el asa toque cualquiera de
las dreas previamente estriadas. El flameado del asa en los puntos
indicados tiene como objetivo diluir el cultivo para que se estrien menos
organismos en cada drea, logrando asi la separacion final de las

colonias.

Con la guia del docente discute sobre ofros métodos comunes de

siembra utilizados en un laboratorio de microbiologia ambiental.

Turn ur i
7 plate 90°.

Nota: Estriado en placa Petri, ftomado de Cappuccino and Welsh (2019)



V. Resultados

VI. Conclusiones

VIl. Sugerencias / recomendaciones



Segundad
Unidad

Interacciones microbianas
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Lectura de colonias
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Instrucciones

La presente prdctica de laboratorio se realizard en equipo (mesas de trabajo).
Los estudiantes deberdn poner en prdctica su capacidad de interpretacién y
su habilidad para colaborar de manera efectiva, fomentando una
comunicacion clara y una distribucién adecuada de tareas. Este enfoque
garantizard una comprensidn exitosa de los objetivos y procedimientos de esta

prdctica.

I. Propésito
Al finalizar la sesion, el estudiante serd capaz de diferenciar las diversas

morfologias macroscdpicas de colonias bacterianas.

Il. Fundamentos tedricos

Cuando los microorganismos se culfivan en diferentes medios, muestran
diferencias en la apariencia macroscopica del desarrollo de sus colonias. Estas
diferencias, denominadas caracteristicas de cultivo, se utilizan para clasificar
a los microorganismos en grupos taxondmicos. El Bergey's Manual of
Systematic Bacteriology describe las caracteristicas de cultivo de todos los
microorganismos conocidos. Estas se determinan cultivando los organismos en
agar nutritivo inclinado, placas de agar nutritivo, caldo nutritivo entre ofros. Los
patrones de crecimiento en cada uno de estos medios se describen a

continuacion:



Placas de agar nutritivo:
Deben mostrar colonias bien aisladas y se evaluan segun:
Tamano: Puntiforme, pequeno, moderado o grande.
Pigmentacion: Color de la colonia.
Forma: La forma de |la colonia se describe como:
a. Circular: Borde periférico continuo.
b. Irregular: Borde periférico con hendiduras.
c. Rizoide: Crecimiento parecido a raices.
Margen: Apariencia del borde externo de la colonia:
a. Entero: Borde definido y regular.
b. Lobulado: Hendiduras marcadas.
c. Ondulado: Hendiduras onduladas.
d. Serrado: Apariencia dentada.
e. Filamentoso: Borde en forma de hilos dispersos.
Elevacién: Grado de elevacidon del crecimiento sobre la superficie del
agar:
a. Plano: Elevacién no discernible.
b. Elevado: Levemente elevado.
c. Convexo: Elevacion en forma de cupula.
d. Umbonado: Elevado, con una regidn central convexa mds

prominente.

Agar nutritivo inclinado:
Estos presentan una linea recta Unica de inoculacidon en la superficie y se
evalian en funcion de:
Abundancia de crecimiento: La cantidad de crecimiento se clasifica
como nula, leve, moderada o abundante.
Pigmentacion: Los microorganismos cromogénicos pueden producir

pigmentos intracelulares que dan color a las colonias. Ofros



microorganismos producen pigmentos extracelulares solubles que se
excretan en el medio y también generan color. La mayoria de los
microorganismos No son cromogénicos y aparecen blancos o grises.
Forma: La apariencia de la linea de crecimiento sobre el agar se
describe como:

a. Filiforme: Crecimiento continuo y parecido a un hilo, con bordes lisos.
b. Equinado: Crecimiento continuo, parecido a un hilo, con bordes
iregulares.

c. Granulado: Colonias no confluyentes o semiconfluyentes.

d. Difuso: Crecimiento delgado y disperso.

e. Arborescente: Crecimiento en forma de drbol.

f. Rizoide: Crecimiento similar a raices.

Consistencia:

a. Seco: Libre de humedad.

b. Mantecoso: HUmedo vy brillante.

c. Mucoide: Resbaladizo y reluciente.

Cultivos en caldo nutritivo:

Se evallan por la distribucién y apariencia del crecimiento:
Turbiedad uniforme: Crecimiento finamente disperso en todo el caldo.
Floculante: Agregados en forma de copos dispersos.
Pelicula: Crecimiento espeso y parecido a una capa en la superficie.
Sedimento: Concentracién de crecimiento en el fondo del caldo, que

puede ser granular, en copos o floculante.
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Nota: Morfologia de colonias en placas de agar y medios de cultivo inclinados,
tomado de Cappuccino and Welsh (2019)

lll. Equipos / Materiales

3.1 Equipo

Tabla 9 - Equipo para incubacion

item Equipo Caracteristica Cantidad
Cdmara de cultivo
1 Incubadora a 35°C con temperatura 01
controlada
Instrumento de
2 Lector de colonias | observacion y conteo 01

de colonias

*El docente puede ajustar y solicitar materiales adicionales segin disponibilidad y experiencia profesional que
propicien un éptimo desarrollo prdctico.




3.2 Materiales

Tabla 10 - Materiales para siembra microbioldgica

item Material Caracteristica Cantidad
Segunla
Asas Instrumento de distribucion de
1 bacterioldgicas o transferencia estudiantes en las
asas de Kolle microbioldgica mesas de
laboratorio
Brinda radio de . S.eguf‘,'o
roteccion en distribucidn de
2 Mechero Bunsen P estudiantes en las
procesos
. o mesas de
microbioldgicos .
laboratorio
Placas Petri de Medio de cultivo con Segun la
vidrio o pldstico sin los nutrientes distribucion de
3 divisiébn con medio necesarios para el estudiantes en las
MacConkey crecimiento de mesas de
solidificado microrganismos laboratorio
Placas Petri de Medio de cultivo con Segun la
vidrio o pldstico sin los nutrientes distribucion de
4 divisibn con medio necesarios para el estudiantes en las
Agar Manitol salado crecimiento de mesas de
solidificado microrganismaos laboratorio
. Medio de cultivo con Segunla
Placas Petri de . o -
_— Lo . los nutrientes distribucidén de
vidrio o pldstico sin . .
5 e . necesarios para el estudiantes en las
division con medio —
crecimiento de mesas de
Agar EMB . . -
microrganismaos laboratorio
Tubos de ensayo . Sggupllo
. distribucion de
con tapa rosa con Contenido de .
6 " L estudiantes en las
agar nutritivo liguidos
2 mesas de
inclinado .
laboratorio
Suspension de 10 .
Segun la
mL en caldo . .,
o . . distribucion de
nutritivo en tubo Cultivo bacteriano .
7 o estudiantes en las
tapa rosca de 48 en caldo nutritivo
mesas de
horas de laboratorio
Escherichia coli
8 Suspension de 10 Cultivo bacteriano Segunla
mL en caldo en caldo nutritivo distribuciéon de




nutritivo en tubo
tapa rosca de 48
horas de
Staphylococcus
qureus

estudiantes en las
mesas de
laboratorio

*El docente puede agjustar y solicitar materiales adicionales segin disponibilidad y experiencia profesional que

propicien un éptimo desarrollo practico.

IV. Indicaciones y procedimientos

Utilizando técnica aséptica, inocule cada uno de los medios de cultivo

etiquetados apropiadamente, segun se indica a continuacién:

Placas de agar solidificado: Con un asa bacterioldgica estéril en forma

de bucle circular, realice una inoculacién bacteriana mediante la
técnica de estriado en cuadrantes para cada uno de las suspensiones
bacterianas y medios de cultivo disponibles, con el objetivo de aislar

colonias bacterianas y de acuerdo con las indicaciones brindadas por

el docente.

Agar nutritivo inclinado: Con un asa bacterioldgica estéril en forma de

aguja, realice una linea de inoculacion de las suspensiones bacterianas

en el medio de cultivo (Agar nutritivo). Comience desde la base vy

deslice la aguja hacia arriba por el centro de la superficie inclinada del

agar.

