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'}(¡,sumen. 

El presente proyecto se realizo en la FES~Cuautitlán, durante el período que 

comprendió del I de diciembre de 1997 al 30 de marzo de 1998. 

• En esté, se evaluaron medios de cultivo preparados en placa, durante 90 días ( 12 

semanas), observando que la funcionalidad de los mismos fuera la óptima. 

• Para el control de calidad fue necesario la implementación de un cepario y su 

mantenimiento en condiciones óptimas, a lo largo del proyecto, a las cuales se les 

realizaron pruebas bioquhnicas prin1arias y secundarias (API 20), para que de esta 

manera se verificara la pureza de las mismas y su confiabilidad en el ensayo del 

control de calidad en los medios de cultivo que se evaluaron. 

• Así también se requirió la técnica "Miles & Misra" para el ensayo de promoción e 

inhibición de crecimiento. 

• Se evalúo la difusión de antibióticos en agar Mue.lle.r-Hinton, empleándose el método 

de Kirby Bauer. 

De lo anterior se obtuvieron resultados de estabilidad y funcionaJldad, en donde 

los medios ricos fue de 4-8 sen1anas, para los medios diferenciales y selecti\"OS de 13 

semanas. 

Los resultados obtenjdos en el ensayo de promoción e inhibición de crecimiento 

se analizaron por comparación con un medio de referencia (ag.mr casoy), con ayuda del 

método estadístico "t de student " con 99 o/o de confianza. 

Por lo anterior podemos decir que es factible realizar e! almacenanüento en 

refrigeración de los mismos, durante un periodo determinado, asegurando su estabilidad 

y funcionalidad . 



I . qenerafu{ad'es 

Los m.o. varían en sus requerimientos de desa1Tollo, estos necesitan fuentes de 

nitrógeno, carbono y oligoelementos como el manganeso, molibdeno. zinc, cobre, cloro, 

etc., mientras que otros más exigentes tienen necesidad de factores de crecimiento como 

aminoácidos, vitaminas, purinas, hidrolizados de proteínas en forma de peptonas, que 

proveen componentes nitrogenados en forma más accesible, que se obtienen por tratamiento 

con ácidos, álcalis o enzimas. 

El carbono se necesita en la mayor parte de las veces en forma de compuestos 

orgánicos (glucosa, acetato, piruvato malato, extracto de levadura, extracto de carne, de res 

y peptona), que sirven como fuente energética. El oxigeno se toma principalmente de la 

atmósfera. Las necesidades de hidrógeno se cubren principalmente con los compuestos 

orgánicos y, en casos particulares, también a partir de con1puestos inorgánicos. El nitrógeno 

proviene de sales en fonna de nitratos, nitritos o compuestos amónicos, o de componentes 

más complejos corno aminoácidos, péptidos o proteínas. Los otros elementos se toman 

principalmente de sales. 

Las peptonas son sustancias hidrosolubles obtenidas a partir de proteínas por 

tratamiento enzimático. Son mezclas de péptidos que, en función de Ia proteífia de partida y 

la enzima utilizada, presentan composiciones particulares, diferenciables por su contenido 

en vitaminas e hidratos de carbono. (5, 9, 31, 33, 34) 

Las proteínas se obtienen preferentemente a partir de caseína, de carne, de gelatina o 

de harina de soya. La hidrólisis enzimática se realiza mediante tripsina, pepsina, p,ipaína o 



jugo pancreático. Los hidrolizados son mezclas de péptidos de alto y bajo peso molecular, 

que se obtienen por procedimientos inorgánicos a partir de proteínas, Los extractos son 

productos de maceración en solución acuosa obtenidas por calentamiento, que se reducen a 

polvo por evaporación. Son ricos en proteínas de bajo peso molecular y en factores de 

crecimiento. El extracto de carne se obtiene a partir de carne magra sometida a digestión 

enzimática. Y que carece de hidratos de carbono y, por lo tanto, puede utilizarse 

provechosamente para reacciones de fermentación. El extracto de malta se obtiene a partir 

de cebada malteada. Gracias a su contenido elevado en diferentes hidratos de carbono, 

principalmente en maltosa, es adecuado especialmente para la preparación de medios de 

cultivo de levaduras y mohos. 

Antes de la década de los 50's, casi todos los laboratorios fabricaban sus propios 

medios, partiendo frecuentemente de los ingredientes básicos crudos. Los laboratorios ya 

no preparan n1edios de este modo, con la posible excepción de unos pocos que producen 

algunos medios para utilizar en sus laboratorio de tuberculosis. Actualtnente la forma más 

común de preparar medios de cultivo es a partir de medios deshidratados, los cuales solo 

requieren adición de agua para su reconstitución, se presentan en forma de polvo o 

granulado. 

También pueden emplearse medios deshidratados con aditivos que pueden ser: 

sangre, suero u otros factores de desarrollo, que generalmente son materiales inestables. Y 

que sirven para respaldar el desarrollo de microorganismo exigentes. (5. 9, 31, 33, 34) 
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A comienzos de la década de los 60's, las compañías empezaron a preparar y 

comercializar medios en tubos y placas. Las primeras ofertas fueron de agar sangre ovina y 

ciertos medios para tuberculosis como el LOwenstein-Jensen. La responsabiJidad del 

control de calidad en la preparación de los n1edios recae en el fabricante hasta el momento 

de su venta al consumidor. 

En la actualidad, la elección adecuada del medio de cultivo depende del número, el 

tipo de muestras manipuladas, los recursos disponibles para la preparación, las pruebas de 

control d. calidad y el almacenamiento. Algunos lineamientos para la selección de los 

medios entre los centenares que existen, son los siguientes: 

l. Si el laboratorio tiene instalaciones y personal limitados, usar medios comercialmente 

preparados. 

2. Elegir medios definidos antes que aquellos que tienen componentes no identificados. 

3. Elegir medios con un amplio potencial de crecimiento. 

4. Antes de adoptar un medio nuevo, compararlo prilnero con un control. 

5. Cuando se emplea un medio selectivo para un aislamiento primario, incluir también uno 

no selectivo. Cuando se emplean dos medios selectivos, elegirlos con diferentes niveles 

de inhibición, por ejemplo agar ue.rde Lrillante muy selectivo con el menos inhibitorio 

agar xilosa-lisina- desoxicolato.(2, 5, 8, 30. 31) 
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1.1 :Meáios áe cultivo 

Los n1edios de cultivo se utilizan para una variedad de propósitos en el laboratorio. 

Su rendimiento debe por ende juzgarse aceptable para asegurar que sirvan a los fines para 

los cuales se han preparado. Los medios de cultivo se emplean para propagar bacterías, 

hongos y virus. Un medio debe no sólo respaldar el desarrollo de un m.o., sino que éste 

debe exhibir una morfología colonial y microscópica típica en el medio. Las variaciones en 

la composición del medio pueden alterar estas características. 

Para la producción de medios de cultivo sólidos, se añade un agente de 

solidificación a las soluciones nutritivas líquidas. El agar-agar (ver figura No. l) es un 

agente de solidificación prácticamente ideaL Funde solan1ente a temperaturas superiores a 

90ºC, pero al enfriar pennanece líquido hasta una ten1peratura de aproximadamente 40ºC. 

El agar-agar es un extracto seco, gelificante, obtenido de algas rojas, principa!n1ente a partir 

de las especies Ge/lidium. Rhodophyceae y Graciliaria_ El agar no es tóxico para las 

bacterias y es atacado (hidrolizado) por muy pocas de ellas; por lo tanto se utiliza 

universalmente en una concentración de l .5-2o/o como gd en la preparación de medios de 

cultivo sólidos. Químicamente es una rnezcla de dos polisacáridos: agarosa y agaropectina. 

La proporción de agarosa y agaropectina es variable, con valores extremos de 75o/o de 

agarosa y 25º10 de agaropectina, según la clase de alga einpleada.(2, 8, 33, 54) 
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Figura No. l. Estructura base del agar-agar que se emplea como agente 
solidificante en !os medios de cultivo. 

La agarosa es un pofírnero lineal, compuesto por unidades alternas de D-galactosa y 

de 3,6-anhidro-l -galactosa, enlazadas por uniones a-1,3 y P-1,4 alternadas. Este se emplea 

para pruebas de inmunodifusión y para inn1unoelectroforésis. La agaropectina es una 

cadena nunificada~ por uniones dextro y levo galactosa esterificada por grupos sulfato que 

contienen también ácidos glucurónico y pirúvico. El agar es una mezcla de polisacáridos, 

pero puede contener una variedad de ünpurezas, particularmente sales inorgánicas que 

varían según la fuente y método de extracción. 

En los 1nedios de cultivo pueden estar contenidos colorantes coino indicadores de 

pH y potencial redox, cuyo cambio de color sea característico para un determinado 

intervalo de pH que produce el crecinliento microbiano en los diferentes medios de cultivo. 

Estos indicadores se utílízan principalmente para detectar 1a producción de ácido a partir de 

los hidratos de carbono contenidos en el n1edio (ver cuadro No. 1). (30, 34) 
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El azul de rnetileno y la resazurina son los indicadores redox n1ás utilizados; por su 

color indican la presencia o ausencia de oxígeno.(30, 34) 

Azul de timol 

Tornasol 

Púrpura de 
bromocresol 

Azul de china 

Azul de 
bromotimol 

Rojo de fenol 

Rojo neutro 

Azul de timol 

Cuadro No.l. Indicadores de pH de uso más frecuente en medios de cultivo en el 
laboratorio de bac1eriologia. 

ACIDO<- eK-> ALCALINO 

Rojo 

Rojo 

Amarillo 

Azul 

Amarillo 

Amarillo 

Rojo 

Amarillo 

[. 2 Cfasijicación tÍe fos meáios áe cu(tivo 

13 14 COLOR 

Amarillo 

Azul 

Púrpura 

Incoloro 

Azul 

Rojo 

Amarillo 

Azul 

Dentro de la clasificación de los medios de cultivo en el laboratorio de bacteriología, 

se encuentran en base a su estado fisico y por su contenido de nutrientes ( con1posición). 
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•!• Estado físico: 

Sólidos: contiene I .So/o de agar. 

Líquidos o caldo: Oo/o de agar. 

Semisólidos: contienen 0.7-0.9% de agar. 

•!• Contenido de nutrientes: 

Medios sin1ples o 1nedios mínimos. 

Son aquellos que contienen una fuente de carbono, de nitrógeno, etc. Es decir, son 

medios que en general contienen los nutrientes esenciales para promover el desarrollo de 

m.o. poco exigentes nutricionalmente. Tales medios pueden ser: Caldo tioglicolato y caldo 

triptosa. 

Medios ricos. 

Son aquellos que contienen una fuente de carbono, de nitrógeno, extracto de 

levadura, de carne y peptona, como son: agar sangre, agar chocolate, Loeffler, los cuales 

pueden ser enriquecidos con aditivos como: yema de huevo. líquido ascítico, leche, suero, 

etc. (2, 30, 33. 47) 

Medios de enriquecimiento. 

Son altamente selectivos y suelen estar diseñados para aislar un m.o. específico, por 

ejemplo: caldo tetrationato que contiene peptonas, sales biliares, carbonato de sodio, 

sirve para aislar Salmonella de heces, orina y alimentos (carne, leche. etc.); Caldo selenita 

de sodio que contiene lactosa, selenita de sodio, y sirve para el aislamiento de Salmonella 

de muestras de heces y sangre. 
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Medios diferenciales. 

Contiene sustancias donde estas no deben tener influencia en la proliferación de los 

m.o. Estos permiten diferenciar a los m.o. en base a sus propiedades metabólicas. Los 

medios diferc11ciales contienen colorantes, azúcares e indicadores para revelar una respuesta 

bioquímica característica (generalmente un color) y se en1plean para diferenciar grupos de 

microorganis,nos tales como fermentadores y no fermentadores de lactosa. Son medios que 

se utilizan de prin1era elección en laboratorios de Diagnóstico Microbiológico para el 

aislamiento di.! los 111iembros pertenecientes a la famj]ia En1erobacteriaceae y otros m.o. 

grarnnegativos. además sirven de base para con1paración de la funcionalidad de medios de 

cultivo de innovación. (2, JO, 33, 47) 

Medios selectivos. 

Contienen sustancias que ofrecen buenas condiciones de crecíiníento solamente a 

determinados 111.0., mientras que otros no pueden proliferar, o lo hacen lentamente. Los 

medios selectivos contienen, además de los componentes presentes en los n1edios 

diferenciales. agentes para inhibir la mayoría de las enterobacterias y seleccionar de una 

muestra cepas resistentes a mayores concentraciones de los compcnentes (inhibidores corno 

sales biliares). 

l. 3 Características áe medios áe cu{tivo. 

De los medios de cultivo que se evaluarán en este proyecto, mencionaremos 

composición y características bioquimicas .a observar en ellos. 
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llgar sangre. 

Composición (g/litro): 

Sustrato nutritivo (Extracto de corazón y peptonas) 10.0 g; cloruro de sodio 5.0 g; agar­

agar 15.0 g~ aditivo: sangre de camero desfibrinada 50 n1L. 

Este medio sostiene el desarrollo de todos los m.o. con importancia clínica excepto los 

más exigentes. En el agar sangre se determina la capacidad de ciertos m.o. para producir 

enzimas extracelulares que actúan sobre los glóbulos rojos ya sea por lisis completa 

(hemólisis beta) o por una coloración verdosa alrededor de la colonia (hemólisis alfa) o por 

ausencia de alteración (a veces denominada he,nólisis gama). 

L\gar d,m:olale. 

Composición (g/litro): 

Sustrato nutritivo especial (base Columbia) 23.0 g; al1nidón 1.0 g; cloruro sódico 5.0 g; 

agar-agar 13.0 g. 

Este medio completo de gran calidad, es utilizable, tanto para el cultivo de m.o., incluso 

exigentes, asi también como base para la preparación de diversos medios de cultivo 

especiales. El agar chocolate. que contiene los factores X (hemina) y V (NAD), se prepara 

en el laboratorio calentando agar :sangre. fundida a una temperatura (80 ºC) justo lo 

suficientemente elevada para lisar los glóbulos rojos a fin de que se libere la hen1atina 

(factor X). ;.\ esta temperatura también se inactiva la NADasa. Dado que el factor V es 

termolábil, se debe tener cuidado de no sobrecalentar el n1edio durante su preparación. 
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ligar brolacin. 

Composición (g/litro): 

Peptona 3.0 g; extracto de levadura 2.0 g; extracto de carne 2.0 g: L(~)cistina 0.28 g; 

lactosa !O.O g; azul de bromotimol 0.03 g; agar-agar 12.0 g. 

Este medio se emplea para la detenninación del número de in.o., aislamiento e 

identificación orientativa de in.o. existentes en orina. 

Debido a la amplia disponibilidad de sustancias inhibidoras y a la posibilidad de 

lograr una cierta diferenciación de las colonias, resulta también un medio de cultivo 

universal que goza de preferencia, Como sustancia reaccionante contiene lactosa. La 

degradación a ácido de esta Ultima origina un vire de color hacia el an1arillo. del azul de 

bromotimol. La alcalinización provoca un vire a azul intenso. La notable pobreza de 

electrolitos provoca la represión de la invasión de las especies de Prote11.1 

ligar d1romocul t. 

Composición (g/litro): 

Peptona 3.0 g; cloruro sódico 5.0 g; dihidrógenofosfato potásico 1. 7 g; hidrógenofosfato 

dipotásico 3.0 g; piruvato sódico 1.0 g; triptófano l.O g; agar-agar 12.0 g; lauril sulfato 

sódico 0.01 g; mezcla de cromógenos 0.2 g. 

Medio selectivo para la identificación sin1ultánea de co!iformes totales y 

Escherichia co/i en muestras de agua y de alimentos.Gracias a !a acción conjunta de 

peptonas selectas, piruvato y tampón de fosfatos se garantiza un rápido creciIT1iento también 

de coliformes con daños subletales. El contenido en lauril sulfato inhibe ampliamente el 

crecimiento de m.o. grampositivos, sin afectar el crecitniento de colifomies.(33) 
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La identificación simultánea de colifonnes totales y Escherichia co/i se hace posible 

por la nueva combinación, de patente solicitada (laboratorios Merck di.: México), de dos 

sustratos cromógenos. El sustrato Salman-GAL sufre ruptura por la enzima P-D­

glucuronidasa característico de coliformes y provoca una coloración roja de las colonias de 

coliformes. La identificación de la P-D-glucuronidasa característica para Escherichia coli 

tiene lugar mediante el sustrato X-glucurónico, cuyo producto de ruptura produce una 

coloración azul de las colonias positivas. Ya 4uc Escherichia coli ron1pe tanto Sa!mon­

GAL co1110 X-glucurónido, las colonias se tiñen de violeta-azul oscuro y debido a ello son 

fáciles de diferenciar de las restantes colifonnes, que se presentan de color rojo. El 

contenido en triptófano mejora la reacción de indo! para [a confirn1ación adicional de 

Escherichia co/i y aumenta con ello la seguridad de identificación en combinación con la 

reacción Salmen-GAL y la reacción X-glucurónido. 

/lgar Hambach. 

Composición (g/litro): 

Peptona 8.0 g; cloruro sódico 5.0 g; desoxicolato sódico 1.0 g; mezcla cromógena l.5 g; 

propilenglicol 10.5 g; agar-agar 15.0 g. 

tvfedio de cultivo para diagnóstico diferencial para identificación de Salmone//a en 

alimentos y muestras clínicas. Los sustratos de sustancias alimentarias contenidas en el agar 

Ram~ach permiten un buen crecimiento de enterobacteriáceas. El d~soxicolato sódico 

produce una inhibición de la flora acompañante gran1positiva. El agíJr Ram~ach, permite 

diferenciar las saln1onellas claramente de otros m.o. Esto es posible por la adición de 
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propilenglicol al n1edio de cultivo. Las salmon('llas fonnan ácido a partir del propilenglicol 

y en combinación con el indicador de pH producen colonias rojas características. 

Para diferenciar las coliformes de las saln1onellas el medio de cultivo contiene un 

cromógeno, que indica la presencia de la separación de 13-galactosidasw. característica para 

los coliformes. Los m.o. colifonnes crecen en forma de colonias verd1.;s-azuladas/violeta­

azuladas. Otras enrerobacteriáceas y m.o. gr~uunegativos crecen en tOrn1a de colonias 

incoloras /amarillentas. 

/lgar l:MH. 

Composición (g/litro): 

Peptona 10.0; lüdrógenofosfato dipotásico 2.0; lactosa 5.0;sac.:irosa 5.0; eosina 

amarillenta 0.4; azul de metileno 0.07; agar-agar 13.5. 

Medio selectivo para la demostración y el aislamiento de Enterobacteriáceas patógenas 

(26). El contenido en lactosa y sacarosa hacen posible la distinción de salmonellas y de 

shlgellas lactosa-negativas y sacarosa-negativas, frente a la flora acompañante lactosa 

negativa pero sacarosa-positiva (ejemplo: Proteus vulgaris, Citrohacter. Aero,nonas 

hydrophila). Los 111.0. de acompañamiento indeseables, grampositiYos especialmente. 

resultan ampJiamente inhibidos en su crecimlento, gracias a los colorantes presentes en la 

formulación.(33) 

/lgar MacCon~ey. 

Composición (g/litro): 

Peptona de caseína 17.0 g; peptona de carne 3.0 g; cloruro sódico 5.0 g; lactosa 10.0 g; 

mezcla de sales biliares l.5 g; rojo neutro 0.03 g; cristal violeta O.OOlg; ngar·agar 13.5 g. 
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Agar selectivo para el aislamiento de Sabnonella, Shigella y bacterias coliformes, a 

partir de heces, orina, alimentos, aguas residuales. Las sales biliares y el cristal violeta 

inhiben considerablemente ln flora grampositi,·a. La lactosa, junto con el indicador de pH 

rojo neutro, sirve para la comprobación de la degradación de dicho azúcar_ 

ligar uerde ~rillante. 

Composición (g/litro): 

Peptona de carne 5.0 g; peptona de caseina :5.0 g; extracto de carne 5.0 g; cloruro sódico 

3.0 g; hidrogenofosfato disódico 2.0 g; lactosa I O.O g; sacarosa I O.O g: rojo de fenol 0.08 g; 

verde brillante 0.0125 g; agar-agar 12.0 g. 

!\Tedio de cultivo selectivo para el aislamiento de Salmonella excepto Salmonella 

typhi, a partir de mr.~eriales patológicos, heces, orina, alimentos, etc. El medio de cultivo 

contiene lactosa, cuya degradación a ácido se reconoce por el vire a an1arillo del rojo de 

fenol. que actúa con10 indicador de pH. En ainbiente alcalino presenta color rojo intenso. 

La flora acompañante grampositiva así como Salmonella typhi y Shigella resultan muy 

reprimidas por la presencia de verde brillante y por el contenido de sacarosa permite el 

reconocilniento de la flora acompañante lactosa débil o lactosa-negativa pero sacarosa 

positiva. 

ligar ,afmonella-shigella. 

Composición (g/litro):Peptonas 10.0 g; lactosa 10.0 g; bilis de buey desecada 8.5 g; 

citrato sódico 10.0 g; tiosulfato sódico 8.5 g; citrato de amonio férrico 1.0 g; verde brillante 

0.0003 : rojo neutro 0.025; agar-agar 12.0. 
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Medio para el aislamiento de Salmone//a y Sliigella a partir de heces, alimentos y 

otros materiales objeto de investigación. El verde brillante, la bilis de buey y la elevada 

concentración de tiosulfato y de citrato inhiben considerablemente la tlora acompañante. 

Con el tiosulfato además de iones de hierro se pone de manifiesto la fonnación de sulfuro 

por el ennegrecimiento de las correspondientes colonias. Las colonias de coliforrnes quedan 

señaladas por la demostración de la degradación de lactosa a ácido, a cargo del indicador de 

pH rojo neutro.(33) 

/lgar Chapman. 

Composición (g/litro): 

Peptona de caseína !O.O g; extracto de levadura 2.5 g; hidrógenofosfato dipotásico 5.0 g; 

gelatina 30.0 g; lactosa 2.0 g; D(-)manitol !O.O g; cloruro sódico 75.0 g; agar-agar 12.0 g. 

Para el aislamiento y la diferenciación de Staphylococcus a partir de alimentos y 

otros materiales. Sobre este 1nedio de cultivo crecen solamente n1.o. que poseen una elevada 

tolerancia a la sal común. Entre ellos, las colonias de Staphylococcus son diferenciables 

utiliz.ando como criterios la degradación del 1nanitol, la gelatinolísis y la formación de 

pigmento. 

/lgar ,alu manitol. 

Composición (g/litro): 

Peptona 10.0 g: extracto de carne l.O g; cloruro sódico 75.0 g; D(-)manitol 10.0 g; rojo 

de fenol O .025 g; agar-agar 12.0 g. 

Medio selectivo para la demostración de Staphylococcus patógenos en alimentos y 

otros materiales objeto de investigación {10). Debido a la concentración extremadamente 
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alta de sal, permite solamente el crecimiento de m.o. tolerantes a ella, entre los que se 

encuentran los del género Staphylococcus. La degradación del manito!. con formación de 

ácido, está notablemente correlacionada con la patogenicidad del m.o. en cuestión y sirve, 

por lo tanto, como indicativo de la presencia de Staphylococuus aureus. 

ligar Nic~er>on. 

Composición (g/litro): 

Extracto de levadura 1.0 g; peptona de harina de soya 2.0 g; glicina lll.O g; D(+)glucosa 

10.0 g; indicador sulfito bismuto 2.0 g; agar-agar 15.0 g. 

Medio para el aislamiento y diferenciación orientativa de hongos del género 

Candida y otras levaduras (3 7). Junto con el extracto de levadura, glicina y glucosa como 

base nutritiva, este medio de cultivo contiene un "indicador sulfito bis1nuto" para inhibir 

ampliamente la flora acompañante. Candida j la mayoria de otras levaduras se desarrollan 

sin inconveniente, bajo la reducción simultánea del sulfito bisn1uto, tornando una 

coloración parda.(33) 

ligar camy. 

Composición (g/litro): 

Peptona de caseína 15.0 g; peptona de harina de soya 5.0 g; cloruro sódico 5.0 g; agar­

agar 15.0 g. 

Medio de cultivo universal, exento de su~tancias inhibidoras y de indicadores, 

diseiiado para su utilización en un amplio espectro de aplicaciones. Por su rica y abundante 

base nutritiva, este medio de cultivo es adecuado también para el cultivo de 
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microorganismos exigentes. Se utilizan como tales, o como base para la fabricación de 

medios especiales de cultivo por ejemplo, Ag<1r-sangre y Agar-Proteus.(2-i) 

Ligar Muelle, - Hinton. 

Composición (g/litro): 

Infusión de carne 2.0 g; hidroliz.ado de caseína 17.5 g; almidón 1.5 g; agar-agar 13.0 g. 

Medio de cultivo en1pleado para el ensayo de la sensibilidad. o para ensayo de 

resistencia de agentes patógenos médican1ente in1portantes frente a antibióticos y 

sulfamidas. El agar Mueller-Hinton se utiliza para la realización del ensayo de difusión en 

placas. La composición de dicho medio garantiza, por una parte, condiciones favorables de 

crecimiento y por otra parte, cuenta con la ausencia, 111uy considerable. de antagonistas de 

las sulfan1idas. Para mejorar de forma considerable el crecimiento de ni.o. exigentes. puede 

afiadirse s3ngre a! 11gar Muelll!.r-Hinton. Esto puede sin embargo, conducir a resultados 

erróneos en el ensayo de enterococos frente a anllnoglucósidos (28, 33). 

I. 4 Vsos y apficaciones áe fus meáws áe cuftívo. 

•!• Medicina Humana y Veterinaria. 

En el campo de la medicina humana, se efectúan investigaciones n1icrobiológicas en el 

diagnóstico de infecciones y para el control de las medidas terapéuticas que le siguen. Para 

ello se utilizan medios de cultivo para la selección y la diferenciación. para el recuento de 
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los m.o. y Ia identificación bioquímica, y para la prueba de la sensíbilidad. Por ende 

métodos análogos se utilizan en medicina veterinaria. (6, 34, 38, 46, 53) 

•:• Industria Farmacéutica 

La mayor parte de los productos de la industria farmacéutica deben cumplir con una 

especificación microbiológica establecida de acuerdo a la Farmacopea respectiva.. En 

consecuencia, el control de calidad microbiológico es una fase importante en el proceso de 

producción. 

•> Industria Cosmética 

Casi todos los productos cosméticos contienen sustancias biológicas activas, como 

vitaminas, hormonas, aceites y grasas de origen animal y vegetal. Todos los productos con 

constítuyentes biológicos pueden contener m.o. patógenos, incluso en condicíones óptimas 

de producción. Para la prevención de infecciones es en este caso igualmente importante el 

análisis microbiológico para la protección del consumidor. 

•:• Industria Láctea 

La leche cruda es un medio de cultivo ideal para numerosos m.o, Debido a su contenido 

natural de m.o., la leche y los productos lácteos deben satisfacer las exigencias 

particulannente rigurosas con lo que respecta a la calidad bacteriológica. (6, 34, 38, 46, 53) 
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•!• Industria Cárnica 

En los 1nataderos es donde se procede a investigaciones microbiológicas en la carne para 

que quede garantizada la calidad irreprochable de los productos cárnicos. Además del 

análisis de la carne para establecer su contenido en rn.o., se determina, 1111..:diante ensayos de 

detección de residuos de antibióticos, si un anitnal ha estado tratado con antibióticos antes 

del sacrificio. 

(• Industria Alimentaria y de Bebidas 

Productos naturales tales como la leche, la nata, los huevos, la fruta, los jugos de fruta, etc., 

pueden deteriorarse debido a la presencia de m.o. Su tratamiento está sometido a 

reglamentaciones particularmente estrictas. Una condición previa iinportante para las 

investigaciones microbiológicas es la preparación del material a ensayar y la elección del 

medio de cultivo n1ás conveniente al objetivo de las investigaciones proyectadas~. 34, 38_, 

46, 53) 

•!• Fabricación del Material de Embalaje 

En la fabricación de embalajes para los productos alimentarios, debe existir la garantía que 

el contenido quede protegido contra las influencias desfavorables, por ejen1plo, contra la de 

los m.o. Gracias a los análisis microbiológicos se tiene la seguridad que sólo se utilizan 

materiales de embalaje que no transforman el contenido en foco de infecciun. 
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•!• Control del Agua Potable y Agua de Uso Industrial 

Debe prestarse atención particular al control del agua potable y del agua de uso industrial. 

Actualn1ente el agua de numerosas fuentes naturales, debido a las contaminaciones 

provenientes del n1edio ambiente y del poder de autopurificación biológico perturbado, no 

puede utilizarse directamente ni como agua potable ni como agua de uso industrial. El agua 

debe purificarse y someterse a control microbiológico.(6, 34, 38. 46, 53) 

J. 5 Conservación áe microorganismos. 

El objetivo primordial de la conservación de un m.o. es mantenerlo vivo, en las 

condiciones más cercanas a las que tenía al ser aislado, sin mutaciones o variaciones y por 

supuesto, libre de contaminaciones. Algunas especies pueden conservarse vivas por 

periodos prolongados, pero si ello se logra a costa de pases frecuentes pueden modificarse 

muchas de las características originales. 

Existen métodos muy diversos para la conservación de m.o. y hay variaciones muy 

marcadas en cuanto al medio más adecuado para diferentes especies. Las instituciones 

(hospitales, laboratorios f~acéuticos, centros de investigación) en donde se necesita la 

conservación tienen igualmente gran diversidad de equipo, espacio de almacenamiento, 

capacidad económica, etc. 
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A.sí pues !as necesidades, disponibilidades de equipo y personal dictan los métodos 

para la conservación de los m.o. específicas que muchas veces son caras o de dificil 

obtención. Los m.o. de colección necesitan un n,anejo escrupuloso. ( 18) 

Un aspecto al que debe dedicarse mucha atención es la forma en que se etiquetan los 

cultivos. Cada m.o. debe tener un número de registro que remita a fichas con toda la 

información requerida. El mínimo de datos debe incluir origen, especie. clave, fecha de 

aislamiento, características fenotipica, pruebas especificas en las que debe utilizarse y 

método de conservación. 

Los n1étodos de conservación de m.o. se dividen en grupos a corto y largo plazo : 

Conservación a corto plazo : 

•!• Resiembras: Este es el método tradicional y más fácil de conservacilln, por medio de 

pases perjódjcos a medio fresco. Los intervalos entre las resiembras varían según la 

especie, el medio empleado y las condiciones del medio ambiente. Las condiciones que 

establecen como variables principales son el medio de mantenimiento y la frecuencia 

entre resien1bras.( 18) 
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•:• Almacenamiento en aceite mineral : Muchos m.o. se conservan satisfactoriamente por 

meses o años sumergiendolos en aceite rnineral estéril de grado 1nedicinal. Es un 

método n1uy sencillo y barato. Consiste en obtener un crecimiento del m.o. en tubos 

con medio sólido, inclinado y agregar asépricamente el aceite mineral cubriendo por 

completo el área inclinada. Los tubos se guardan en posición vertical l.!n refrigeración. 