Observaciones: Posterior a 48 horas de incubacién a 35 °C,

Placas de agar solidificado: Observe una sola colonia aislada en cada

una de las placas de los medios de cultivo disponibles en el laboratorio

y registre su tamano, elevacion, margen, forma y pigmentacion.

Registre sus observaciones, fotografie con fondo blanco. Apdyese en

el uso del lector de colonias siguiendo las indicaciones del docente.




Agar nutritivo inclinado: Observe cada cultivo en agar nutritivo
inclinado para observar la pigmentaciéon, forma y consistencia del
crecimiento microbiano. Registre sus observaciones, fotografie con

fondo blanco.

V. Resultados

VI. Conclusiones

VIl. Sugerencias / recomendaciones



Metabolismo microbiano

SECCION: v, Fecha: .../ ... Duracion:
Do o<1 o ] 1=
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Instrucciones

La presente prdctica de laboratorio se realizard en equipo (mesas de trabajo).
Los estudiantes deberdn poner en prdctica su capacidad de interpretaciéon y
su habilidad para colaborar de manera efectiva, fomentando una
comunicacion clara y una distribucién adecuada de tareas. Este enfoque
garantizard una comprensidon exitosa de los objetivos y procedimientos de esta
prdctica.

I. Propésito

Al finalizar la sesién, el estudiante serd capaz de identificar algunas reacciones
metabdlicas de los microorganismos en cuanto a la fermentacién de azicares,
produccidén de gas y la generacién de dcido sulfhidrico (H,S) en el medio TSI
(Triple Sugar Iron Agar) asi como la descarboxilaciéon y desaminacion de la

lisina y produccién de H,S en el medio LIA (Lysine Iron Agar).

Il. Fundamentos tedricos

La actividad metabdlica bacteriana es clave diferenciar grupos taxondmicos
en las ciencias microbioldgicas. La prueba de agar Triple Sugar Iron (TSI), por
ejemplo, estd disenada para diferenciar entre los grupos o géneros de
Enterobacteriaceae, que son bacilos gramnegativos capaces de fermentar
glucosa con produccién de dcido. Esta diferenciacién se basa en los patrones
de fermentacion de carbohidratos y en la produccion de sulfuro de hidrégeno

(H.S) por parte de los distintos grupos de microorganismos.

Para observar los patrones de utilizacion de carbohidratos, los medios



inclinados de agar TSI contienen lactosa y sacarosa en concentraciones del
1% y glucosa (dexitrosa) en una concentracién del 0.1%, lo que permite
detectar especificamente el uso de esta Ultima. El indicador &cido-base rojo
de fenol se utiliza para detectar la fermentacién de carbohidratos, lo que se
manifiesta por un cambio en el color del medio de naranja-rojo a amarillo en
presencia de dcidos. El medio inclinado se inocula mediante el procedimiento
de punciény estria (con un asa bacteriolégica o Kolle en forma de aguja). Esto
implicainsertar un asa de Kolle estérily recta desde la base del medio inclinado
hasta el fondo. Al refirar la aguja, se estria la superficie inclinada del medio.
Tras la incubacién, se evaltan las actividades fermentativas de los organismos
inoculados. Para obtener resultados precisos, es esencial observar los cultivos
entre 18y 24 horas después de la incubacion. Esto asegura que los sustratos de
carbohidratos no se hayan agotado y que no haya ocurrido la degradacion
de peptonas que genera productos finales alcalinos. El medio de agar TSI
también contiene tiosulfato de sodio como sustrato para la produccidén de
sulfuro de hidrégeno (H,S) vy sulfato ferroso para detectar este producto final
incoloro. Tras la incubacién, solo los cultivos de organismos capaces de
producir H,S mostrardn un ennegrecimiento extenso en el fondo debido a la

precipitaciéon de sulfuro ferroso insoluble.

Por ofra parte, la prueba de Lysine Iron Agar (LIA) es un medio combinado que
detecta la capacidad bacteriana para descarboxilar o desaminar lisina, asi
como para reducir azufre. Contiene peptonas y exiracto de levadura para
favorecer el crecimiento bacteriano, el aminodcido lisina para las reacciones
de desaminacién y descarboxilacion, y tiosulfato de sodio como fuente de
azufre reducible. También incluye una pequena cantidad de glucosa (0.1%)
como carbohidrato fermentable. El citrato férrico amodnico se utiliza como
indicador de la reduccidén de azufre, y el purpura de bromocresol es el
indicador de pH. El purpura de bromocresol es purpura a pH 6.8 y amarillo a

pH 5.2 o inferior. El medio LIA se prepara como un agar inclinado con un fondo



profundo, lo que resulta en una zona aerdbica en la inclinacidon y una zona
anaerdbica en el fondo. Después de ser inoculado con dos punciones en el
fondo y un estriado en forma de espina de pescado en la inclinacién, el tubo
se tapa herméticamente y se incuba durante 18 a 24 horas. Si el medio se
inocula con un organismo positivo para lisina descarboxilasa, la produccién de
dcidos por la fermentacién de glucosa inducird la produccion de enzimas
descarboxilasas. El pH dcido hard que el medio se torne amarillo, pero la
posterior descarboxilacion de la lisina producird la amina cadavering,
alcalinizando el agar y devolviéndolo a color purpura. Un color purpura en
todo el medio indica descarboxilacion de lisina. Un color pUrpura en la
inclinaciéon y amarillo (Gcido) en el fondo indica fermentacion de glucosa, pero
no ocurrié descarboxilacion de lising; la degradacién de peptonas explica la
alcalinizacién de la inclinacion. Si el organismo produce lisina desaminasa, la
reaccién de desaminacion resultante producird compuestos que reaccionan
con el citrato férrico amdnico, generando un color rojo. Las reacciones de
desaminacién requieren la presencia de oxigeno. Por lo tanto, cualquier
evidencia de desaminacién serd visible solo en la inclinacién. Una inclinacion

roja con un fondo amarillo (dcido) indica desaminacion de lisina.

lll. Equipos / Materiales
3.1 Equipos

Tabla 11 - Equipo para incubacion

ftem Equipo Caracteristica Cantidad
Cdmara de cultivo
1 Incubadora a 37°C con temperatura 01
controlada

*El docente puede ajustar y solicitar materiales adicionales segin disponibilidad y experiencia profesional que
propicien un éptimo desarrollo practico.



3.2 Materiales

Tabla 12 - Medios de cultivo inclinados

item Material Caracteristica Cantidad
Tubos de ensayo de | Medio de cultivo con Segun la
vidrio con tapa los nutrientes distribucion de
1 rosca conteniendo necesarios para el estudiantes en las
medio de cultivo crecimiento de mesas de
inclinado TSI microrganismaos laboratorio
Tubos de ensayo de | Medio de cultivo con Segun la
vidrio con tapa los nutrientes distribucion de
2 rosca conteniendo necesarios para el estudiantes en las
medio de cultivo crecimiento de mesas de
inclinado LIA microrganismaos laboratorio
Segun la
Instrumento de distribucion de
Asas ) .
3 o fransferencia estudiantes en las
bacterioldgicas . S
microbioldgica mesas de
laboratorio
Brinda radio de . Sgguhlla
roteccion en distribucidn de
4 Mecheros Bunsen P estudiantes en las
procesos
. S mesas de
microbioldgicos -
laboratorio
Suspension de 10 ,
Segun la
mL en caldo . o
o . . distribucidn de
nutritivo en fubo Cultivo bacteriano .
5 . estudiantes en las
tapa rosca de 48 en caldo nutritivo
mesas de
horas de laboratorio
Escherichia coli
Suspension de 10
mL en caldo Segun la
nutritivo en tubo . . distribucion de
Cultivo bacteriano .
6 tapa rosca de 48 o estudiantes en las
en caldo nutritivo
horas de mesas de
Staphylococcus laboratorio
aureus

*El docente puede qgjustar y solicitar materiales adicionales segin disponibilidad y experiencia profesional que

propicien un éptimo desarrollo practico.