•:• Congelación: Existen diferentes resultados cuando se emplea este 111étodo a diversas 

especies. Existen n1.o. que soportan perfectamente la congelación y otros, como 

Neisseria y Haemophilus que son muy sensibles a ella. El sistema que emplea 

nitrógeno líquido es el que da mejores resultados, pero tiene desventajas de su costo 

elevado, el personal altamente especializado que debe manejarlo para evitar riesgos . 

.:- Papel : Es un método en el que los m.o. son desecados sobre discos o tiras de papel 

filtro estéril. Es una técnica fácil y barata, que puede aplicarse con éxito para mantener 

cultivos empleados en control J. calidad. 
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Conservación a largo plazo : 

Liofilización. 

Este proceso consiste en la deshidratación de suspensiones de m.o. congelados 

sometidos a bajas presiones. Con lo que el agua pasa del estado sólido a gas. sin pasar por 

el estado líquido. Los m.o. liofilizados pueden almacenarse por tiempo n1uy prolongado si 

se mantienen en condiciones que eviten su contacto con oxígeno, humedad y luz. Con este 

método se prepara una elevada cantidad de viales que ocupan un espacio pequeño, 

facilitando su almacenamiento.( 18) 

Los aspectos principales en la conservación por este método son: 

a) Selección de viales. 

b) Selección del agente crioprotector. 

e) Preparación y propagación del m.o. 

d) Liofilización. 

e) Almacenamiento. 

f) Rehidratación de m.o. liofilizados. 

g) Ultracongelación. 
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I. 6. Contro( áe Ca(ufaá en fa preparación áe ÚJs medios áe cufüvo y su fancionamiento. 

El control de. calidad consiste en una evaluación sistemática del trabajo para 

asegurar que el producto final se ajuste, hasta un grado aceptable a lin1ites de tolerancia 

previamente establecidos, donde finalmente se proporcionen resultados verídicos (únicos). 

Para realizar el control dE calidad de medios de cultivo es necesario considerar 

puntos básicos como son : 

•:• Personal: Este debe ser una persona capacitada en un área especifica y con un 

entrenamiento práctico. 

•:• El material de vidrio que comúnmente se utiliza en el laboratorio de control 

microbiológico, debe estar limpio, seco y libre de cualquier tipo de 

contaminantes, ya que la presencia de éstos aun en pequeñisin1as concentracione$ 

puede afectar los resultados, por lo que se recomienda: 

c:r Utilizar material de vidrio de borosilicato de bajo coeficiente de expansión 

térmica, que tiene excelente resistencia a los ácidos excepto al fluorhídrico. 

r7" Para el lavado ordinario usar soluciones detergentes alcalinas o neutras. 

i:r Para tratamiento severo, utilizar mezcla crómica. ácido nítrico caliente, ácido 

sulfürico, alcohol, hidróxido de potasio en alcohol, fosfato disódico en 

solución acuosa. 
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(if"' Clasificar y separar el material contaminado del no contaminado y colocarlo 

en los lugares asignados en cada caso, en áreas fisicas bien separadas. 

@"' El material contaminado debe colocarse en recipientes adecuados para su 

esterilización y lavado posterior. 

crEl agar proveniente de cajas, tubos, matraces etc., una vez esterilizado debe 

recolectarse en bolsas de plástico de alto punto de fusión para su eliminación 

posterior; lo recomendable es incinerarlo. no debe eliminarse por el drenaje.(], 

23, 30) 

crEI material desechable contaminado debe depositarse en recipientes especiales 

(ejemplo: bolsas de plástico de alto punto de fusión), y posteriormente 

esterilizarse, desecharse o incinerarse. 

<:r"Las pipetas contaminadas inmediatamente después de su uso deben colocarse 

en recipientes que contengan soluciones germicidas; se les quita el algodón de 

la boquilla y se procede a su esterilización evitando depositar sobre ellas 

material que pueda quebrarlas. 

crourante el lavado no usar fibras ni polvos, auxiliares de escobillones en buen 

estádo y de estropajos y/o esponjas. 
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·!• Colocar el material en escurridores y/o canastillas. Dejar secar al aire. (3, 23, 30) 

•!• Conservación de m.o. · La conservación óptima de los m.o. es de gran 

importancia y debe dársele la misma prioridad que a la estandarización de los 

métodos (incluyendo equipo y reactivos empleados) ; ya que puede traer 

consecuencias de correr el riesgo de echar por tierra programas que requieran W1a 

estricta constancia de todos los parámetros en el control de calidad. 

•:• Materia prima : Esta debe presentar características homogéneas en el tamaí\o de 

partícula, color y no presentar apelmazan1iento. El envase debe ser de tapa de 

aluminio, frasco de vidrio ámbar, composición completa en la etiqueta, debe 

indicar fecha de caducidad, indicación clara de la preparación y número de lote. 

•!• Area de trabajo: Está debe ser un área adecuada y segura (como se menciona en 

la metodología). (3, 23, 30) 

El control d. calidad para medios de cultivo debe. en el análisis final, asegurar que 

un medio respalde el desarrollo de los rn.o., inhibir el desarrollo de m.o. comensales, 

exhibir una respuesta bioquímica típica, ser estable y tener un tiempo de conservación 

razonable. 
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Para tal propósito se deben realizar pruebas de: 

Esterilidad. 

Pocos son los medios utilizados sin esterilización final, pero son excepciones; casi 

todos los medios deben ser estériles cuando se inoculan. Cada lote de medio. preparado en 

el laboratorio o proveniente de una fuente comercial, debe ser controlado para asegurar su 

esterilidad. Esto se realiza retirando l a 5 % del lote y colocándolo en una incubadora 

bacteriológica a 35° C durante 48 horas. Si aparecen contaminantes en el medio como 

resultado de esterilización inadecuada, se debe adquirir un lote nuevo. ( l 4, 31) 

Las placas de medio de cultivo empleadas para control de esterilidad deben 

descartarse al ser completada la prueba, ya que son inadecuadas para la inoculación a causa 

de la deshidratación producida luego de 48 hrs. de incubación. 

Control de calidad de promoción de crecimiento. 

Detenninar la capacidad del medio para respaldar el desarrollo de presuntos m.o., 

inoculándo con una cantidad aproximada que nos permita observar la funcionalidad del 

medio. Un error frecuente en el t:ontrol de calidad es el uso de un inóculo concentrado que 

puede producir un desarrollo desorientador, para lo cual es necesario estandarizar éste, 

mediante el empleo de una técnica que nos ayude a este propósito como la técnica de Miles 

& Misra. La cual se fundamenta en el manejo de una cantidad conocida del m.o., 

comparandoló con la turbidez del tubo No. 0.5 del nefelometro de MacFarland (equivalente 

a !.5x 108 UFC/mL) para posteriormente realizar diluciones.(! 4, 31) 

26 



Respuesta bioquímica. 

Al inocular medios c1npleados para identificar una reJ.cción específica, tal como 

fermentación o producción de H2S. es necesario usar sólo una cepa del m.o. que va a 

producir la reacción deseada. 

Medio selectivo. 

Dado que los medios selectivos están diseñados para respaldar el desarrollo de m.o. 

y para inhibir el de otros, por esto últiino es necesario inocular el medio con representantes 

de an1l>os grupos de m.o. Para asegurarse di! que este cu1npla su función se puede probar 

con un inóculo concentrado del m.o. que no <l~be promover su crecinüento, pues si sucede 

esto con el inóculo. pasará lo 1nismo con una pequeña cantidad del mismo rn.o. que pudiera 

estar presente en una muestra clínica. En general, dos cepas de m.o. diferentes son 

suficientes para verificar las características de desarrollo. la capacidad selectiva o inhibidora 

y la respuesta bioquímica. ( 14, 31) 

Antibiograma. 

Es necesario el riguroso control de calidad para las pruebas de susceptibilidad 

antin1icrobiana por el gran nún1ero de variables que pueden afectar los resultados. Es 

posible controlar algunas características fisicns y quín1icas de los n1cdios, con10 el pH y la 

profundidad del agar, pero el control final es provisto por una serie de cepas bacterianas de 

referencia para las que se han establecido los resultados esperados. Los m.o. de control 

ideales tienen puntos terminales de susceptibilidad en la nlltad de las concentraciones 

antin1icrobianas utilizadas y poseen tendencias ,níniinas a cambiar los patrones de 

susceptibilidad en el tra11scurso del tien1po. 
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Es in1portante en el caso de los 111.0. aislados en el laboratorio de bacteriología 

clínica L1 detenuinación de la acti \·idad bactericida ade1nás de la inhibición antibiótica 

(n1ét0do de Kirby-Bauer) contra dichos aisl;;unientos. El 1nétodo n1ás útil para con1probar la 

adecuación del trata1niento .inti111icrobiano en 111uchas infecciones es la respuesta clínica del 

paciente al tratan1iento gracias a las pruebas <le susceptibilidad. Es relevante destacar que 

las pruebas de susceptibilidad antibiótica pretende ser una guía para el clínico y es por esto 

que se debe asegurar la difusi(ín del antibiótico en el 1nedio de cultivo. (14. 31) 

I.1 (011tro[ áe cafiáaá áe[ equipo. 

El control dr. c.iliJ;:1J. tambit:n corresponde al buen funcionan1iento-del 1naterial y 

equipo de trabajo en la prep:uación de n1cdios de cultivo por lo que es rcco1nendable, 

establecer registros de proccdi1nientos para su n1anteninliento en condiciones óptin1as de 

trab~jn (,·er Cuadro No.2). 

EQUIPO 

Refrigeradores 
Incubadoras 

Ba1los <le agua 

Aulo1.:laves 

Jarras anaerobias 

Cuadro ;\o.!. rroc .. llimiemos lk control de. c;1lidi1d dd equipo 
microbiológico co111únmcnte usado. 

PROCEl)IMIENTO INTERVALO LIMITES DE 
TOLERANCIA 

Registro d~ te1npcratura Diario o continuo ~.g~c 
Registro <le ten1peratura Diario o continuo 35.S±IVC 

Registro de ten1peratura Diario 36<)8VC 
55-57°C 

Prueba con tira de N"o crecjnliento de esporas en 
t!sporas (Ba,·il!us Por lo ,nenas subcultÍ\'O indica corrida 

s1ereoter1110¡,hi/11s) scn1anal estéril. 
Tira indicadora con azul La conversión de la tira de 

de ,nelilcno Con cada uso azul a blanco indica una baja 
tensión de 0 2• 
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I.8 Puentes de error en fa preparación áe mecíios áe cuftii:o. 

En la preparación de n1edios de cultivo se pueden cometer errores y afectar la 

calidad de los n1ismos, estos pueden ser: 

Medio inadecuado: 

Dado que los medios deshidratados suelen estar dispuestos por orden alfabético en 

un estante, es posible seleccionar inadvertidan1ente un frasco equivocado. o un aditivo 

inadecuado, con lo cual el medio resulta inapropiado para su uso. Es siempre in1portante 

leer el rótulo, particularmente cuando se recibe en el laboratorio una _nue,·a partida de 

medio.(2, 14. 30, 31, 33) 

Agua: 

Medir cuidadosamente la cantidad de agua que se afi.ade al reconstituir el n1edio. 

Dado que las impurezas hacen que el agua corriellle sea inadecuada para la preparación de 

los medios biológicos, los laboratorios deben usar agua destilada, desionizada o que ha sido 

tratada de ambas maneras. 

Pesaje: 

Emplear balanzas adecuadas para pesar los 1nateriales secos. Los errores de pesaje 

alteran significativamente la con1posición final. 

Distribución; 

Los medios deben distribuirse exactamente (20 mi ± 2 %) y asépticamente en placas 

(100 x 15 mm). Esperando un espesor homogeneo de 4 mm, la medición errónea de la 
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cantidad exacta puede traer con10 consecuencia por cjen1plo, un medio de agar de espesor 

demasiado fino o demasiado profundo, siendo en a111bos casos inadecuado para su 

utilización. Para tal propósito se r~comienda una 1nesc1 niYi.:lada. 

Esterilización adecuada: 

Un error común en la preparación de n1edios, es el de esterilizar a una temperatura 

demasiado elevada y/o durante un período demasiado largo. Esto puede producir el 

deterioro o descomposición de algunos componentes de los medios, que inutiliza a éstos 

para los fines destinados. (2, 5. 3 t. 33) 

Material de Vidrio: 

Se debe tener la precaución de utilizar material de vidrio limpio. ya que los residuos 

adheridos al vidrio pueden inhibir a algunos m.o. exigentes. 

A fin de satisfacer los requerimientos de certificación de licencias, los laboratoríos 

deben llevar a cabo procedimientos de control de c;,ilidad de acuerdo con un patrón 

prescrito como es National Control Laboratory Standars. Deben efectuar registros 

cuidadosos de dichos procedimientos y mantenerlos; los registros deben revisarse para 

determinar cuáles medios están rara vez fuera de control y cuáles son los que, por razones 

de inestabilidad u otros proble1nas, pueden con frecuencia no satis[icer las Normas de 

Calidad. El control de calidad de medios de cultivo es un procediiniento enfocado en 

forma racional y disciplinada. (2, 5, 31, 33) 
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JI. 06jetivo genera[ 

•!• Evaluar la estabilidad y funcionamiento de diferentes medios de cultivo preparados en 

condiciones estándar y almacenados a una temperatura de 2-8ºC por trece semanas. 

Il.1. 06jetú.·os particufares. 

•!• Mantener un cepario en condiciones óptimas para la realización del control de calidad de 

los diferentes medios de cultivo probados. 

•!• Evaluar el control de calidild de los diferentes medios de cultivo en placa. realizando 

pruebas de esterilidad, promoción e inhibición de crecimiento y respuesta bioquímica. 

•:• Utilizar los resultados del presente trabajo para que ATYDE los emplee como un 

instructivo en la elaboración y control de calidad de medios de cultivo en placa. 
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II. 2. :J{ipótesis. 

"Si los medios de cultivo deshidratados son preparados en condiciones estándar y 

almacenados en refrigeración (2~8ºC) entonces, estos podrán ser empleados para lo que 

fueron diseñados, con un funcionamiento óptimo durante un período de trece semanas··. 
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1 II. Parte ezyerimenta{ 

A continuación se describen tanto el procedimiento en general (ver Diagrama No. l ), 

la preparación y mantenimiento del cepario, la preparación de los medios de cultivo, la 

técnica de promoción e inhibición de crecimiento de Miles & Misra asi como su 

estandarización, y por último la prueba de susceptibilidad antimicrobiana (técnica de 

difusión de antibióticos en aqar Mu..llu-Kinton). 
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Material y 
métodos 

Di•griun:11 No.l. Descripción del deSll11ollo experimental par.i1 la realización 
del proycclo ~Evaluación de la cs1abi[idad de diferentes medios de cultivo 

preparados en condiciones estindar". 

Preparación de un 
cepario en 

condiciones óp(imas 

Preparación de 

Prueba de 
esterilidad 

Pruebas 

semanales de 

control de 
Cilf¡Jild 

Almacenamiento en 
refrigeración 

'----~ diferentes medios de 1----~ 
cultivo a probar 

Empaquetamiento 
y etiquetamiento 

Esrcrilidad 

Promoción di:: 
credmiento 

Inhibición de 
crecimiento 

Funcionalídad 
bioquimica 

Realización de 
anribiogramas 
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III. 9,1.ateria[ 

III.1. Cristaferia: 

,:, Matraz Erlenmeyer de 1000, 2000 y 3000 mL. 

•!• Tubos de ensaye de fondo plano de 12x82 (20 mL) con tapón de rosca. 

•:• Probetas graduadas de 250, 500, 1000 y 2000 mL. 

•:• Pipetas graduadas de 1, 5 y I O mL. 

•!• Termómetros VWRrand ASTM de 180ºC. 

•:• Vasos de precipitados de 500, 1000 y 2000 mL. 

•!• Portaobjetos. 

III.2. 'Equipo: 

•!• Balanza granataria OHAUS. 

•!• Microscopio compuesto OL YMPUS. 

•:• Autoclave ALL AMERICAN # 1925x. 

•!• Bafio María GRANT. 

•!• Horno Pasteur RIOS-ROCHA. 

•!• Refrigerador NIETO. 

•!• Dispensador Peristáltico MONOSTAT. 
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•!• Estufa bacteriológica. 

•!• Tripies metálicos. 

•!• Mecheros de Bunsen. 

•!• Asas bacteriológicas calibradas con baño de platino. 

•!• Tubo No. 0.5 del nefelometro de MacFarland. 

',+ Espatúlas. 

',+ Gradillas. 

+!• Micropipeta de volumen fijo (!O µL). 

•!• Micropipeta de volumen variable (200- \ 000 µL). 

•!• Puntas estériles para micropipetas. 

•> Contenedores para puntas de micropipetas. 

•:• Cajas Petri desechables de l 5x IDO mm. 

JI l.3. :Meáios áe cuftiw áesfiiárataáos: 

•!• llgar sangre 

•:• ligar ~rolacin 
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•!• ligar EMB (agar-temina-azul d• metil•nol 

•!• ligar v•rd• Lrillant• 

•!• ligar salmon•lla-s~ig•lla 

•!• ligar Chapman 

•!• ligar s:ale:1 manitol 

•!• ligar Mu•ll•r-Hinton 

•) ligar ca1og. 

III.4. ~activos: 

•) Cloruro de sodio. 

•!• Glicerol. 

•!• Cristal violeta. 

•!• Alcohol al 70 y 96%. 

•!• Acetona. 

•!• Lugol. 
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•:• Safranina. 

•!• Aceite de irunersión. 

(• Papel pH. 

•!• Agua desionizada. 

III. 5. 'Materia( 6wliJgico: 

<• Sangre de camero desfibrinada. 

•!• Candida a/bicans ATCC !0231 

<• Staphylococcus aureus ATCC 6538 

<• Streptococcus pyogenes ATCC 19615 

•!• Streptococcus pneumoniae ATCC 630 l 

•!• Haemophi/us injluenzae tipo "b" 

•:• Escherichia co/i ATCC 8739 

•:• Klebsiella pneumoniae ATCC 9997 

•!• Enterobacter aerogenes ATCC 13048 

•:• Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 

•!• Neisseria meningitidis EMD 270 

•:• Salmonella enteritidis NCTC 5188 
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IV 'Metotfofogía. 

Para la obtención de medios de cultivo en placa es imprescindible considerar en el 

proceso de elaboración de estos (1950 placas de cultivo) lo siguiente: 

•!• Esterilidad del área de trabajo. Está debe ser un área adecuada y segura, lo cual se 

logra con el lavado de mesas y pisos con agua, jabón y desinfectantes (cloro, amonio), y 

por último se limpian mesas y pisos con fenol al 5%. Antes de comenzar el vaciado del 

medio, se distribuyen mecheros de Bunsen a lo largo de la mesa y estos se mantienen 

encendidos para dar origen a una atmósfera "limpia". El personal debe emplear bata, 

usar cubrebocas, cofia y guantes estériles, además evitar el contacto directo con el medio 

de cultivo y en lo posible no hablar. 

•) Esterilización del medio de cultivo. Está debe de realizarse a la temperatura y tiempo 

que se indica en el marbete del proveedor (exceptuando si se indica lo contrario) ya que, 

si no respetan estas indicaciones se pueden afectar las propiedades de los componentes 

del medio y por consecuencia la funcionalidad del medio de cultivo. Paralelamente a esta 

etapa del proceso se debe de emplear un indicador biológico de una correcta 

esterilización (Bacillus stereotermophi/us (ampolleta)). 

•!• Vaciado del medio de cultivo en placa. Está parte del proceso se realiza con la ayuda 

de un aparato denominado "Dispensador Peristáltico" (ver figura No. 2), el cual consiste 

en una bomba de vacío de llenado continúo; para proceder al vaciado se tienen que dejar 

expuestas totalmente las placas en las condiciones de esterilidad como se mencionó en 

el primer punto. 
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Figura No. 2. Dispensador Peristáltico de flujo continuo, Matraz Erlenmeyer, 
Manguera de silicón-teflón y cajas Petri. 

.·,1 

i1 

•:• Empaquetamiento y refrigeración. La parte del proceso que involucra el 

empaquetamiento se emplea para reducir en lo posible la deshidratación y disminuir el 

riesgo de contaminación de las placas por la manipulación, y por último darle a los 

medios de cultivo en placa una adecuada presentación. Y con el almacenamiento de las 

placas de cultivo en refrigeración (2-8ºC) y protegidos de la luz se persigue dar las 

condiciones óptünas para el mantenimiento y funcionamiento durante el período que 

durará el estudio (ver figura No.3). 
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Figura No. J. Almacenamiento de medios de cultivo en placa 

(rcfrígeración 2-8ºC). 

lo/. J. 'Mantenimiento áe{ cepario. 

Los m.o. utilizados en este proyecto fueron proporcionados por la empresa ATYDE, 

en sobres liofilizados, como se muestra en la figura 4. 

Figura No. 4. Sobres de m.o liofilizados proporcionados por la empresa ATYDE. 
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A continuación se descrihcn los rasos para la reconstitución de dichos 111.0 .• de 

acuerdo a las instrucciones del proveedor "CUL TI-LOOPS". Este procedi1niento es 

reco1nendado para 111.0. no exigentes. Se reconlienda en el sen1brado pri1nario. 111edios no 

selectivos. 

l) Incubar el n1edio apropiado a 37ºC. 

2) Abrir el sobre del liofilizado 

3) Tomar el liofilizado del sobre. adicionarlo a un tubo con 1nedio líquido. en nuestro caso 

fue Caldo soya tripticaseina. 

4) Incubar a 37°C durante 10 min. Para que la película se disuelva con1pletan1ente. 

5) Posteriormente agitar, para que se resuspenda el m.o. 

6) Transferir con pipeta para inoculación del n1edio apropiado. 

7) Estriar con asa de uso con1ún. 

8) Se incubaron a 3 7°C durante 24 hrs. 

9) Posterionnente se se1ubraron en tubos de ensayo, con10 se n1enciona en el siguiente 

parrafo: 

Se pueden e1nplear diversos n1edios de cultivo nutritivos con10 son : agar Soya-

tripticaseína (AST), ag,ir Muoller-ffintun (H-M), agar caseína-Soya (Carny), etc. En el 

presente estudio se decidio e1nplear co1no 111eclio de 1nanteni1nienlo el ag.ir c:.:n:n~1 con 0.5°/o 

de glicerina. Para lo cual se esteriliza la glicerina a I 80ºC durante dos horas". la función de 
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la glicerina en el medio es la de evitar la deshidratación del medio de cultivo y de este 

modo favorecer la viabilidad de los m.o para su empleo en este estudio. Cabe mencionar 

que el volumen de glicerina se resta al volumen de agua que se le adicional al medio de 

cultivo. Se recomienda que el sembrado de los tubos sea de las cepas con 18 a 24 horas de 

crecimiento ( cultivo joven) y a la vez para el ensayo semanal se empleo un tubo de cada 

cepa y se sembró en placa e incubó de 18 a 24 horas a 35-37ºC (ver diagrama No. 2). Por 

otra parte, se mantuvieron en este cepario m.o. exigentes los cuales se inocularon en frascos 

de hemocultivo con un periódo de viabilidad de 21-30 días y cada semana se sembraron de 

cada uno de los m.o. en placas de agar cbocolate. e incubaron en atmósfera de C02 (ver 

figura No.5) para el ensayo de promoción en el medio a evaluar (ver cuadro No.3).(2, 5, 18, 

30) 

• 1 

Figura No.5. Sistema microaerofi!ico (Jarra Gaspack) 
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IJíagrama Nu.2. M;mknimicn1u dd ,;c¡,;iriu 

Pesar, rel1idrnlar y lwmogcnizar l>isolver comple1amen1e 
1 Reposar de 10-IS min. 1 

el 111cdin de mant.·uimieuto por cal~ntam iento en ba,1o 
1 a tempc1aturn ambiente 1 de ngua a ebullición 

r Eslcrilizar cll horno la gliccri1m I I Esterili1.,1r el medio a 121 ºC J)Of 1 :\just;ir el pll 

1 
a 180ºC por 2 hrs. I 

1 
tS mi1mtos 

1 1 

Coloc11r el medio en Dallo de Adicio1rnr ta glicerina al O.S % del Momogenizar, evitando que se 
ag,ua (60 - 7oec) volumen total formen burbujas 

Sell',;cionar los lllbos con 1 l medio de mc1ntenimiento pnrn lnclin11rlos y cle_jar gelific11r Vaciar e! n1edio en tubos con 
tapon de rosca pruct,;1 (le cst.·rilidad 

1 
Pwce<ler al sembrado 1 1 lncubnr de 18-24 hrs. y 

1 de los nu>. 1 1 
almacenar en congelación 
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Cmulro No. J. Condiciones para el mantenimiento de los ni.u. 

Tipo lle Medio de 
CEPA Microorganismo Mantenimiento 

l'andida 
albicans A TCC No exigente agar 1:asuy con 

10231 glicerina 

Staphylococcus 
aureus ATCC No exigente agar can1y con 

6538 glicerina 

Streptococcus 
pyogene., A TCC Exigente ag;rr iangre: 

1%15 
Streptococcus 
pneumoniae 
ATCC6301 

Exigente agur sangrr. 

Haemophilus 
injluenzae Tipo 

"b" 
Exigente aga, d,ucnlat~ 

Escherichia agar c.1tny con 
coli ATCC 8739 No exigente glicerina 

Klehsiella 
p11e11moniae No exigente agar 1:aiu,y con 

ATCC 9997 
glicerina 

Enterobacter 
aerogenes No exigente agar 1:m,ny con 

ATCC 13048 
glicerina 

Pseudomo11as 
aerugino.,;a No exigente agar catalj con 

glicerina ATCC 9027 
Neisseria 

Meningitidi:r Exigente ag;ir c~ncnlat~ 
EMD270 

Salmo11ella 
e11teritidis No exigente agar 1:a'lli:ny con 

glicerina 
NCTC 5188 

Ol: Oxigeno ( Acroh1ns1s) 
C01: Dióxido de embono (/1.1mcrohinsisJ 
ATCC: Colección Americana de Cultivos Tiro 
NCTC: Colección Nacional de Cul!ivos Tipo 
EMD: Emanoel Merck Darmstadl (Coleccióo) 

Tiempo 
Atmósfera de 

Duración 

o, 20-40 
Semanas 

20-40 o¡co, Semanas 

O/C01 21-30 días 

O¡IC01 21-30 dlas 

co, 21-30 dias 

20-40 
o, semanas 

20-40 o, semanas 

20-40 o, semanas 

20--40 o, semanas 

co, 21-JOdías 

20-40 
o, semanas 

Almacenamiento 

Congelación 

Congelación 

A1nbicnte 

Ambiente 

Ambiente 

Congelación 

Congelación 

Congelación 

Congelación 

Ambiente 

Congelación 
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En d cuadro No.4 se h,u.:e rc!'t:rem:i:i <le las pruebas bioquin1icas priinarias, 

sccm1darias (Al'! 20, ver <mcxo) \ c;ir;1ui.:rislicas de los 111.0. que afectan con 1nayor 

frccucucia ,11 l111111ano y que en e.sic proyec1n se utilizaron coino 111.0. de referencia (,n.o. 

ATCC. NCTC, EMD) para rcali7.;ir el t:unlrul 111~ i:;11id,ul de los 1ncdios de cultivo 

evahwtlos y que e1nplcan como nl.(). de n:k1cncia en los laboratorio:- de bactcriologia.(2. 5. 

is, Jo, 

Mlcroor¡::111i•n1n 

Stapltylocoa::111 m" ,.,,, 

Strepln.cocu., />J·u¡:,·,,~., 

Grupo A 

Safmoiw:lü, emenh,li.< 

Cuadro Nu.4.Cara.:1,·rbtk;,s ( i.:11.:1 alcs <.le los m.o. cmplcnóu$ 

C,><:,>.< gram¡><>Sili•·oJ ,~,.. N; .. i,.. r•id fl~"''"'"'"'). lullaruNción :,¡:u<.lu y """"'Ó'.'" <.le ln1~e<:loncs pió¡cnas y 1bSCC$OS 
lll'Tcilo ci, racimos ele 11~•. ~1,a,·icsa11 pid y la; nbsusos que iuvolucrn11 nmch.'1.~ en n1uchoi Óf&IIIOS (ejemplo· 
mct~l10lism11 ícrine,.1a1;,·o. 11111,·,•<as ,01~.:~li,.,1 de loxim1s intracelulares (coa:,:ulasa. tejido subcullineo. m~dula osu, 
C:11;,J;,sa(+).olf:{I) ;,1;..,, . .,w, <1L1C ,-""'"·ucu lcuco<:iJi11a. eut;d;is:1, h\xin:i dd endocardio). septicemia, shock 

~r:1,,111eg~ti1·0~. 
m11ricim1aloncn1c cxi~c11<cs 
(X, VJ, Will:rohios facuh;11in11 
(C:O! 10%) l'meha ,te 
S,t1dét\~m1. U"t<fül-.\d(·\ 
Cn!:il,isn (+). lhi,1:,sa (• 1 

Cocos grmn¡,osi1jn>.< 
catk11<1S, ~·licmo!iticos 

1<1xu1:,5 shock t.6xico. en<crmoxinas) .'" t<ixko. i11t11xicación 1[imcntarl1. 
compcmcrilc~ de la superficie cdular 

N:,s" N<>lmiugc 
(¡,>rl:odorc<) ¡.,!,.,laciOn. 
COIH:1("10 COI' l;o< lll;o/105 

(chpsufa, rnurcinaJci<lo tcicoi.:o. 
protdna A). 
lntln111ad611 facililMn por la l\kningllls {taciantcs; J n1esc5 a 
rcsistcndn u la fag<>cil"sis (c;i¡>wla). 2 anos) con secuelas, 
endo1oxin1, lgA pnitcasn. infecciones respiratorias. 
po!ipro!d!l~ de ,~ mc1nbrnna faringitis aguda, ~Ultt(IOÍI. 

extcnm. c¡,i~!otis 

1 .. nam:icióu ,khilk, n ú""l""'"'"'1cs 
d.: la superficie {l'roi,·in~ 1\1. '" i,lt\ 
l<polckoico~ . .leido htlllot1>,1ico 
,(5a ¡x·¡,1id,""· 111urdun) cnrn11:i~ 
e.,1,ncclclmc·., (hcmuli<io,.,~. 
cstrq1l<K\l!im,,a. C1<\\l<'~111~$ 

pir\\:;cnos): ~~·c11cl.1s l'"•ls11¡,111ai1i,;l~ 
<.lchido ;1 (m:1orcs coda,·,a incicflni 

\ndul\os),Uacltrcmi~\nir,os). 