IV. Indicaciones y procedimientos

Utilizando técnicas asépticas, inocule cada suspensidén bacteriana en tubos
con agar inclinado correspondiente (TSI y LIA), mediante una inoculacion de
puncién (asa bacterioldgica en forma de aguja) y estriado. Etiquete
adecuadamente, no ajuste completamente la tapa de rosca del tubo de

ensayo. Incube durante 18 a 24 horas a 37 °C.

Examine el color tanto del fondo como de la inclinacién de todos los cultivos
en agar inclinado. Con base en sus observaciones, determine el tipo de
reaccién que ha ocurrido (dcida, alcalina o ninguna) y el carbohidrato que se
ha fermentado (dextrosa, lactosa, sacarosa, todos o ninguno) en cada cultivo.
Examine todos los cultivos en busca de la presencia o ausencia de
ennegrecimiento dentro del medio. Con base en sus observaciones, determine
si cada organismo fue capaz de producir H,S. Registre sus observaciones y

resultados.

V. Resultados

VI. Conclusiones

VIl. Sugerencias / recomendaciones



Semana 6: Sesidon 2

Coloracion Gram

SECCION: oo Fecha: ...../eeeef ... Duracion:
Do o<1 o 1 1= T

NOMBIES Y APEIIAOS: ..ooiieiiiieeeee e e et e tee e e e e

Instrucciones

La presente prdctica de laboratorio se realizard en equipo (mesas de trabajo).
Los estudiantes deberdn poner en prdctica su capacidad de interpretaciéon y
su habilidad para colaborar de manera efectiva, fomentando una
comunicacion clara y una distribucién adecuada de tareas. Este enfoque
garantizard una comprensidn exitosa de los objetivos y procedimientos de esta

prdctica.

I. Proposito
Al finalizar la sesién, el estudiante podrd realizar la coloracién Gram para

diferenciar los grupos Gram positivos y Gram negativos.

Il. Fundamentos tedricos

La tinciéon diferencial mds importante en bacteriologia es la tincién de Gram,
nombrada en honor al Dr. Hans Christian Gram. Esta técnica divide las células
bactericnas en dos grupos principales: grampositivas y gramnegativas,
convirtiéndola en una herramienta esencial para la clasificacion y
diferenciacién de microorganismos. La reaccidon de Gram se basa en las
diferencias en la composicién quimica de las paredes celulares bacterianas.
Las células grampositivas fienen una capa gruesa de peptidoglucano,
mientras que las células gramnegativas poseen una capa de peptidoglucano

mucho mds delgada, rodeada por capas externas que contienen lipidos. El



peptidoglucano es principalmente un polisacdrido compuesto por dos
subunidades quimicas que se encuentran exclusivamente en la pared celular
bacteriana: N-acetilglucosamina y N-acetilmurdmico. En algunos organismos,
las capas adyacentes de peptidoglucano se entrecruzan mediante cadenas
cortas de péptidos a través de una enzima transpeptidasa, lo que resulta en la
forma y rigidez de la pared celular. En el caso de las bacterias gramnegativas
y algunas grampositivas, como el género Bacillus, el entrecruzamiento del

peptidoglucano es directo, ya que estas bacterias no tienen colas peptidicas

cortas.

lll. Equipos / Materiales

3.1 Materiales

Tabla 13 - Materiales para coloracion Gram

item Material Caracteristica Cantidad
Set de colorantes Segun la
Set de Coloraciéon re_quendps para la dls‘rr!buaon de
1 diferenciacion de estudiantes en las
Gram g
grampositivos y mesas de
gramnegativos laboratorio
. _ Segunla
Sostiene [dminas o .,
. distribucidén de
Puente de portaobjetos .
2 . . estudiantes en las
coloracion utilizadas en procesos
o mesas de
de tincidn )
laboratorio
. Segunla
Preparaciones . -
" . . distribucion de
Laminas microbioldégicas para .
3 . - estudiantes en las
portaobjetos observaciones
. P mesas de
microscopicas .
laboratorio
Segunla
. distribucion de
Pisetas con agua Procesos de .
4 . - estudiantes en las
destilada enjuague
mesas de
laboratorio
5 Mechero Bunsen Brinda rqqllo de . Sggugllo
proteccion en distribucion de




procesos estudiantes en las
microbioldgicos mesas de
laboratorio
Segun la
Instrumento de distribucion de
Asas ) .
6 S fransferencia estudiantes en las
bacterioldgicas . S
microbioldgica mesas de
laboratorio
Medios de cultivo . . .
e Medio de culfivo con Segun la
(con crecimiento . i -
- los nutrientes distribucidn de
bacteriano) de . .
7 o ) necesarios para el estudiantes en las
Escherichia coliy o
crecimiento de mesas de
Staphylococcus . . )
microrganismaos laboratorio
aureus

*El docente puede agjustar y solicitar materiales adicionales segin disponibilidad y experiencia profesional que
propicien un éptimo desarrollo practico.

IV. Indicaciones y procedimientos

Usando técnica aséptica, prepara frotis en al menos dos portaobjetos de vidrio
limpios, realiza el frotis de cada uno de los microorganismos disponibles en
laboratorio (medio de cultivo con crecimiento bacteriano), para esto:
Coloca una gota de agua destilada en el portaobjeto.
Transfiere cada microorganismo por separado a la gota de agua
usando un asa de inoculacién estéril en forma de bucle circular y
enfriada.
Mezcla y extiende cada microorganismo mediante un movimiento
circular con el asa de inoculacién. Si los organismos provienen de un
caldo de cultivo, no se necesita la gota de agua. Simplemente coloca
un asa de la suspension bacteriana directamente sobre el portaobjeto.
Deja que los frotis se sequen al aire y luego fijalos al calor del mechero
Bunsen.
Procedimiento de tincién de Gram:
Cubre suavemente los frotis con cristal violeta y deja reposar por 1
minuto.

Lava suavemente con agua del grifo.



Cubre los frotis con el mordiente de yodo de Gram y deja reposar por
1 minuto.

Lava suavemente con agua del grifo.

Decolora con alcohol etilico al 95%. (Nota: No sobre-decolores. Ahade
el reactivo gota a gota hasta que el alcohol corra casi fransparente,
mosfrando solo un ligero finte azul.)

Lava suavemente con agua del grifo.

Aplica la confratincion con Safranina durante 45 segundos.

Lava suavemente con agua del grifo.

Deja secar y examina bajo aceite de inmersidn con el objetivo

microscopico correspondiente.

Observacion de los portaobjetos:

Mientras observas cada portaobjeto bajo el objetivo con aceite de inmersion,
ilustra un campo microscédpico representativo.

a. Describe las células segun su morfologia y disposicion.

b. Describe el color de las células tenidas.

c. Clasifica el organismo seguin su reaccion de Gram: grampositivo (azules) o

gramnegativo (rosadas).

V. Resultados

VI. Conclusiones

VIl. Sugerencias / recomendaciones



Semana 7: Sesidon 2

Coloracion e identificacion de rizobios

SECCION: oo Fecha: ...../veeetf ... Duracion:
Do Te=1 o | 1= PP

NOMBIES Y AP EIIAOS: «.eevveeeeeeeeeeeeeee et e e e e e e e e e eeeeeeeannns

Instrucciones

La presente practica de laboratorio se realizard en equipo (mesas de trabajo).
Los estudiantes deberdn poner en prdctica su capacidad de interpretacion y
su habilidad para colaborar de manera efectiva, fomentando una
comunicacion clara y una distribucién adecuada de tareas. Este enfoque
garantizard una comprensidon exitosa de los objetivos y procedimientos de esta

prdctica.

I. Propésito
Al finalizar la sesidn, el estudiante serd caopaz de identificar mediante

coloracién Gram rizobios de leguminosas.