Jo,l~ecioncs pri1uarias 
Fm;ngilis a¡;oda 
Erisirela 
Cdulllis 
lr11p~!igo 
Stl'\iccmia 
Secuelas Jl{ls;nfecciosas 
Fiebre «:um~tica 
(Hon1crulo11cfritis 

Endocnrdjti~ reumática 
Aliu1,·uios c,,..,,.,.,;nados C.:apa~ de 111uhiptic:usc cu los Tifoideo y liebres relacionadas, 

110:11c,i;, kcal. '""erúl:,;os dchido a Cactnrc•< ,·o gn<1rocmcri1is. septicemia. 
nor,l;ic·lu ¡>1;rsonal. trm, medid;, dcscono,·id0<. ,Joaroca 
al~"""S c.:p;os ptubahl~oncn!C dchi<ln n toxi,rn.< 
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Coolim~~i\\n .. 

fllorf.....,_, "l"lll(ffln l<f•m ll•hll•I (111111ln y form1 l'rinrip•lu ntcc.nb•1111 
etre1 Hp«lo, di11i•livoJ de cncnc•lro P•lótcnos 

l .ev;i,,lu1a,,,..11110~ili\"a 
·ruho gcn11in.~1i,·o ! •1 

Oacilos &nlfll11Cga1ivos. 
TSl:kido'alcalino. 111S. ...... 
Ullcito$ pnnc:plivos. 
Rucck>nes lk E. coli· 11¡.<; 

r,..,dc infectar c1111lquicr Co!lulu de: Cffl>dlda albiroru ron 
rn~ano (lm&pedcs ca rae(< de adherirse 111 niemhran.:i 
111'11t1110~n1•romidru;) de la dlula cpilclial vfo liganJo· 
r,,r,ua [',"ll"IC de la llora 1cccrrtm y ron todavla d,: mayN 
,•,•nn;•I ~ c,,tuniia fa riel carcidad adherente los mt>t,i 
) IHllCO!ia< ,le b mayoría icrmiMk~ q11C 111!1 CClul;1.< 
,.Ir l:,s ['CfWll;i<; lcvadurifonnes Al mismo ticmf'O 

no ha sldo r,osible correh,cionar el 
potencial 1';,t6ge110 del m o. ,,, 
cuanto a sus c.,cn,ctru; o cnl1111a 
c,nralda de él 

Inflamación fitCilitad1 poi" 1J 
f.n general . en orofwingc 1esistcncia a la f•gocitosis (clipsuh). 
de r,crwnas san11S. 1al vez cndotoxm1. 

ncg., ps (+). lndol (+f. Rojo Agua conlaminada con 
de mc(ilo (+J. Vogucs· matcri1 íccal, 11imcnto5. 
Pro~- (-1. Cilla!O de COntllCIO pen,onal. 

Diversas fOITlll5 de dianca. 
dise.ntc1i1. debido I cnkroloxirw. 
cndotoxinas, IOxinas p&rcddu • la 
shig1. mdhcsinas: algllllO de C510S 
factores también pueden es1ar 
involucradas en lu infecciones 
profw11lu. 

Simmons {-). Ufus;i (·) iutcstión 

gramtq.aúvos. ,ne.labofü:mo 
oxidnllivo En ""'dio de Agna, suelos. alimentos. Toxinas (toxina • (ADP­
eultiYO cctrifflida produce inli.aJaeión. rienctr.ción a ribosiladora). elastasa, cxoloxina S. 
Pigmento rioc:itnina. tn,·cs de intel'l'Upeioncs endoloxina). adhesinas, alginato en 
Pigmento C1tlllas1 (+), de la inleg1idad dct la fibfosis quis1ic• 
Oxidas• (+). o/f: • ~to1ilidad critclio 
(+). 

Enícrnicdad del l'o,hl 
Oncomirosis 
Enfermedad Si,i(mica 

Neumonía. otras inflamaciones 
en p11eicntc, compfOlnctidos. 
Enfcrmeda6ci ~ialcs en 
pacicnccs inmunosuprimidos. 

Oiurca secretora (cnfcrmcdlld 
del vixjcro). cistitis. scptiocmi1. 
meningitis 

lnfcccioncs pió1cnas 
pacientes quem~s. diabéticos. 
infredoncs pulmonares en 11 
fibrosis quls1ica. 

Los factores dt virulencia nc, se Oi\"ersas formas de diam:a, 
Oacilos gramnc,a1ivo,. Contaminación íceal, en conocen nn,y bitn, ¡icm diJCntcri•: algunos 
motilidlld (+) ag11as y vcg.~1atcs probablc,ncntc Incluyan microorganisnlOS causan 
Un:asa (-) cndo1oxinas cnfcmw:dad sisttmica 

infla11111ei6n loul 
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/'í/2. ·Í 11l'p11radún di! (os 111c,fros ác t'tifii,,.o. 

•!• L:1 cantidad pesada del 1ncdio de cullivo seco se le aiíade la 111it:1d de agua destilada o 

dcsrnineraliz:ida fria y se distribuye uni!Onnc1nenle por agitación. 

•!• Scguidainenle se aih1de b c:111tidad restante de agua y se va balanci.:ando el recipiente de 

vidrio hasta la co1npleta ho1nogeni1.ación del granulndo o del po(v(I. 

•!• Se dc.:i~•n reposar durnnte I O - 15 n1inutos n h.::111pcralura a111bic11tc los 111cdios de cultivo 

que contienen el agar, para que este pueda hidratarse. Parn disol\'er co1npleta1nente los 

lllL:dios de 1..:ultivo dchen t"akntar~<.' l'll baiío a ebullición (aproxi1nadan1cnle a 95ºC). 

•!• Los rnedios de cultivo disueltos se esteriliz.111 en autoclave 15 lb. (12lºC) durante IS 

,nin. La duración del calcnta1nicnlo 110 debe ser excesiva 1x1ra así evitar una dis1ninución 

de la calidad. 

•!• Ajusle de pi l. Los 111edios de culti\'o deshidratados estün nonnalinente ajustados de tal 

nu1nera que no es necesario corregirlo. Fn caso de conscr\':1ción inadecuada. en 

particular ele n1c<lios con un contenido clc\'ado en hidr:,tos de carbono, puede dis1ni11uir 

esh.:. LI pll j)(lf lo que dcbi.: .ijust~1rsc en este caso con Na()l-12 No l·ICI IN. 
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•!• Para ciertos 1ne<lios de cultivo se reco111ienda la utilización de carbonato sódico, de ácido 

cítrico, de ácido tartárico o de ácido láctico en solución al I Oo/o. El pH debe 1nedirse 

antes de la esterilización. Está n1edida, realizada después de la esterilización, exige 

procedin1ientos operatorios asépticos suplementarios. 

•!• Después de la esterilización, el 1nedio agarificado, todavía líquido o de nuevo licuado, se 

vierte a una temperatura de 50-60ºC en las placas de Petri estériles. 

•!• La capa de las placas debe tener un espesor de entre 3 y 4 mn1, es decir, que 20 mL de 

medio son suficientes para cajas de Pelri de l Sx 100 n11n. ( 14, 34) 

•!• Para las determinaciones de actividad de antibióticos se utilizan 20 1111 de medio. 

Nu1nerosos antibióticos sólo difunden lentan1enle, debido a su alto peso 1nolecular por lo 

que se evaluan periódicamente en medios de cultivo que no contengan efectos adversos 

sobre dichos antibióticos. 

•!• La estabilidad de los 1nedios de cultivo listos para el uso es litnitada. Si no, se utilizan de 

inmediato, se recomienda conservarlos a 2-8ºC protegidos de la luz. Los n1edios de 

cultivo deben sacarse del refrigerador una hora antes de su e1npleo (ver diagran1a No.3). 

(14, 34) 
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Oial,!.r:ima Nn . .l. l'rq,;mu;-ii",n de medios de cul1ivo. 

IJisol\'cr l'csar, rchid1atar, 
I Rcpo.~ar de 1 0· 15 1 coi11plcla111c11te por y homogcnizar 

1 minutos a ~:i
11
C I c;ilcnt.nnicuto en baílo 

de agun a ebullición 

A_iuslar el pi I en 
co11dicio11cs 1 Fst<:rili,,;1r a l~l"C J Ajusl;1r el pH 

,,sépticas dura111c 15 111i1111tos 

c,,1, ,¡;arfo en h:1110 de Vaciar con ay11dn del 
1 De_iar gclificar el 

1 
:11•11.1 i:ntre 45-2

11
C Dispensador en placas 

1 medto de cultivo 1 tlL· l'clri 

Seleccionar las 
/\ lmaccnar en E1npaquetnr placns de medio de 
rcfrigcrnciún y ctiquclar cultivo parn prueba 

(2-8ºC) de estcrilidnd 
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?'f/J. CJ'rue6a ,{e pro111oció1t e i11fii6iciáll de rrrci11úe11to "técnica áe :Alifes c2.: :Misra ". 

Está es una técnica confiable par:t el r:1n1lr11I ele! c:aliJ,ul de 1ncdios de cullivo, 

ade1n:"is de ser de fácil 1nancjo y que rcqt1iL'fC de pequeños \'olútnencs de suspensiones de 

los f.lilt-rcnlcs 111.0. P,1ra su realización se c1nph:rn1 series de tubos con SSF estériles, asas 

baclcriolúgicas, 111icropipetas y puntas. 

l.a técnica consiste en la preparación di..: una serie di..: diluciones ck-cin1alcs (10.1 a 

10-.'i) tic cada una de las cepas de 111.0. con u11 crcci1nienlo <le 18 a 24 horas (cultivo joven). 

P.im esto es necesario antes de efectuar la técnica : 

l. Sc111brar las cepas de los diferentes 111.0. 24 horas antes, en placas de agar rico ((:asoy, 

AST. M-H, etc.) 

11. R11tt1lar la serie ele tubos lkl 11ú1ncrn 1 ,il 5 n:spcctivmncntc. para cada 111.0. 

111.l)i\'itlir en cuadrantes (4) las placas (base), posterionncnte a esto, colocarlas durante 

n1cnos de una hora en la estufa a 35ºC. Se c1nplean tres placas por 1nedio de cultivo a 

evalu:,r. 

l. Si..: prepara una sHspensil111 ck: la cepa del 111.0. igu~dando la turbidez con el tubo 

nluni..:ru U.5 del nefélo111elru de MacFarla11<l tJllC equivale a l .5x 108 UFC/inl. 
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a) f)c L"aé tubo se to111a u11 \'Olu1ne11 de 500 ~d, u111 nlicropipcla y se adiciona a uno de los 

tubos con SSF estéril (tubo 11l1111cro uno (diluciún I0-1). l101nogeniz.:1r. 

2. l)L' csl~ úlli1110 (1) to,nar u11 volu1nen de 500 ,1L con 1nicropipeta y adicionarlos a otro 

tubo con SSF estéril (tubo 11ll111cro 1 (dilución 10-2)). llo111oge11izar, de eslé 111odo se 

realiz:,n las diluciones hasta el tubo nll1nero 5 (dilución 10-5). 

1':1ra conocer la diluci{'111 a c111plcar en e:! f.'llsayo, se dl.":be distribuir 10 ~tL de cada 

una de las diluciones en placas del 111cdio de rcfrrcncia {tncdio rico). Dejar que se difunda 

en el 1ncdio y posterionnentc n.·;di7ar L'I b:1rrido o estriado con la nyuda de un asa 

bacteriológica con bai1o ele pla1i110 o en su dcl~cto una varilla de vidrio en fonna de "L" 

estéril. Incubarlas durante 18 a 24 horas a una tcn1pcratura de 35-37ºC. (2, 3, 14, 15) 

Rc~liz:.ir la lectura d~ bs plrn.:~is (c<111lct, tnununl) se r<..'c0111icndu que el nútncro de 

coloni.:1s sea contables. Postcrior111cnt~, al encontrar la dilución a e1nplcar se realiza con 

cada uno de los inedias a cv:liuar (sL'leclivos y diferenciales), con 2 ó 3 placas de cada 

n1edio. es suficiente para obsL-r\·;ir la cuenta de recuperación. 

l)istribuir 10 ~tL de la di!uciún elegida p:u·a el ensayo de C:onlrol 1!1~ C:ali1l.ul en los 

diferentes 111cdios a evaluar. l':,ra rL·:dizar cs(o. se debe 1n:1ncj~1r según sea el n1edio de 

cultivo: un n1.o. que debe crecer, uno que debe diferenciarse del anterior y por últi,no otro 

que 110 debe crecer. El últirno cu:1dn1n!l' se c111pk:1 corno úrea de esterilidad por sc1nana. 
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Permitir que se difunda el líquido en el medio de cultivo, posteriormente realizar un 

barrido o estriado para una mejor lectura, este ban·ido se realiza con asa bacteriológica con 

baño de platino. Posteriormente se incuban las placas durante 18-24 horas a una 

temperatura de 35ºC. realizar la lectura de las placas ( conteo manual) se reco1nienda que el 

número de colonias oscile entre 20-30 por cuadrante. 

El ensayo debe realizarse al mismo tiempo en un medío de referencia para asegurar 

el crecimiento del m.o. (medio rico como Casoy, AST, M-H, etc) y empleando la misma 

dilución que para cada uno de las cepas de m.o. empleados para comparación de la 

recuperación bacteriana en los medios de cultivo evaluados y de referencia (ver diagrama 

Figura No.6. Micropipetas, puntas, asas de platino y tubo No. 0.5 del 
nefelometro de MacFarland. 
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lliagr1rn11 No. 4. 1'111eb~ de l'rumoci(lu e mhihicicin de creci,nii:1110 

"licnic:i de ll.file1 ~~ Miin" 

Cepas efe 24 hr.-dc crecimtCnto cu placa: 
Ca11dida albicwr.,, Enlerobacter m:iY1ge11e.,, 
Klelnieflo ¡,M11mo11HH!, &tdiericl,ia cnli, 

Slophylococcu.,; a11re11.~. P.te1"/,1111m,o.f 

Ot!Tuginoso y Sa/numella e1111:rilidis. 

I Suspensión en SSF es1eril (4 5 mi). 

y 

! .ns placas se colocan a 
lempera!ura arnbicruc. 

duranre u11a hora an1es de ser 
evaluadas. 

1 
Igualar al tubo 0.5 del neíelomctro I Dividir pN cuadrantes las placas de 

de Macf111rhmd. 

! 
Hacer diluciones decimales 

10·1• IO"J. 10·\ 10~. 
Homogcniz.a.r cada dilución. 

1 
1 

Se distribu>•cn I0~1L de la 1 
suspensión en cada cuadrante. 1 

! 
Dejar difundir la suspensión en el 

medio(15min.). 

Estriar cada cuadrnnte para coadyuvar al 
co111eo de las colonias. 

Incubar ele 24 a 48 hr. 
aJS.S±lºC. 

Realizar el conteo 

de las colonias. 

Pciri que coutiencn el medio de 
cultivo a eval11ar. 