Il. Fundamentos tedricos

Las bacterias fijadoras de nitrdgeno que producen nddulos radiculares,
conocidas colectivamente como rizobios, forman un grupo de bacterias
dentro de los nddulos de las raices y tallos de leguminosas. La taxonomia revela
gue existe una gran diversidad a nivel de géneros, especies e intraespecies,
algunos estudios filogenéticos han mostrado que, basado en una variedad de
especies de leguminosas, existen muchos géneros de Alphaproteobacteria
tales como:  Rhizobium,  Bradyrhizobium,  Mesorhizobium, Ensifer,
Methylobacterium, Devosia, Azorhizobium, Allorhizobium. Estos géneros forman

una simbiosis con las raices de las leguminosas y son responsables de la



formacidon de un nuevo érgano vegetal, llamado nédulos radiculares. Los

rizobios fijan el nitrdbgeno atmosférico en amoniaco que puede ser consumido

directamente por las plantas. Se suelen utilizar métodos tradicionales para la

identificacién de rizobios, sobre la base de caracteristicas fenotipicas como

forma, tamano y tincion Gram.

lll. Equipos / Materiales

3.1 Equipos

Tabla 1 - Equipos microscopicos

item

Material

Caracteristica

Cantidad

Microscopio dptico

Instrumento para
observaciéon y
magnificacion
microscopica

Segun la
distribucion de
estudiantes en las
mesas de
laboratorio

*El docente puede ajustar y solicitar materiales adicionales segin disponibilidad y experiencia profesional que
propicien un éptimo desarrollo prdctico.

3.2 Materiales

Tabla 2 - Materiales para la identificacion de rizobios

item Material Caracteristica Cantidad
Set de colorantes Segun la
., requeridos para la distribucion de
Set de coloracién . o .
1 diferenciacion de estudiantes en las
Gram o
grampositivos y mesas de
gramnegativos laboratorio
. .. Segunla
Sostiene [dminas L. ..
. distribucion de
Puente de portaobjetos .
2 . . estudiantes en las
coloracion utilizadas en procesos
s mesas de
de tincion ;
laboratorio
Segun la
. Placa para cultivo e distribucion de
Placas Petri sin . .y .
3 L incubacion de estudiantes en las
division . .
microorganismaos mesas de
laboratorio




Segun la
distribucion de
4 Pinzas planas Sostener muestras estudiantes en las
mesas de
laboratorio
. . Segun la
Brinda radio de L. 9 ..
proteccion en distribucion de
5 Mecheros Bunsen estudiantes en las
procesos
. s, mesas de
microbiologicos .
laboratorio
Segun la
. distribucion de
Pisetas con agua Procesos de .
6 . . estudiantes en las
destilada enjuague
mesas de
laboratorio
. Segunla
Preparaciones L .
.. . . distribucion de
Laminas microbiologicas para .
7 . . estudiantes en las
portaobjetos observaciones
X .. mesas de
microscopicas ;
laboratorio

*El docente puede ajustar y solicitar materiales adicionales segun disponibilidad y experiencia profesional que
propicien un éptimo desarrollo practico.

IV. Indicaciones y procedimientos

Seleccione una planta leguminosa y desentiérrela cuidadosamente con la
ayuda de una pala o en su defecto adquiera una leguminosa con nédulos
radiculares en el mercado de abastos de su localidad (un dia antes o el mismo
dia que serd desarrollada la préctica), sacuda cuidadosamente las raices de
esta para eliminar la tierra adherida. Separe los nédulos de la raiz, que
usualmente son de color rosado (indicando la presencia de leghemoglobina)
o blanquecinos, para tal procedimiento, puede utilizar pinzas planas. Transfiera
los nddulos radiculares a una placa Petri de primer uso, enjuague los nédulos
con agua destilada (las veces que sean necesarias) y deje secar para su

posterior coloracidén Gram.

Seleccionado los nédulos radiculares, coloque uno encima de una Idmina

portaobjetos y presione hasta extraer el liquido contenido dentro de los



nddulos, con un asa bacterioldégica (en forma de bucle circular) realice un
frotis, deje secar, posteriormente proceda a realizar la coloracion Gram.

Visualice la muestra bajo el microscopio y reporte los resultados obtenidos.

V. Resultados

VI. Conclusiones

VIl. Sugerencias / recomendaciones



Tercera Unidad

Ecosistemas microbianos



Semana 9: Sesidn 10

Aislamiento de hongos ambientales

SECCION: oo Fecha: ...../veeetf ... Duracion:
Do o<1 o | 1= PR

NOMBIES Y QPREIIAOS: ...t e e e e e e e eeeeeeeeeeaaes

Instrucciones

La presente practica de laboratorio se realizard en equipo (mesas de trabajo).
Los estudiantes deberdn poner en prdctica su capacidad de interpretacion y
su habilidad para colaborar de manera efectiva, fomentando una
comunicacion clara y una distribucién adecuada de tareas. Este enfoque
garantizard una comprensidon exitosa de los objetivos y procedimientos de esta
prdctica.

I. Proposito
Al finalizar la sesidon, el estudiante serd capaz de identificar hongos

ambientales.

Il. Fundamentos tedricos

A diferencia del suelo y el agua, el aire no contiene material nutritivo que
respalde el crecimiento de microorganismos; actia como medio para el
fransporte de propdgulos microbianos. La microflora del aire es altamente
dindmica vy estd afectada por la temperatura, la velocidad del viento, la
humedad, la contaminacidén y otfras actividades humanas y animales. Son de
gran importancia, ya que su presencia en el aire puede tener efectos adversos
sobre la salud de la poblacidn y puede promover el compostaje, la
biodegradacion, etc. La estimacion cudlitativa y cuantitativa de los
microorganismos presentes en el adire es posible mediante técnicas de

muestreo y aislamiento. En la técnica de placa de exposicion, las placas de



medio se exponen al aire durante un tiempo determinado y la flora microbiana
se asienta en la placa. Cuando las placas se incuban, las colonias de
microorganismos se desarrollan en la placa, lo que permite purificarlas e
identificarlas, esta diversidad de microorganismos generalmente estd
dominada por esporas fungicas (hongos ambientales). La rama de la
microbiologia que se ocupa del estudio de los hongos (levaduras y mohos) se

llama micologia. Los hongos se dividen en los siguientes cuatro grupos:

e Zigomicetos: Moho del pan y mohos terrestres, las esporas
reproductivas son externas y no estdn cubiertas. Las esporas sexuales
son zigdsporas, y las esporas asexuales son esporas esporangiales.

e Ascomicetos: Levaduras y mohos, las esporas sexuales, llamadas
ascosporas, se producen en una estructura en forma de saco llamada
ascos. Los conidios son esporas asexuales producidas en un
conidiéforo.

e Basidiomicetos: Hongos carnosos, setas, hongos venenosos,
champinones, bolitas de polvo y hongos en forma de estantes. Las
esporas reproductivas, llamadas basididsporas, estdn separadas de
tallos especializados llamados basidios.

e Deuteromicetes: También llamados hongos imperfectos porque no se

ha observado una fase reproductiva sexual.

lll. Equipos / Materiales

3.1 Equipos

Tabla 1 - Equipos para incubacion e identificacion de hongos ambientales

item Material Caracteristica Cantidad
Segun la
Cdmara de cultivo distribucion de
1 Incubadora a 25°C con temperatura estudiantes en las

controlada mesas de
laboratorio




Lector de colonias

Instrumento de
observacién y conteo
de colonias

Segun la
distribucion de
estudiantes en las
mesas de
laboratorio

*El docente puede agjustar y solicitar materiales adicionales segin disponibilidad y experiencia profesional que
propicien un éptimo desarrollo prdctico.

3.2 Materiales

Tabla 2 - Materiales para aislamiento de hongos ambientales

item Material Caracteristica Cantidad
. - Medio de cultivo con Segun la
Placas Petri de vidrio . _>egun
. L . los nutrientes distribucion de
o plastico sin division . .
1 . necesarios para el estudiantes en las
con medio PDA -
e crecimiento de mesas de
solidificado . . ;
microrganismaos laboratorio
Placas Petri de vidrio | Medio de cultivo con Segun la
o pldstico sin divisidon los nutrientes distribucion de
2 con medio necesarios para el estudiantes en las
Sabouraud crecimiento de mesas de
solidificado microrganismaos laboratorio

*El docente puede ajustar y solicitar materiales adicionales segun disponibilidad y experiencia profesional que
propicien un éptimo desarrollo practico.

IV. Indicaciones y procedimientos

Etiquetar las placas de medio esterilizado (PDA o Sabouraud) segun el

tiempo de exposicion aérea.

Exponer las placas al aire retirando la tapa superior de la placa Petrien

diferentes zonas urbanas decididas por el docente y estudiantes, por

un periodo de 20 minutos.

Cubrir la base de la placa con la tapa superior y llevar las placas al

laboratorio. Incubar durante 7 dias a una temperatura de 25°C.

Posterior al tiempo de incubacién observe y registre el crecimiento

fungico obtenido, caracterice las colonias de acuerdo con su




pigmentacién, morfologia y consistencia (mohos o levaduras), lleve al
contador de colonias para una mayor precision de observacién de
caracteristicas morfoldgicas, realice el conteo de mohos vy levaduras
presente en los medios de cultivo.

e Fotografie las colonias fungicas (mohos y levaduras) obtenidas bajo un
fondo blanco, con apoyo del docente identifique a nivel de grandes
grupos las colonias que se desarrollaron en los medios expuestos e

interprete los resultados.

V. Resultados

VI. Conclusiones

VIl. Sugerencias / recomendaciones



Semana 10; Sesidn 2

Columna de Winogradsky

NY=Telol o] o Fecha: ..../..../...... Duracion:

DOCENTE. ittt st e s bttt e bt e st e bt e sbee e e e aee
NOMBIES Y APEIIAOS: ..oeiieeieee e e e e e e e e e rre e e e eaeaes
Instrucciones

La presente prdctica de laboratorio se realizard en equipo (mesas de trabajo).
Los estudiantes deberdn poner en prdctica su capacidad de interpretacién y
su habilidad para colaborar de manera efectiva, fomentando una
comunicacion clara y una distribucién adecuada de tareas. Este enfoque
garantizard una comprensidn exitosa de los objetivos y procedimientos de esta

prdctica.

I. Proposito

Al finalizar la sesién, el estudiante podrd comprender los procesos microbianos
y biogeoquimicas que ocurren en un sistema artificial como la columna de
Winogradsky, la cual simula la diversidad metabdlica y ecoldgica de

microorganismos en condiciones confroladas.

Il. Fundamentos tedricos

La columna de Winogradsky es un ecosistema microbiano artificial. Las
columnas de Winogradsky se han utilizado para aislar bacterias fotosintéticas
pUrpuras y verdes, bacterias reductoras de sulfatos y muchos otros
microorganismos anaerobios. Nombrada en honor al famoso microbidlogo
ruso Sergei Winogradsky, la columna fue utilizada por primera vez a finales del
siglo XIX en sus estudios cldsicos de microorganismos del suelo. Una columna
de Winogradsky se prepara llenando un cilindro de vidrio o pldstico hasta la

mitad con lodo rico en materia orgdnica, preferiblemente sulfuroso, en el que



se han mezclado sustratos de carbono. El lodo se suele suplementar con
pequenas cantidades de carbonato de calcio (CaCOs) como tampdn y yeso
(CaSO4) como fuente de sulfato. El lodo se compacta fimemente en el
cilindro, teniendo cuidado de no atfrapar aire, y luego se cubre con agua de
un estanque, laguna, lago, pantano, costa de mar o rio (sedimento superficial
o subsuperficial). La parte superior del cilindro se cubre para evitar la
evaporaciony el recipiente (la columna) se coloca cerca de una ventana que

recibe luz solar difusa durante varias semanas o meses.

En una tipica columna de Winogradsky, se desarrolla una comunidad
microbiana diversa. Las algas y las cianobacterias se desarrollan rdpidamente
en las partes superiores de la columna; al producir Oz, estos organismos ayudan
a mantener esta zona de la columna oxigenada, de manera similar a como lo
hacen en las zonas superiores de un lago. Los procesos fermentativos en el lodo
conducen a la produccién de dcidos orgdnicos, alcoholes y Haz, sustratos
adecuados para las bacterias reductoras de sulfatos. El sulfuro de hidrégeno
(H2S) de las bacterias reductoras de sulfato desencadena el desarrollo de
bacterias purpuras y verdes del azufre (fotdtrofos anoxigénicos) que utilizan el
sulfuro como donador de electrones fotosintéticos. Las columnas de
Winogradsky se han utilizado para enriquecer bacterias y arqueas tanto

aerobias como anaerobias.

lll. Equipos / Materiales

3.1 Materiales

Tabla 14 - Materiales e insumos para montaje de columna de Winogradsky

item Material Caracteristica Cantidad

Frasco de primer
uso (para colecta Frasco de foma de Muestra de
de agua para toma muestra aprox. 1000 mL

de muestra de




agua superficial de
la localidad)
Sedimento o lodo
rico en materia Muestra de
2 orgdnica del drea Muestra sdlida
aprox. 250-500 g
donde se tome la
muestra de agua
3 Tijeras Cortado de material 01
4 Espdtula Recojo de material 01
Botella de pldstico
fransparente de Contenedor de
aprox. 500 mL (al S
5 muestras liquidas y 01
menos 30 cm de o
solidas
alturay 8 cm de
didmetro)
Yema de huevo
6 cocida (como Fuente de azufre 01
fuente de azufre)
Papel toalla en tiras
7 (como fuente de Fuente de carbono 01
carbono)
Bicarbonato de . .
: Para enriquecimiento
8 sodio . : 59
microbiano
Fertilizante liquido Para enriquecimiento
9 (N, P, K) - se obtiene rque 10 mL
. . microbiano
en tiendas agricolas

*El docente puede qgjustar y solicitar materiales adicionales segun disponibilidad y experiencia profesional que

propicien un éptimo desarrollo practico.

IV. Indicaciones y procedimientos

Recoleccién de la muestra

e Colectar de 250 a 500 g de muestra de sedimento o lodo rico en
materia orgdnica de un estanque, laguna, lago, pantano, costa de

mar o rio (sedimento superficial o subsuperficial).



e Colectar 1 L de agua de estanque, laguna, lago, pantano, costa de

mar o rio de donde se sacd la misma muestra de lodo.
Preparacion de la columna

o Utilizar botellas de pldstico de primer uso cortar la parte superior al
menos 7 cm para que simule una columna. Rellenar la botella de
pldstico con papel toalla picado en tiras (hasta un 1/3 de su volumen
total) en su base. En ofro recipiente de pldstico de boca ancha mezclar
el sedimento (aproximadamente 250 a 500 gramos), con la yema de
huevo cocida (fuente de azufre), 5 gramos de bicarbonato de sodio
(fuente de carbono) y 10 mL de fertilizante liquido (N, P, K), homogenizar
adecuadamente; posteriormente llenar la botella de pldstico con esta
mezcla y compactar el material con ayuda de una espdtula de mango
largo o similar, evitando que se generen burbujas de aire en la columna
plastica; por Ultimo adicionar la muestra de agua del mismo lugar
donde se tomo el sedimento, procurando dejar un espaciode 3a5cm
por debajo del borde de la botella, lo que ahora se traduce en nuestra

“columna de Winogradsky artesanal”.

e Incubar a temperatura ambiente cerca de una ventana con luz solar

indirecta

e Registre semanalmente (por al menos 6 semanas), los cambios de:
color, turbiedad, produccion de gas, etc. (registros fotogrdficos a

detalle).

e El docente puede brindar recursos audiovisuales que potencien el
entendimiento del disefo de la columna, los estudiantes estdn
facultados a realizar las preguntas perfinentes para el adecuado

desarrollo de su columna de Winogradsky.



e Se examinard la columna periddicamente, anotando los cambios de

color y grosor de las diferentes capas.

e En caso se evapore el agua, mantenga su volumen agregando agua

destilada.

e Para el estudio de los microorganismos de la columna de Winogradsky,
se puede tomar una muestra de la misma columna con una pipeta, la
cual puede ser usada en microscopia con aumentos de 10 y 40

aumentos, para el caso de bacterias se utilizardn en aumento de 100X.