54 



/'tl.:f. '.Afet,1d<,fc>g{a panl fa n.·t1(i::.ariá11- áe fa z1rr1e6a áe suscepti6ifiáaá anti111icro6ia11.a 
(mé!i>,fo ,fr 'l(ir6y-<Jlmu•1) 

Se hace extre1nadnn1enle i1nport:.1ntc el riguroso r:untrul ll«~ c:,,licl,ul para las prueb.:1s de 

susceptibilidad antinticrobiana por el nll111cro de vnriables que pueden afectar los resultados 

de estos. Es posible el control d.; algunas caraclcristicns f1sic:1s y quí111icas ele los 1ncdios 

para i..:slc lin. co1110 el pl-l y el profundidad (espesor) del agar, pero et control linal está dado 

por los in.u. de referencia para los que se han establecido los valores de los rcsuhados 

esperados. A continuación se tk·scrihen los p;1sos a seguir pma la correcta realización de 

dicha prul!ba. 

l) La(s} placa(s) 1nc<lio <le cuhivo a evaluar se co\oca(n) a tc1npcratura an1hiente una hora 

antes de ser cn1plenda(s). 

2} Se c111plea un cultivo joven ( 18-~4 hr.) del in.o. a utili7..ar en la prueba. 

Se pn.:pnra una suspensión del 111.0. en 4 1nL de un caldo nutritivo co1no el caldo soya-

tripticascína equivalente a la turbidez del tubo No. 0.5 del neíelo111elro de Macfarland 

( 1.5, 1 o"UFC/mL). 

3) Cnn un hisopo se hu,ncdi..:<.:c l'll ti su;;pcnsit'in obteniendo el inóculo y se re111t1C\'C el 

exceso presionando sobre bs p;1rcdes del tulio. 
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4) Se cstria con el hisopo en tres direcciones (GOº) la superficie de la placa de 1nedio de 

cultivo (;:1gar M111!1lr.r-Hinlnn). 

5) Esperar de 3-5 1ninulos para que se di Cunda el liquiJo en el rnedio. 

6) P{,stedorn,cnte se coloca1, con ayuda de pinzas o despachador auto111ático los discos de 

untibióticos sobre la superlicic <lcl 111edio. 

7) SL' incuba(n) la(s) placa por un tiL'111po e.le 18-24 hr. ¡\ una tc111pcr<1tura de ~SºC. 

8) l)cspués del período dt! incuh:11.:i(,n se procede a observar y 111edir los halos de inhibición 

de la placa con ayuda de un:1 regl;1 (ver di,1gr<11na No.5). L<1 susceptibilidad se interpreta 

con respecto a los de referencia para cada uno de los 111.0. e111plcados en la prueba 
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lli:1grama No.5. Metodologi.i de Kirby.lJ:mcr 1rnra la reali:.•.aci(m de 
pruelln de susceptibilidad en placa. 

Colocar la placa de medio de 
E~nplear un cultivo joven 

( 18·24 hr) de los m.o. Preparar una suspensión del 
cultivo a temperatura a emplear como son : m.o. a emplear equivalente a la 

an,biettte l hr. A\\tc!'. de ser Staphylococcus aureus turbidez del tubo No. 0.5 del 
empleada Pse11do111011a.t aer11gi11osa neíelometro de MacFarland 

E.tr.:herichia coli 

Tomar-un hisopo 

E~triar con el hisopo humedecerlo en la 
Esperar de 3.5 minutos 

en tres direcciones suspensión eliminando 
para que se difunda 

(60°) sobre la superficie el exceso presionando 
el líquido al medio 

del medio contra las paredes 
del tubo 

Colocar con ayuda de Incubar la placa por 
Proceder a pinzas los discos un tiempo de 
observar y de untibiótico y 18·24 hr y a una 

presionar un poco temperatura de medir los halos 

sobre ellos 35ºC de inhibición 
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o/. 'R§suftaáos 

El mantenimiento del cepario fue realizado conforme a lo descrito en la 

metodología, los m.o. fueron proporcionados en forma de liofilizados como se 111encionó en 

mantenimiento del cepario, es decir, tanto los m.o. exigentes co1no no exigentes se 

mantuvieron viables durante el período de estudio de evaluación de los medios de cultivo 

(ver diagran1a No.2 y cuadro No.3). Ahora bien en cuanto a la preparación de los inedias de 

cultivo no hubo crunbio alguno en la metodología de los nlis111os, estos se prepararon a 

partir de 1nedios de cultivo deshidratados (ver figura No. 7), los cuales sólo requirieron de la 

adición de agua, y para los 111edios de cultivo ag.:ir sangre. y duH:nlate de la adición de 

sangre de carnero desfibrinada. 

"·"' "I \ \l\'11111 

•·a,11 

~· :?.;:':t.:' 

Figura No. 7. Medios de cultivo deshidratados 
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Se preparó w1 sólo lote de medios de cultivo en paquetes de 5 placas y env~eltos en PVC 

(polivinil-celulosa) y almacenados a una temperatura de 2-8ºC (ver figura 4 y 8) durante un 

período de 95 días contando la semana en la que se prepararon. 

Figura No.8. Presentación de medios de cultivo en placa. 

Por otro lado, en relación a la técnica empleada de promoción y crecimiento de 

Miles & Misra las diluciones empleadas en dicho ensayo fueron las de 10-3 y 10-4 de 

acuerdo a las cuentas de recuperación (estandarización, ver figura No. 9 y l O) en los medios 

diferenciales y selectivos evaluados (ver cuadro No.5, 7 y 8); para los medios ricos sólo se 

realizó promoción de crecimiento observándose 1norfología colonial y producción de 

exoenzimas (a y P hemólisis) (ver Figura No.12 y 13). 
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Figura No.9. Estaridarización de la técnica de Miles & Misra en agar casoy con 
Staphy/ococcus aureus (diluciones 10" 1

, 1o·i. 10"1, y 10---4). 

''''""""·" .............. . ----. D\LUCIO:\ES ~ o..i,h,,..,,_, ........... ,,, ' ''' 

10'1 ,o·.: 10-·' 10-1 ~:.,u .. ,,,c,~, .... , .. ~,:., .. ,1, ( 
''"·'~ 

Figura No.10. Serie de diluciones de los m o empleadas en la técnica 
de Miles & Misra 
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Todas las placas se incubaron durante 24-48 hrs. a 35-37ºC en condiciones de 

aerobiosis y anaerobiosis (ver figuras No.5, 9, 10, 11 y cuadro No.3). 

Figura No. 11. Incubación de medios de cultivo en placa, del ensayo 
de promoción e inhibición de crecimiento "técnica de Miles & Misra" 

a una temperatura de 35.5 ± l ºC. 

Del estudio realizado se obtuvieron los siguientes resultados (ver Cuadro No. 5, 6 y 

7), donde se expresan de forma cualitativa y cuantitativa los parámetros de esterilidad, 

promoción e inhibición de crecimiento y respuesta bioquímica). 
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Cu•dro No. S. Resultados cua!iiativos e!(perimentafes de los medios de cultivo probados 

MEDIO DE ESTERILIDAD PROMOCION INIIIBICION DE MICROORGANISMO CULTIVO º' CRECII\IIE!'<'TO 
CRECIMIEl','TO 

Streptococcus 
+ + pyogenes grupo A 

ATCC 1961S 
llga, Streptococcus 

+ + pneumoniae A TCC 
l:lilft9fl!'! 

6301 (Aga, 
bm 

sangre) 

+ + 
Staphylococcus 

aureris ATCC 6538 

NOTA: El agar sangrr. se observa contaminado a la quinta semana 

Haemophilus 
+ + i11fluenzae tipo b. 

ligar Neisseria 

c~ocolate. + + meningitidis EMD 
270 

Slreptococcus 
+ + pneumaniae A TCC 

6301 

NOTA: El agar cbocolat~ se observa contaminado a la novena semana 

Escherich1a coli 
+ + ATCC873l 

Jl.gar Pseudomonas 

Lrolacin + + oeruginosa A TCC 
9017 

Candida o!bicans 
+ + ATCC 10231 

NOTA: El agar hrolacin se observa contaminado a la novena semana 

Esterilidad:(+) No contaminado:(·) Contaminado. 
Promoción de crecimiento:(+) Desarrollo del m.o.; (·) No desarrollo del m.o. 
lntübición de cccctrniento: {+) No desarrollo del m.o. ~(·)Desarrolle del rn.o. 

RESPUESTA 810QUIMICA 

Colon-ias pequei,,ll claras, 
con 1)-hemólisis en 24 

horas 
Colonias grandes y 

bl:mcas, con a·hemólisis 
en 24 horas 

Colonias grandes y 

blancas con ~-hemólisis 
en 24 horas 

Colonias pequei,,as en 
fonna de rocio bien 

definidas en 24 horas. en 
presencia de C02 

Colonias planas con 
tonalidad verdosa en 24 
horas, en presencia de 

co, 
Colonias grande!. y 

blancas, con ci·hemólisis 
en 24 horas, en presencia 

deCOi 

Colonias amarillas 
grandes ,con borde 

estrellado, con cambio 
del medio 

Colonias blancas grandes, 
con borde estrellado, sin 

cambio del medio 

Colonias regulares 
blancas, sin cambio del 

medio 

NUMERO 

º' FICUR.\ 

12 

13 

14 
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MEOIOOE ESTERILIOAO PROMOCION INf-flBIClON DE MICROORGANISMO RESPUESTA CULTIVO OE CRECIMIENTO 
CRECIMIENTO 

810QUIMICA 

+ + E.scherichia coli Colonias vio!e1as 
ATCC 8739 grandes >in cambio del 

medio 

Ag .. Pseudomonas Colonias blancas 

c~rmnocuh 
+ + aeruginosa A TCC grandes con borde 

9027 es[rellado. sin cambio 
d~I medio 

+ + Staphylococcus No crecimiento 
aureus ATCC 6538 

NOTA: El agar chromocuh se observa contaminado a la novena semana 

Escherichi coli Colonia:; verdosas con 
+ + ATCC 8739 brillo metálico con 

centro negro en 24 horas 

EMB (casina- Pseudomonas Colonias rosas rugosas. 
+ + aeruginosa A TCC azul de sin cambio del medio 

me1ilcno) 9027 

Sraphylococcus 
+ + aureus No crecimiento 

ATCC 6538 

NOTA:El agar EMB se observa contaminado a la décimo cuarta 

Enterobacrer Colonias amarillas 
+ + aerogenes A TCC grandes :, el medio sin 

13048 cambio 

l\gar ucrtk Pseudomonas Colonias rosadas 
~rillanlc + + aeruginosa A TCC grandes~ el medio sin 

9027 cambio 
Staphylococcus 

+ - aureus ATCC 6538 No crecimiento 

NOTA:EI agar vErdE brilfontE se observa contaminado a la décimo cuarta semana 

Es1erilidad: (+) No contaminado;(·) Contaminado. 
Promoción de crecimiento;(+) Desarrollo del m.o. ~(·)No desarrollo del m.o. 
Inhibición de crecimien10: (+) No desarrollo del m.o.; (·) Desarrollo del m.o. 

:"o"lT:\tERO 
OE 

FIGURA 

15 

16 

" 
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MEDtoOE ESTUILIOAO l'ROMOCION lr.lllDICION OE MtCROORGAMSMO aJLTIVO DE CRECIMit.NTO Rf:SPUESTA 

CRECIMIENTO IIIOQUIMICA. 

Solmonella Colonias transparentes, + + cnter111dis NTCC 
5188 

con pumo negro en el 
centro 

a,. Pseudomonas Colonias blancas ..._.,_ + + aerugmo:'ia transparentes sin cambio 
,l;,.J~ ATCC 9027 dd medio 

Staphploc0<:cus 
+ + aureus ATCC 6538 No crecimiento 

NOTA:El ,igar 1almone:lli1·shige:lla se observa contaminado a la décimo cuarta 

Siaphylococcus Colonias regulares 
. . + aureus ATCC 6538 blancas con brillo. sin 

cambio del medio • Pseudomonas 

a. ..... + + ueruginosu ATCC No crecimiento 
9027 

+ . + Escherichia coli No crecimiento 
ATCC 8739 

NOTA: El agar CLapman se observa contaminado a la décimo cuarta semana 

Stophylococcus Crecimiento de colonias 
+ + 

aureus ATCC 6538 regulares y blancas con 
brillo, vire del medio de 

rosa a amarilla 
ligar ula. Pseudomonas 

•••ilol + . + aeruginosa A TCC No crecimiento 
9027 

+ . + Escherichia co/i No crecimiento 
ATCC 8739 

NOTA: El agar 1ale1 manito) se observa contaminado a la décimo cuarta semana 

Esterilidad : (+) No contaminado ; ( ·) Contaminado. 
Promoción de crecimiento:(+) Desarrollo del m.o.; (-) No desarrollo del m.o. 
Inhibición de crccimien10: (+) No desarrollo del m,o.; (·) Desarrollo del m.o. 

NUMERO 
DE 

FIGURA 

18 

19 

20 
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MEDIO DE ESTERII.IOAO l'ROMOCION 1,,IIIUICIO:\' llt: ~IICROORGA.~ISMO !U .~l'l'l::ST A 
CULTIVO DE ('RECl)IIFSTO IWJ(}l'IM[CA 

CR[CIIUIE,'\'TO 

Candida albicans 
Color rJs ca fes. d,:, 

' + ATCC 231 1,1ma1lt' m,:,diano. sin 
' camb1v del medio 

Llp, ! Pse11domonas 

NkieRo• + 
' 

ocruginosa A TCC No ,:,:,cimiento 
1 9027 

S1aphyfococcus 
+ ' cu1reus ATCC 6538 No ,,~cimiento 

NOTA: El agar Nickerson se observa con1an1inado a la décimo cuarta semana 

Staphyfococcus 

llgar M.cller· a11reus ATCC 6538 

Ni.roo. Pseudomonas 
+ + aerugino:ra A TCC 

9027 
E:rcherich1a coli 

ATCC 8739 

NOTA: El agar Mueller-Hinton se observa contaminado a la novena semana 

Esterilidad:(+) No contaminado;(·) Contaminado. 
Promoción de crecimiento:(+) Desarrollo del m o.,(-) No desarrollo de! m.o. 
Inhibición de crecimiento:(+) No desarrollo del m.o , t·) Desarrollo de! m.o 

Se r~llizaron 
ant1biogramas 

,\'.UMERO 
DE 

FIGURA 

21 

22 



11.1. (J/.!su[taáos tÍe [os mecfws tÍe cuftivo eva[uatfos 

Streptococcus pneumoniae .,,,-
A TCC 6301 . ~ 

Streptococc11s pyogenes 
ATCC 19615 

S. aureus A TCC 6538 

.\CAH SANCHE 

Fi,::ur1 No. 12. Ensayo de promoción de crecimiento en agar sangrl! de 
Streptococcus pneumo11iae (a.-hcmólisis), Staphy/ococcus aureus 

(JJ-hemólisis) y Streploc,x:cus pyogenes (J}-hcmólisis) 

Figura No. 13. Ensayo de promoción de crecimiento en agar d1ocolatl! con 
Neis:reria meningitidis (a-hemólisis), Haemophilus influenzae tipo "b" 

y Haemoplulus injluenzae (muestra clí11ica). 
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Figura No. 14. Ensayo de promoción de crecimiento en agar brolacin 
de &cherichia cali, Pseudomonas aeruginosa 

y Candida a/bicans. 

Puudomonas aeruginosa 

. ~. 

• 
Escherichia coli 

\ 

• . .. \\ 

r :·~· ;,:: .... : • • • 

. . .. . . · ·.· .· .. ·. '. . . : . .::~ .... ~,: ... 
·. :-.: ... 