V. Resultados

Se examinard la columna semanalmente, anotando los cambios de color y
presencia de las diferentes capas o franjas que vayan formdndose a través de

las semanas.

Tabla 2. Reporte de observaciones para la columna de Winogradsky.

Observaciones, cambios de: color,
Semana turbiedad, produccioén de gas, etc.
(registros fotogrdficos a detalle)

Semana 1

Semana 2

Semana 3

Semana 4




Semana 5

Semana 6

VI. Conclusiones

VIl. Sugerencias / recomendaciones



Semana 11: Sesidén 2

Técnica de fermentaciéon de tubos multiples:
Andlisis microbiolégico del agua

SECCION: woieeeeeeeeeeeeeeee, Fecha: .....feeei] ... Duracion:
Do o<1 o 1 1= TR TP UTT PR

NOMBIES Y AP EIIAOS: ... e e e e et ee e e e e e e eeeeeeannns

Instrucciones

La presente practica de laboratorio se realizard en equipo (mesas de trabajo).
Los estudiantes deberdn poner en prdctica su capacidad de interpretaciéon y
su habilidad para colaborar de manera efectiva, fomentando una
comunicacion clara y una distribucién adecuada de tareas. Este enfoque
garantizard una comprensidn exitosa de los objetivos y procedimientos de esta

prdctica.

I. Propésito
Al finadlizar la sesidon, el estudiante serd capaz de readlizar pruebas
microbioldgicas de andlisis de aguas, bajo la técnica de fermentacién de

tubos multiples y nUmero mds probable (NMP).

Il. Fundamentos tedricos

Las bacterias coliformes han sido utilizadas durante mucho ftiempo como
indicadores de la calidad del agua, basdndose en la premisa de que, dado
que estos organismos estdn presentes en los intestinos de animales de sangre
caliente, su presencia en diversos cuerpos de agua podria indicar
contaminaciéon fecal reciente. Histéricamente, este grupo de organismos se ha

definido por su capacidad de fermentar lactosa, en lugar de seguir los



principios de la bacteriologia sistemdtica, por lo que incluye bacterias de varios
géneros pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae. El método de
fermentacion de tubos multiples utiliza un medio de caldo basado en lactosa
para detectar los productos metabdlicos finales de la fermentaciéon. La
presencia de coliformes debe confirmarse en un medio que contenga lactosa
y sales biliares como el caldo bilis verde brillante con lactosa (BGLB). Por lo
tanto, cuando se utilizan las técnicas de fermentacién, los coliformes se definen
como todas las bacterias anaerobias facultativas, gramnegativas, no
formadoras de esporas, con forma de bastén, que fermentan lactosa para
producir dcido, gas, o ambos en presencia de sales biliares dentro de las 48
horas a 35 °C.

La técnica de fermentacion de tubos multiples puede usarse para cuantificar
coliformes en agua potable y no potable. Cuando se emplean tubos multiples
la densidad de coliformes se estima mediante una tabla denominada, nimero
mds probable (NMP). Este numero, generado utilizando férmulas de
probabilidad especificas, es una estimacién de la densidad media de
coliformes en la muestra de agua analizada. Los resultados de las pruebas de
coliformes, junto con ofra informacién obtenida de encuestas de ingenieria o
sanitarias, proporcionan la mejor evaluacion de la efectividad, por ejemplo,
del tratamiento del agua y la calidad sanitaria de fuentes de agua. La
precision de la prueba de fermentacién para estimar la densidad de coliformes

depende de la cantidad de tubos utilizados.

Se obtiene la informacién mads satisfactoria cuando el inbculo de muestra mas
grande examinado muestra produccién de dcido o gas en algunos o en todos
los tubos ensayados y el indculo de muestra mds pequeno no muestra acido
ni gas en ninguno o en la mayoria de los tubos ensayados. Las tablas de NMP
se basan en la suposicidon de una distribucién de Poisson (dispersidon aleatoria).

Sin embargo, si la muestra no se agita adecuadamente antes de extraer las



alicuotas o si las células bacterianas estas agrupadas, el valor de NMP

subestimard la real densidad bacteriana.

lll. Equipos / Materiales

3.1 Equipos

Tabla 15 - Equipos para incubacidn

item

Equipo

Caracteristica

Cantidad

1

Incubadora a 35°C

01

*El docente puede agjustar y solicitar materiales adicionales segin disponibilidad y experiencia profesional que

propicien un éptimo desarrollo practico.

3.2 Materiales

Tabla 16 - Materiales para siembra de tubos multiples

ftem Material Caracteristica Cantidad
Tubos de ensayo
con tapa rosca Medio de cultivo
con caldo con los nutrientes
. . Al menos 15
1 lactosado o lauril necesarios para el
— fubos
sulfato y crecimiento de
campanas de microrganismos
Durham (10 mL)
Tubos de ensayo
con tapa rosca Medio de cultivo
con caldo bilis con los nutrientes
- . Al menos 15
2 verde brillante necesarios para el
- tubos
con lactosay crecimiento de
campanas de microrganismos
Durham (10 mL)
Brinda radio de . S.egupllo
roteccion en dISTrIb.UCIOh de
3 Mecheros Bunsen P OCE50S estudiantes en
| procesos las mesas de
microbioldgicos .
laboratorio
Segun la
Pipetas . . distribucion de
Vertido preciso y .
4 graduadas de exacto de liauidos estudiantes en
vidrio de 10 mL a las mesas de
laboratorio




Segun la

Pipetas . . distribucion de
Vertido preciso y .
5 graduadas de o estudiantes en
L exacto de liquidos
vidrio de T mL las mesas de
laboratorio
Segun la

Asas
bacterioldgicas

Instrumento de
tfransferencia

distribucion de
estudiantes en
las mesas de

microbioldgica

laboratorio
*El docente puede ajustar y solicitar materiales adicionales segun disponibilidad y experiencia profesional que
propicien un éptimo desarrollo practico.

IV. Indicaciones y procedimientos

Con orientaciéon del docente las mesas de trabajo deben de traer una muestra
de agua superficial de su localidad en una botella estéril, la cual serd utilizada

para la aplicacion de la técnica de fermentacién de tubos multiples.

Organizacién de los tubos de fermentacién:

e Cologue los tubos de fermentacién en filas de 5 tubos cada una en un
soporte para tubos de ensayo (gradilla). El nUmero de filas y los
volumenes de muestra seleccionados dependen de la calidad y
caracteristicas del agua a examinar.

e Para agua no potable (o superficiales), use 5 tubos por dilucién, en
nuestro caso inocularemos volumenes de: 10, 1.0y 0.1 mL.

e Agite vigorosamente la muestra y las diluciones durante 5 segundos
(aproximadamente 25 veces). Inocule cada tubo en un conjunto de 5
con volumenes en diluciones decimales crecientes en este caso 10, 1.0

y 0.1 mL.

Incubacién:
¢ Incubeinmediatamente los tubos inoculados, junto con los controles de
cultivo y blancos de esterilidad, a 35+ 0.5 °C.

e Despuésde 24+ 2h, agite suavemente cada tubo inoculado y examine



en busca de crecimiento (turbiedad) y gas (en campanas de Durham).
Si no se evidencia gas ni turbiedad, reincube y reexamine al final de 48
* 3 h. Registre la presencia o ausencia de crecimiento (turbiedad) vy

gas.