Coliformes 

Figura No. 15, Ensayo de promoción y diferenciación de crecimiento en 

.igar c~romocult con Escherichia cali. Pseudomonas aeruginosa 
y coliformes 
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/lG/lR EMB 

Figura No. 16. Ensayo de promoción e inhibición de crecimiento en ¡¡gar EMR 
con Escherichia coli. Pseudamonas aeruginosa 

' S. aureus A TCC 

- ¡6538 

y Staphylococcus aureus. 

Figura No. 17. Ensayo de promoción e inhibición de crecimiento en agar 

ucrdr. brillante con Enterobacter aerogenes, Pseudomonas aeruginosa 
y Staphylococcus aureus. 
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Figura No. 18. Ensayo de promoción e inhibición de crecimiento en agar 
salmonella·'ILigella con Salmone/la enteritidi.r. PseudomoMS aerugino:ra 

y Sraphylococcus aureus. 

Figura No. 19. Ensayo de promoción e inhibición de crecimiento en ílgar 
Cbapman con Staphylococc11s aureu:r, Pseudornonru aen,gino:ra. 

y Escl,erichia coli. 
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S. aureus ATCC 6538 

/lGJlR S/ll Y M/lN ITOL .. 
~::'.;~~~'~,._-.-

Fi&ura No. 20. Ensayo de promoción e inhibición de ctccimiento en a4Jaf 

sillr:s 11anitol con Staphylococcus aureus, Pseudomo11as aeruginosa 
y Esc~ricl,ia coli. 

/lGllR NICKERSON 
---

Figura No. 11. Ensayo de promoción e inbibición de crecimiento en 

agar Níc~r:n:on con Candida albicans, Pseudomonas aeruginosa • 
y Staphylococcus aureus. 

70 



Cuadro No. 6. Resultados de los ensayos en agar 11\uclle:r·Hiato• 
p¡1ra la realización de anlibiogramas, los medios que se utilicen dependerá 

del antibiótico a evaluar y del m.o. que se está empleando. 

Diámetro del halo de inhibición en mm. 
C~11:1s de cosa>::o 

DISCO DE Staphylococcus Pseudomonas Escherichia 

ENSAYO aureusATCC aeruginosa coli ATCC 
6538 ATCC 27853 8739 

Gentamicina 10 
20 22 21 

µg 
Eritromicina 15 13 10 16 

µg 
Polimixina B 300 12 18 16 

UI 
Ampicilina 24 - lO 

10 µg 
Sulfametoxazol 

23.75 µg + 28 - 26 
Trimetoprim 

1.25 µg 
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S. aureus A TCC 6538 E. co/i A TCC 8739 

llGllR h\UELLER HINTON llGllR MUEI.I.ER HINTON 

Figura No. 22. Ensayo de susceptibilidad de antibióticos en agar M.ucllt:r-Hinton 
La zona de inhibición es e! área donde no se observa crecimiento.ya que 

ti antibiótico está presente en concentración inhibidora para 
los m.o. susceptibles 

72 



Junto con la evaluación cualitativa (Respuesta Bioquímica) se realizó una evaluación 

cuantitativa (Cuenta Bacteriana) la cual consistió en el conteo de las colonias de m.o. en los 

medios de cultivo diferenciales )' selectivos, sú:ndo con1parada esta cuenta bacteriana con la 

obtenida en un medio de referencia el cual no debe tener presente en su composición 

sustancias inhibidoras; dichos resultados se muestran en tos siguientes cuadros (7 y 8). 

.. ' ' ' ' ' p, Cuadro No 7 Resultados cuan1ita1ivos c~pcrrn, ·nial ·s d • los m •d 05 de cultivo obados 

I Semana bas.il j SEMANAS 
MEDIO DE CULTIVO MICROORGANISMO DEL MES DE ENERO 

' ' l J • Stapl,y(ococ:t:ul UUrtut 991123.'101 1]4/IJl/126 1081103/l l l Ul/1241114 120/IJJ/lll 
l\pi, ule., 111:111ilol Ps,e~orruJil!OSII o o o o o 

üch#ridtiacoli o ' o o o 
E.Jcl1t1ridiia coli 66'5816) 47/51159 W56163 H/67f50 65169166 

llpr •,ol;1cin PJ~udol.ONU twn.¡inoUI IJSll4J:154 1501161/lSS l711163flSS l 70/[6[1J67 1761179/110 
Candkla al/,lca111 931101/9\J 117/1111120 94/103195 99/JOS/I 13 9511[/119 
Eschtrldia col, S0/54151 4614')!56 4S/52/61 48/SI/SS 59{6)161 

At1r fM8 c-....aiu1 .. ...._1 Puudo,,,(JlllU M"'fnfosa 144/153.'ISO 140/lS5116J 164115)151 JS9fl53/164 l70/J69/15} 

Siophyfoaicciu -u¡ o o o o o 
Sa/-l{o ~IIIUhid/1 38/41/50 48139/SJ 36149159 Jl/52/0: 351561« 

4'ar 1111..anell.i·s:~igella Pseudom0iftl6 auvgillOStl 56/61/68 61153172 78/51/57 69111151 66113154 
S1aphylOCfJCCIU ainU1 o o o o o 
Enttrol,actu IJU'OgrMJ 107fll5!120 97/1111107 83193195 11411211111 111/118/113 

ftgH verde. Lrillilnte. Pstlldomo,w auvgillOSa IJJ/142/151 !49/!6ZIU7 110fl63fl69 16511121169 17&/161/184 

Suiphylot:omuaurt111 o o o o o 
üclwrlduG coli 11J6'Jl}2 35/J!l61 a11611n3 S4169ns 11ns119 

Atar diroMOt11b P#udOlflOll,DCJtniginota 59167161 58170/65 6)/69173 61168178 6116&178 

Stapl,ylocacau aure11.1 o o o o o 
S1aphy{ococau aurea., 120/1141121 135/140/138 llBJll)fl31 140/134/125 1331141/121 

Atar Gap111.in Puudo,,1a1UU ewrugiffOm o o o o o 
Escli,ridtla ca/i o o o o o 

Candida albicans 86177180 95N0/8l 8!1193192 8 l/93191 75/81179 

A,. ffkli.usul\ Pur,domotWU Mniginosa o o o o o 
Sraphylococr:,u aur~r,s o o o o o 
Stapliyl~ a11re11.1 "' !2\1 '" "' '" PuudomOMSCJtruginasa IKJ "' '" "' '" E:sdruidtla cali ¡; " 69 " 81 

Candida a/bican1 12] l ~\) '" "' "' ~u c.itoy 
Emtrobactt.r Mrogtnt1 122 '" "' "' "' Kl,bJiel/a p,wun,oniat "' 'º' "' "' "' Salmrme/la 1ntt.riOdi1 " "' 90 87 " 0.12. Ensaro de promoc,6n e mh1b1ci6n de cn:c1nucnto 5cman ,, 

0-190: N!'lllCIO de colonias conrndaS ,k cadn microorg:anismacn cada ul\O de !os .:u:idrantcs para cada medio de cultivo prob.tdo, n:alizado 
por 1riplic~do 
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Conlinu:ición .•. 

SEMANAS 
MEDIO DE CULTIVO :\IICROORGANIS)IO OEL MES OE FEBRERO 

' ' 1 • Sloplryl«occ14 aure,,s U17/ll)ill4 9911?lff09 81!1091117 79/IOl!IOJ 
4'i1r s.illr.s. 111aaitol PK""°""""'" ~n,g111D1a o " o o 

E:R:htru:l,iQ "º" o u o o 
&l,tr,rl,ifl "°'¡ 5(~'6{)¡ 58 67161165 59/il/69 :-8149155 

"'ilf Lmlilcin PN!ld-,,nos rHrugumsa ISJdS(,,171 l63íJ6.~1170 17311771181 160/165/174 

Cand,da ,,IMcam ,¡.) 101:115 951,0:¡,n ~51107/IOl 97/10411 l) 
úchtn,.:1,;a"o/; ,¡•:5¡11,0 5J/(,)-'18 l>S/59164 .i0/4&/57 

~f f.M.8 ffusinl·ilZul de 
l'Nl"'-"1.< 1,crv¡¡:,,,,JJQ. 1 ~= 161 '163 155/l(J,l.'169 172115&1[74 151/161/159 

m,;uknol 
S,apliylocon us au.-.·11s o " o o 
Sal-lla ,:r,~ru"iis ;'9141/H Jl/4.\/;1 ~2146151 40f47143 

At,n 1illm1111r.lli1·1liitt:llil l'•""*"-"'s~n,gmOMJ 7,¡;621,¡9 6715~6) 54166159 51163151 
Stap#,ylococ·,:u,; <11,,e,u o o o o 
E:n~l'OOIJ"su aero,.e"u S',119J/ll3 110fll71125 "''"" 105/!11/12) 

L\tar w.rdr. LrillilDtr: ,K~ UUltJ/11,MQ IX!ill 7J/l69 161/170/167 175117[(110 159/161/173 

Staplrytococms aurcus o " o o 
Esdttrid,ia coli H!7318) 79/17187 un1,s1 14173/19 

Agar chrcuaocelt P•""-"1-• o,,n,gi<tou, ¡;J/6W71 61/711165 66161(13 61164169 

Stapllyloconu1 a1rr<"1U o " o o 
Staplrylaf;oc. "UJ aur~us l!Jt!IJL/138 112/l~J/118 98/110/129 19112111117 

Ll,ar Ch;,,-n PN""-"'s ~"'$"'""" o " o o 
Esd,ericlua a,I, o u o o 

Candi{Ja Jlbktms ~l,'9JIX7 82/S<J/8i 87n\/SO 711&1117 

Agar Nidu:n:oa PN~al!TUfl"'OMI o o o o 
S/apkylo&«CIU aur<"rlS o o o o 
Stap/,ylQCO<Xus ª"r<"11J '" l!'I 138 12) 

P~""-onos lH'TUfi,wu, "º 11; "' "' Esdwrit:h,a a,/, " " .. " Agar c;uog Canditla ulbicam '" l!J "' "' Enttroboatr lll!rO~n.!S 11!1 IH '" 122 
~kbsie/1'1 pm:umo,11<~ 12•1 1~1 "' '" So'-fla .·mem,d,s. s~ ~4 89 84 

0-12. Ensa}o de promoción e inhiba:ión de .r,,,m,.nco semanal 
0-190: Número de colonias comadas de cada ,nicroo~anismo e!\ c.id.i uno de los cuadrani<"S par.i cada medio de cultivo pn:ibado. tcalizado 
pot lripliCJdO 
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Continuación ... 

MEDIO DE CULTIVO 

tlgar Lrol,n:i11 

Apr E/1\B (Eo>1m-azul de 
mi:1itc11<'i 

~ar C~ru11111cult 

llgar NicLr.r1a11 

MICROOUG.-\,\ISMO 

S1aphy/tK.,,·,·11., ''" 
/'seudo,.,°'"",,.:,, .,,,w, 

úc1r<-... 1.,,,,.,·, 1 
Esd"'"""'' .,,,, 1 

l's.:uduntm,,,, at:n,,1•mm 

CIJlfdi,J,.aflu., ... ,.. 1 
.Esclia,cl11u .-. 

rseudomn,,,,, u..·,,,<.:"'''·'ª 

Sttiphyloc,oecus ar,r,•,,s 

sa1-11.,e111a,11dis 
Psellilomon,,., acru,:1,msa 

Stop/lylo.,1<.·c,u <111rc1rs 

E.,,~roba<·,. r acr">.:•"""S 
Pselltion,o,,.,., 1,,m,~1,m~a 

Slopl,ylo,;,,cc.,, ""'º"s 
~nd1/af<1/J 

Pu~oe.,,g,.,<IS<l 

S1aplryl"'-·,,ccu1 ""'~i,s 
S111pkJ'l0< ,>ecus ''"""' 

1'uWW#Oo,1r11 o~rng1•10sa 

&1"r~1,·r-aerog,·11es 

Candid.J olbi<'II"-' 

Pseudo,,,ono• """'X"'M" 
Slaplr,-lrxuce,u ""'-~"-' 

S/QfH')-10<·,,cc,rs '"" '"·' 

Puudomon,,s """'"!"'°'" 
fst:/1,:-,-¡("/,ia COli 

C4Niirl,, olbm"" 

énterobac·1,·c "cm.~.-,ws 

l{.lrb1iella 1""-'"""'"'"e 
Sa(IIWlll:/1<1 cm,·n11d1.J 

0·12: Ensayo de proinaeión.: inhibi.,...,, de .:r.:cinucnm $cman~! 

IJl:1141126 

o 
o 

5_;_'49147 

l~.''l)J/J6J 

o 
_17.-H/4S 
j'l'54f6l 

l 1Ji110/ll0 
1 (,l. 164/171 

l~\lil2.5/IJI 
o 

6'1175181 
o 

'" 
"' ,o 

121 

1~8 

''° 
"' 

SEMANAS 
DEL MES DE MARZO 

" 11 ll 
¡;~¡79fll! !Olil071J 14 91110?/JOJ 

o o o 
o 

_.;l/4(,/5] 6361170 U/54151 
15~/14J/136 rJQ:1461153 162/lHtlSI 

o 
3.l.'51139 3&/4J/JS J 1/4?/Jl 

·' J/59.'~ j 5&/S0/49 5){47151 

1131104/JH 9!11091102 7S/lli"Xl 
1)(,11491[4[ l6l/l4Q/141 l4S/ISl/l49 

o o 

'17189195 118/1211125 IOSJll7Jl!J 
o o 

o o 
6~1711112 11f81ns 7&171112 

o 
o 

"' l!I 129 

"' 181 190 

" 81 7l 

128 IJO 131 
iJI I IO IOI 
I IJ 1)8 "' 92 " 13 

0.190: Número de colonia.s contad u de cada mi~"""'l:ª"ismo en cadíl uno de los cuadran!.:s p¡¡ra cada medio :le culti,·o probado. realizado 
po.- triplic;,do 
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MEOIOOE 
CULTIVO 

ll.Jar i;ilr.1 
Mllnifol 

Bgar ~1ul;,ci11 

11g., f/1\B 
(Eosina· .\zul de 

Mc1ik1io) 

Atar salau~II• 
1~í91":1fa 

Agar u~rdc 

~,¡ll;,nfr. 