Interpretacion:

La deteccidn de una reaccion de gas en los tubos dentro de 48 £ 3 h
constituye una reaccidn presuntiva positiva.

Someta los tubos con reaccidén presuntiva positiva a la fase
confirmatoria.

La ausencia de formacién de gas al final de 48 £ 3 h de incubacién

constituye una prueba negativa.

Procedimiento para la fase confirmatoria:

Someta inmediatamente a la fase confirmatoria todos los tubos presuntivos

que muestren crecimiento y cualquier cantidad de gas dentro de las 24+ 2 h

de incubacion.

Preparacion de las muestras:

Agite o gire suavemente los tubos presuntivos que muestren gas o
crecimiento para resuspender los microorganismos.

Transferencia de cultivo: Con un asa estéril en forma de bucle circular
(de 3.0 a 3.5 mm de didmetro), transfiera una o mds asas de cultivo a
un tubo de fermentacion que contenga caldo BGLB (caldo bilis verde
brillante con lactosa). Incube inmediatamente los tubos de caldo BGLB
inoculados a 35 + 0.5 °C. Cualquier cantidad de gas formada en el vial
invertido(Campana de Durham) del tubo de fermentacién con caldo
BGLB en cualguier momento dentro de las 48 + 3 h constituye una fase

confirmatoria positiva.

Estimacion de la densidad de coliformes:



e Para estimar la densidad de coliformes, calcule el valor de NMP
(nUmero mds probable) a partir del nUmero de tubos positivos de BGLB,

segun la tabla establecida para tal fin.

V. Resultados

VI. Conclusiones

VIl. Sugerencias / recomendaciones



Estimacion de densidad de coliformes segun
NMP: Andlisis microbiolégico del agua

NOMBIES Y QPEIIAOS: ..ottt et e et e e e

Instrucciones

La presente practica de laboratorio se realizard en equipo (mesas de trabajo).
Los estudiantes deberdn poner en prdctica su capacidad de interpretaciéon y
su habilidad para colaborar de manera efectiva, fomentando una
comunicacion clara y una distribucién adecuada de tareas. Este enfoque
garantizard una comprensién exitosa de los objetivos y procedimientos de esta

prdctica.

I. Proposito
Al finalizar la sesion, el estudiante serd capaza de calcular la densidad de

coliformes segun la tabla del nUmero mds probable (NMP).

Il. Fundamentos tedricos

El método de fermentacion en tubos multiples no es muy preciso a menos que
se examinen muchas porciones de muestra, por lo que se debe tener
precaucién al interpretar el significado sanitario de un Unico resultado de
coliformes. La precision mejora considerablemente cuando se estiman
separadamente varias muestras de un mismo punto de muestreo y se calcula
su media geomeétrica. Aunque las tablas y cdlculos del nUmero mds probable
(NMP) se describen para su uso en pruebas de coliformes, también pueden
utilizarse para determinar el NMP de cualquier organismo, siempre que se

dispongan de medios de prueba adecuados. Existen calculadoras de NMP en



linea, pero hasta que se verifique la exactitud de una calculadora, confirme

sus resultados utilizando una tabla de NMP incluida en esta prdctica.

lll. Equipos / Materiales

3.1 Materiales

Tabla 1 - Tabla del nimero mds probable (NMP)

Combimoion of MPN Index/ o Camldomce Limtliy Combisation of MPN Indews  _omfidesce Limits
Pusltives 1400 sl Low High Poalsives 1400 sl Low High
oo <l - &l 403 b1 9% 0
001 L8 .7 &l 414 17 & 20
010 L8 07 &l 21-1 2 T az
011 i 0T 10 412 26 95 0
020 a7 0T 10 413 3l 10 0
021 55 15 15 420 2 s 50
3.0 56 15 15 22-1 26 95 0
100 20 0o 10 122 iz 10 0
101 40 0T 10 423 Y 14 100
102 ) 15 15 430 m a5 0
1-1.0 40 0Tl 12 431 1 10 0
1-1-1 Bl 1% 15 132 9 14 100
112 41 4 n 440 1 14 100
120 Bl 1% 15 141 20 14 100
1-2.1 4z 4 n 42 ar 15 120
1-3.0 43 4 n 450 a1 14 100
1-3-1 1 r n 451 a8 15 120
140 1 3% a3 LT 3 s 0
2040 45 oTe 15 sl 3l 10 0
2001 8 15 15 5.0.2 43 14 100
202 @1 4 ry 5.0.3 55 2 150
210 8 15 17 510 i3 10 100
211 0z 34 a3 511 6 14 120
212 12 T % 512 s 2 150
220 03 34 n 513 W Tl 10
221 12 41 % 520 10 15 150
223 14 T % 521 0 2 170
230 12 11 % 523 0y Ty 10
23.1 14 T % 523 120 3 250
240 15 55 % 524 150 a8 200
300 78 21 n 530 7 a2 230
01 1 3% z 3.1 110 34 50
302 13 58 35 532 140 52 400
10 1 3% 2% 533 170 ] 400
311 14 56 3 534 210 0 400
312 17 a0 3 540 130 " 400
3.2.0 14 5T 3 541 170 £ 400
321 17 ' w0 54.2 220 0 440
122 0 ' w 543 280 100 TI0
3.0 17 60x w 544 is0 100 TI0
331 1 60x w 545 430 150 1100
2 24 LT 0 LET 240 0 TI0
10 1 s w0 551 350 100 1100
11 24 ' 0 553 540 150 1700
150 25 T 0 553 920 120 260
400 13 41 35 554 T 400 480
401 17 5% 3 555 > 1M 00 -
402 21 [T w0

Nota: Tomada de American Public Health Association, Standard Methods for
the Examination of Water and Wastewater. 24th ed.



IV. Indicaciones y procedimientos

La Tabla 1 ilustra los valores de NMP para combinaciones de resultados
positivos y negativos cuando se analizan voliUmenes de muestra de agua no
potable de cinco porciones de 10 mL, cinco porciones de 1.0 mL y cinco
porciones de 0.1 mL. Si los volUmenes de las porciones de muestra analizadas
son idénticos a los que se encuentran en las tablas, entonces informe el valor
correspondiente a la combinacidn adecuada de resultados positivos y

negativos como el NMP/100 mL.

Con orientaciéon y guia de su docente calcule e interprete los resultados

obtenidos de las muestras que fueron analizadas.

V. Resultados

VI. Conclusiones

VIl. Sugerencias / recomendaciones



Cuarta Unidad

Microbiologia aplicada y

biotecnologia ambiental



Semana 13; Sesidn 2

Seminario |

Intfroduccion al tratamiento de aguas domésticas e industriales

SECCION: i, Fecha: .....f o] ... Duracion:
Do o<1 o ] 1=

NOMBIES Y QPEIIAOS: ..ottt et e et e e e

Instrucciones

El presente Seminario deberd ser realizado por cada mesa de trabajo segin el
topico asignado por el docente, los estudiantes deben investigar a
profundidad el tema asignado, utilizando fuentes confiables y preparar una

presentacién concisa y organizada.

I. Propésito

Al finalizar la sesién, el estudiante desarrollard habilidades expositivas,
presentando el tema de manera fluida, sin leer confinuamente. Utilizando un
lenguaje claro e interpretativo. Asi mismo, demostrando comprensién critica

del tema asignado.

Il. Indicaciones y procedimientos

Tiempo de Exposicion:

El docente proporcionard un tiempo especifico para cada exposicidn, que
debe ser respetado por todos los estudiantes. Se indicard con anticipacion

cudnto tiempo tendrd cada expositor para presentar su tema.

NUmero de Estudiantes Expositores:
El docente asignard el nUmero de estudiantes que realizardn la exposicion en

cada sesidon, garantizando que todos los participantes tengan la oportunidad



de exponer su tema asignado. Esta informaciéon serd comunicada

previamente para que los estudiantes puedan organizarse adecuadamente.

Dindmica de Preguntas:

Al finalizar cada presentacién, se abrird un espacio para que los companeros
de clase y el docente realicen preguntas sobre el tema expuesto. Los
estudiantes deben estar preparados para interpretar y responder de manera
clara y reflexiva a las preguntas que surjan, demostrando su comprension del

tema.

Interpretacion del Tema:

Los estudiantes deben asegurarse de comprender a fondo el tema asignado,
interpretdndolo con sus propias palabras y proporciondndolo de manera clara
durante su exposicidon. Se evaluard la capacidad de los estudiantes para
relacionar el tema con conceptos previos y su habilidad para responder con
l6gicay argumentacion a los cuestionamientos que surjan durante la dindmica

de preguntas.

Recuerde que el propdsito es que cada expositor demuestre no solo dominio
del contenido, sino también su capacidad para interactuar, interpretar y

reflexionar sobre el tema de manera critica.



Semana 14: Sesidon 2

Seminario Il
Microbiologia agricola: Microorganismos eficientes en agricultura

SECCION: e, Fecha: ..../..../...... Duracioén:
Do o<1 o | 1= OO

NOMBIES Y AP EIIAOS: «.eeviiiiiiieeeeeeee e e e e e e e e e e e e e eeeeeeaaaaes

Instrucciones

El presente Seminario deberd se realizado por cada mesa de trabajo segun el
tépico asignado por el docente, los estudiantes deben investigar a
profundidad el tema asignado, utilizando fuentes confiables y preparar una

presentaciéon concisa y organizada.

I. Proposito

Al finalizar la sesién, el estudiante desarrollard habilidades expositivas,
presentando el tema de manera fluida, sin leer continuamente. Utilizando un
lenguaje claro e interpretativo. Asi mismo, demostrando comprension critica

del tema asignado.

Il. Indicaciones y procedimientos

Tiempo de Exposicion:

El docente proporcionard un tiempo especifico para cada exposicion, que
debe ser respetado por todos los estudiantes. Se indicard con anticipacion

cudnto tiempo tendrd cada expositor para presentar su tfema.

NUmero de Estudiantes Expositores:

El docente asignard el niUmero de estudiantes que realizardn la exposicidén en



cada sesidn, garantizando que todos los participantes tengan la oportunidad
de exponer su tema asignado. Esta informacion serd comunicada

previamente para que los estudiantes puedan organizarse adecuadamente.

Dindmica de Preguntas:

Al finalizar cada presentacién, se abrird un espacio para que los companeros
de clase y el docente readlicen preguntas sobre el tema expuesto. Los
estudiantes deben estar preparados para interpretar y responder de manera
clara y reflexiva a las preguntas que surjan, demostrando su comprension del

fema.

Interpretacion del Tema:

Los estudiantes deben asegurarse de comprender a fondo el tema asignado,
interpretdndolo con sus propias palabras y proporciondndolo de manera clara
durante su exposicidn. Se evaluard la capacidad de los estudiantes para
relacionar el tema con conceptos previos y su habilidad para responder con
I6gica y argumentacion a los cuestionamientos que surjan durante la dindmica

de preguntas.

Recuerde que el propdsito es que cada expositor demuestre no solo dominio
del contenido, sino también su capacidad para interactuar, interpretar vy

reflexionar sobre el fema de manera critica.



Semana 15; Sesidon 16

Seminario lll

Microbiologia ambiental en la mineria: Recuperaciéon de
minerales

SECCION: e Fecha: .../ ... Duracion:
D)oot =] o ] 1= OO

NOMBIES Y QPEIIAOS: ..o ettt e e et a e e

Instrucciones

El presente Seminario deberd se realizado por cada mesa de trabajo segin el
topico asignado por el docente, los estudiantes deben investigar a
profundidad el tema asignado, utilizando fuentes confiables y preparar una

presentacién concisa y organizada.

I. Proposito

Al finalizar la sesién, el estudiante desarrollard habilidades expositivas,
presentando el fema de manera fluida, sin leer continuamente. Utilizando un
lenguagije claro e interpretativo. Asi mismo, demostrando comprensidn critica

del tema asignado.

Il. Indicaciones y procedimientos

Tiempo de Exposicion:

El docente proporcionard un tiempo especifico para cada exposicidn, que
debe ser respetado por todos los estudiantes. Se indicard con anticipacion
cudnto tiempo tendrd cada expositor para presentar su tema.

NUmero de Estudiantes Expositores:

El docente asignard el nUmero de estudiantes que realizardn la exposicion en

cada sesidon, garantizando que todos los participantes tengan la oportunidad



de exponer su tema asignado. Esta informaciéon serd comunicada

previamente para que los estudiantes puedan organizarse adecuadamente.

Dindmica de Preguntas:

Al finalizar cada presentacién, se abrird un espacio para que los companeros
de clase y el docente realicen preguntas sobre el tema expuesto. Los
estudiantes deben estar preparados para interpretar y responder de manera
clara y reflexiva a las preguntas que surjan, demostrando su comprension del

tema.

Interpretacion del Tema:

Los estudiantes deben asegurarse de comprender a fondo el tema asignado,
interpretdndolo con sus propias palabras y proporciondndolo de manera clara
durante su exposicidon. Se evaluard la capacidad de los estudiantes para
relacionar el tema con conceptos previos y su habilidad para responder con
l6gicay argumentacion a los cuestionamientos que surjan durante la dindmica

de preguntas.

Recuerde que el propdsito es que cada expositor demuestre no solo dominio
del contenido, sino también su capacidad para interactuar, interpretar y

reflexionar sobre el tema de manera critica.



Seminario IV

Microbiologia ambiental en la industria: Recuperacién de
plasticos y petréleo

SECCION: e, Fecha: ..../..../...... Duracioén:
Do e=1 a1 1= TTUTT T

NOMBIES Y APEIIAOS: ..oooieiiiieeeee e e e e e tee e e e e

Instrucciones

El presente Seminario deberd se realizado por cada mesa de frabajo segun el
tépico asignado por el docente, los estudiantes deben investigar a
profundidad el tema asignado, ufilizando fuentes confiables y preparar una

presentacién concisa y organizada.

I. Proposito

Al finalizar la sesidn, el estudiante desarrollard habilidades expositivas,
presentando el fema de manera fluida, sin leer continuamente. Utilizando un
lenguaije claro e interpretativo. Asi mismo, demostrando comprension critica

del tema asignado.

Il. Indicaciones y procedimientos

Tiempo de Exposicion:

El docente proporcionard un tiempo especifico para cada exposicion, que
debe ser respetado por todos los estudiantes. Se indicard con anticipacion
cudnto tiempo tendrd cada expositor para presentar su tema.

NUmero de Estudiantes Expositores:

El docente asignard el nUmero de estudiantes que realizardn la exposicion en
cada sesidon, garantizando que todos los participantes tengan la oportunidad
de exponer su tema asignado. Esta informacidén serd comunicada

previamente para que los estudiantes puedan organizarse adecuadamente.



Dindmica de Preguntas:

Al finalizar cada presentacion, se abrird un espacio para que los companeros
de clase y el docente readlicen preguntas sobre el tema expuesto. Los
estudiantes deben estar preparados para interpretar y responder de manera
clara y reflexiva a las preguntas que surjan, demostrando su comprension del

tema.

Interpretacion del Tema:

Los estudiantes deben asegurarse de comprender a fondo el tema asignado,
interpretdndolo con sus propias palabras y proporciondndolo de manera clara
durante su exposicidn. Se evaluard la capacidad de los estudiantes para
relacionar el tema con conceptos previos y su habilidad para responder con
l6gica y argumentacion a los cuestionamientos que surjan durante la dindmica

de preguntas.

Recuerde que el propdsito es que cada expositor demuestre no solo dominio
del contenido, sino también su capacidad para interactuar, interpretar vy

reflexionar sobre el fema de manera critica.
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