11g., 
diroMacult 

Aga, Chapman 

llqa, Nic~r.n:DQ 

llg,1r i:.,~ug 

Cuadro :\o.8. Valores promt'<lio ,h: los rc$uhados cuariti1a1ivos 
t'\perim.:nl.i!cs de los mcd i,1s de cultivo probados 

SE,\l.\:\"AS DE 

MICROORGA~ISMO E.'\i..ROA 
!\1.-\RZO 

o 1 2 J ' ; 6 7 
Staphylococcus ,;ureus 110 124 107 12] 121 121 110 I02 

P.Tcudomonas aeri,,mosa o o o o o o o o 

Eschericlrla" ,/¡ o o o o o o o o 
Es:li.uichia, !, 62 52 56 57 67 58 64 60 

PseudOmOIIDs atr: tinosa 143 155 164 166 17' 11'10 167 177 

Srophyl.xoccus .- ,reus 98 ,17 ,17 I06 I08 1116 98 IOI 

Esci1.uichia ,. " ;4 f,• .'J 51 6] 53 57 6] 

Pseudom0110.Saer1,s-mosa 149 l5J 156 159 164 165 16] 168 

S1<1p/1.dococc1<s <óC<r11!"US o o o o o n o o 
Sa/mo,ielfa en1er111dis 43 " " " " '9 46 46 

Pse11domona.s aeruginosa 62 "' 62 66 64 h2 6] 60 

S.laphy:"ococcus ,::m:us o u o o o " o o 
Ellltr()rac~r aer•;,;tnes 114 IOS '10 118 114 " 117 94 

Pse11dr>monas aer .. :i11oso 142 15(, 167 16' 176 177 166 "' 
S1<1ph,rlococc11s (mreus o o o o o o o o 

Esclh!riclria cvli 74 71 " 67 18 62 81 18 

Pseudomonas oen.gincsa 62 " .. 69 69 67 .. 69 

Str1phylacoccus (mrtUJ o u u o o o o o 
S1aphylococc,u aurtllS 118 I IK 124 133 IJ2 129 118 112 

Pseudom= aer1,ti11osa o ,, o o o u o o 
Eschtrichia, ,,,•, o ,, o o o " o o 

Cafld1do albic.,•,s 81 " 1 
91 '" 78 "' " 79 

Pleudomo110s atr) ::inosa o u u o o " o o 
S1aph,1·/ococcus ,: .,reus o " u o o " o o 
S1aphylococcus ,mreiu lll !29 141 1)8 140 13 l 129 IJ8 

Pse11dcmano.s oer,, ;;i11osa 18] 179 181 175 18] 190 175 182 

E5.:/1.?riclrio C· ii 1; 73 69 " 8] (,9 71 81 

Cu/ldida. albic:<IS 12] 129 121 138 IJI 129 12] 122 

Enierobocter aero¡;enu 122 119 IOI IJ I 128 110 IJI 104 

Kfobsidlopm!unr. ,,,;~ 121 '"' 119 131 119 119 122 ll8 

S,,lmonella em.t: :rtdis SJ k<i </O 87 86 ' 84 89 
0-12. Ensayo de promoc1on e mh1ti1c1ón de cr~e1m1cmo ,em,uml. 

• 
97 

o 

o 
54 

166 

I05 

52 

"' 
o 

4] 

" 
o 

113 

164 

o .. 
" 
o 

109 

o 
o 

82 

o 
o 

12] 

"' 74 

129 

122 

129 .. 
fl-190; Nümero de colonias (LIFCI. de cada m.o. en cada uno de los cua<lrantes para cada medio de cultivo 

probado, realizado por m; i.:ado 

9 .. 11 12 

124 81 I07 94 
o o o o 

o o o o 

50 50 61 52 

15] 144 146 149 

o o o o 
41 41 ]9 JS 

" " " 50 

o o o o 
114 114 IOJ " 168 149 150 148 

o o o o 

ll7 94 121 112 

o o o o 
o o o o 

" 73 16 77 

o o o o 
o o o o 

141 122 121 129 

181 179 181 190 

70 71 81 8] 

121 "' 130 1)8 

128 IJI 119 IOI 

140 I IJ 1)8 129 

90 92 82 8J 
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GRAFICA No. 1 TIEMPO DE VIDA OPTIMA DE LOS MEDIOS DE 
CULTIVO EVALUADOS. 

12 __ _ 

101~--------~ 

' 
~ 

) ¡ 
" 
-~~ 

,,,/-. --
.¡ 
J, 

~"' 
o 

2 3 4 5 6 7 

MEDOS OECll.TIVO 

l. agar sangre: 

2. agar chocolate 

J. agar h\u,dlcr Hinton 

IJ. agar ~rolado 

S. agar d,romocult 

8 

l 

! 

9 10 

l,. •!lilr s,,lcs manitol 

7. ,1gar Cliapman 

B. "!l•r uerdc ~rillantc 
9. ayar s,,lmondla-shígclla 

10. ,1gar Nickcrson 
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'v'.2 }lnáCísis estaáístiLo. 

De los resultados obtenidos (Cuadro No. 8), se realizó el análisis estadístico, con 

ayuda del método de "t "de Student con un 99% de confianza, tornándose como ejemplo los 

valores de recuperación del medio agar sales manitnl y agar casoy (medio de referencia). 

Para lo cual se plantearon las siguientes hipótesis: 

H0 : µ,=O (A= B) La recuperación bacteriana es la misma en ambos medios. 

HA: µd < O (A< 8) La recuperación bacteriana no es la misma en ambos medios. 

Regla de decisión : Si te >-~entonces aceptar Ho 

Medio: agar ,ales manito! (X,J 

agar ca,oy (Xa) 

m.o. empleados: Staphylococcus aureus (XA1) 

Pseudomonas aeruginosa (X.,12 ) 

Escherichia coli (XA,l 
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SEMANA 
o 
l 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 

Staphy!ococcus aureus Pseudomonas aeruginosa Escherichia coli. 
XA, x. 
l lO 131 
124 124 
107 141 
123 138 
121 140 
121 131 
l!O 129 
102 138 
47 123 
124 141 
81 122 
!07 121 
94 129 

d d' x., X11 d d' XAJ 

-21 441 o 183 ·183 33489 o 
.5 25 o 179 -179 32041 o 
.34 156 o 181 · 181 32761 o 
-15 225 o l75 -175 30625 o 
-19 361 o 183 ·183 33489 o 
·10 IOO o 190 ·190 36100 o 
-19 361 o 175 ·175 30625 o 
-36 1296 o 182 ·182 33124 o 
-26 676 o 175 -175 30625 o 
-17 209 o 181 -181 32761 o 
-41 1601 o 179 -179 32041 o 
-14 196 o 181 -181 32761 o 
.35 1225 o 190 -190 36481 o 

-292 8032 ·1988 426923 
Cuadro No. 9. Tratamiento estadístico del m~dio ag;;ir s;.ales; manitol, 

empleando la prueba .. t de Student". 

x. d ct• 
75 .75 5625 
73 .73 5229 
69 ·69 4761 
72 .72 5184 
83 ·83 6889 
69 -69 4761 
71 · 71 5041 
81 -81 6561 
74 .74 5476 
70 ·70 4900 
71 ·71 5041 
81 ·81 6561 
83 -83 6889 

.972 72918 
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a.=l 0/o a=0.01% 

gl=l2 gl=n-1=13-1=12 

t,=2.681 

Staphyíococcus aureus 

- Ld d=--ñ·-=-22. 46 

sd 
sa=-----= 3.07 

In' 

t =-s1 ..• -7.31 
e ~ 

Cl=0.01 

-22.46 

Pseudomonas aeruginosa 

d=-152.92 

S;¡= 28.06 

te= -5.44 

H
0 

cierto 

o 

Aceptar H0 

5;¡= 3. 07 

Gri.fic• No.2. Región de aceptación y rechazo para el ejemplo 

del ag:u 1.ale'i manito!. 

Escherichia coli 

d=-74.77 

sa= 1.25 
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En el cuadro No. 1 O se resumen los valores de las medias, 

desviaciones estándar, errores estándar muestrales y las "t" calculadas para 

los medios de cultivo probados, cuyo cálculo fué idéntico al planteado como 

ejemplo (agar sales ,mmitol). 

Cuadro No.10. Resultados dd tratamiento estadístico dé los médios de cultivo evaluados 
MEUIO DE 
CULTIVO MICROORGANIS~IO 

J '-kdia de las tlilácn~ias 
~I Grados de libenad 
s, Desviación est¡'m,Jar J.: las di!i.:r,·11.:i;1s 

d 

S¡ Error estándar muc~tral de l:t .i,.1r;hudón Je fri;cu,n,:1:1> 
1, Pilr:!afflclro cs\;ufü,1i,., c,i\~ul.,,\,, 
t, V:,lor registrado eu wblas ó1.,,!i,1is;,,; (t ,!.! s1u<l~n1) 
X• -\gar sales manito! 
.\, 1 StaphJ·lacoccw aw,·11s 

.'\,u f'.,,!lldo»'IOl'IQS u,•ru_,:tl!VSU 

:\ o f.<clll'nll,iu cofi 
.\11 \¡;.:11..::1,;oy 
X 111 S1<1pl1_1 lucoc:cm ,m,, ,,., 

:\111 /'sewlummu,s ll.'m,,:1,ius,, 

.'\11,.1 í..n:lwricl1ia co/i 
u Ni\'el Je signili~:111,ia (r~~;, ",k r.:shno) 

11.08 3.07 

HH.20 

4.49 1.25 
.¡_gz 1.61 
11.45 3.S2 

7.20 2..10 
JO.IS 2.82 
9.29 2.58 

7.24 2.0l 

5.08 J.41 
7.98 " 
7.24 2.01 
J 97 1.IU 

1.36 

7 24 2.0J 
2.JJ 0.71 

5.7 1.90 
(,_¡.¡ 2.05 

7.82 2.17 
4.89 1.36 

5- 34 

!-.32 2.30 
[J6 

7.24 2.01 

·S.44 

-60.0 

-9.84 
-3.70 

-13.(6 
6.4] 
-9.74 

-65.66 
-30.16 
-54.92 

-65.66 
-12.65 

-13.98 
65.66 
-6.27 
-59.7) 

-65.IO 

-S.88 
-133.52 

-50..\7 

-20.01 
-133.52 

-65.67 
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VI. ©iscusión. 

Para asegurar el funcionamiento de los medios de cultivo utilizados en cualquier 

estudio, es necesario la validación de dichos inedias. 

En el presente estudio se evaluaron medios de cultivo: ricos, diferenciales y 

selectivos. utilizando en algunos de ellos la técnica de promoción e inhibición de 

crecimiento "Miles & Misra", usando m.o. A TCC y NCTC. 

La validación mediante la promoción de crecin1iento se hizo necesaria la 

utilización de diluciones como 10·3 y 104
, para detectar la sensibilidad de los medios de 

cultivo, además esto se sustento con resultados de trabajos anteriores. En algunos 

reportes se menciona que la cuenta bacteriana debe oscilar entre 100 o menos UFC, 

otros mencionan que esta depende del m.o. , es decir, de sus características morfológicas 

en el medio de cultivo evaluado (forma y tamaño), pero que permita el recuento de 

estas.(3,4, l 4, l 5) 

Nosotros, tomando como base lo anterior y empleando las diluciones ya 

mencionadas, obtuvimos una cuenta bacteriana que oscila entre 50 y 190 ufc, en 

nuestras condiciones de trabajo, siendo estas : equipo (carencia de espectrofotometro), 

materia\ bio\ógico (ro.o.), tipo de medio evaluado (selectivo, diferencial y rico), la 

preparación de la suspensión, diluciones y volumen del inóculo. 
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Los in.o. e1npleados en las pruebas de pro111oción de creci1niento. deben formar 

parte de la colección de cada laboratorio y estar identificadas con la cla\'e del cepario de 

procedencia. La selección de ellos depende del tipo de cultivo a evaluar, como por 

,·jemplo los medios de cultivo diferenciales como el agar Eh\R deben probarse con un 

111.0 que fermente lactosa (Escherichia coli), uno que no la f~rmente (Pse11do1nonas 

ucruginosa), y otro que sea inhibido (Staphy!ococcus aureus). Et1 el caso de los medios 

s~lectivos se deben emplear m.o. especificas para estos, por ejemplo Sraphy[ococcus 

aureus, se probo en agílr salr.s manitol y con10 m.o. que no debio crecer Esclterichia 

cnli y Pseudomonas aeruginosa, cabe sei\.alar que en n1edios que puedan presentar otras 

L:~iracterísticas, es intportante considerarlo, con10 en este caso era impon:inte utilizar un 

111.0. que diera reacción negativa a. la fermentación de 1nanitol. con10 es el 

.\'laphylococcus epidern1idis, esto no se re.ilizó por no considerarlo en un principio. 

Para los 1nedios ricos con10 el ay.ir brolacin se utilizo un m.o. que fermentara 

1~1ctosa: Escherichia coli, otro que no la fennentara: Pseudon1onas aerugi11osa (33). 

En los medios ricos, <liferencialcs y selectivos se debe observar IJ intensidad de 

desarrollo de los tu.o. deseables así con10 las características de sus colonias (tamaño, 

L'Olor y forma), y 1;!! vire de color di:l 111i:dio de cultivo. 
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En los medios ricos como el agar so1ngrr. y chocolatr. se evalúo exclusivamente 

el desarrollo de m.o. exigentes, así co1no la producción de enzilnas hemolitícas, que nos 

orientan a m.o. determinados (agar !Eangre} y m.o. dependientes de factores (factor V y 

X) como es el Haemophilus injluenzae tipo ··b" (agar chocolat•). Estos medios son de 

primera elección para la recuparación de m.o. exigentes como son : Streptococcus 

pneumoniae, Haentophilus ínfluenzae, Neisscria 111eningitidis y Gardnerella vagina/is. 

Para determinar si un medio de cultivo es útil para los fines que se requiere, es 

necesario que cumpla con la Norma Olicial Mexicana NOM-065-SSAl-1993, 

publicado en el diario oficial de los Estados Unidos Mexicanos, que establece las 

especificaciones sanitarias de los 1nedios de cultivo. 

Para el control d. calidad en la preparación de medios de cultivo, se realizaron 

registros de temperatura del refrigerador, donde se almacenaron los medios de cultivo 

durante el tiempo en el que se realizo el proyecto, así como la temperatura de la estufa 

(anexos). El control de este parámetro fue importante para la rastreabilidad de la 

esterilidad de los medios, el tienlJX) que se dejo incubando fué de 48 hrs. Debido a la 

poca viabilidad de anaquel, puesto que se requería liberar el producto en el tiempo 

establecido. Sin embargo, es importante n1encionar que se debe mantener el producto 7 

días consecutivos en incubación . para observar la completa esterilidad del medio 

( hongos, esporas). 
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Otro parámetro importante es el control J. calidad del agua, empleada para la 

preparación de los medios de cultivo y dar al ,n.o. las condiciones óptirnas para la 

adecuada recuperación, aislan1iento, identificación y realización de pruebas de 

susceptibilidad a los antibióticos, el agua utilizada en este trabajo era desmineralirada 

proporcionada por la empresa ATYDE (el rnntrnl de calidad realizado es supervisado 

por la misma empresa). 

En cuanto a la estandarización de la balanza granataria, este se debe realizar con 

ayuda de pesas estándar (por triplicado), para corroborar que la cantidad pesada es la 

correcta al preparar cada uno de los medios de cultivo. 

De los resultados obtenidos. se trataron estadísticamente, utilizando la prueba de 

"t" de Student con n1uestras apareadas, para comparar la recuperación bacteriana 

durante un periodo de tien1po determinado (13 se,nanas), obteniéndose de éste, valores 

como son inedia, desviación estándar, error l.!Stándar muestral y te (Cuadro No.10) para 

cada uno de los medios diferenciales, selectivos y ricos evaluados. 

La regla de decisión nos dice que al comparar et valor te (de los datos 

experimentales, con un valor t1 (de una distribución teórica tabulada en función del nivel 

de significancia elegido), se rechace la hipó tes.is H0 si te es menor que • 2.681 (para los 

medios que duraron 13 sen1anas). 

Para los medios que tuvieron rnenor tiempo de estabilidad (prueba de 

esterilidad), el valor de t1 , para rechazar H0 es de -2.896. 
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En la tabla No. 5 se comparan los resultados de recuperación de los medios 

selectivos y diferenciales con respecto a un 1nedio de control o referencia, en estudios 

recientes ( 45), el medio de referencia es ílg.ir Mur.llcr-Hinton. con un inóculo conocido 

(3xl0
1 

UFC/mL) del m.o. a probar, obteniendo comparaciones confiables. El presente 

proyecto se fundamentó en la forma de preparar las suspensiones de los m.o., en donde 

estas se igualan a la turbidez del tubo l\o. 0.5 del nefélometro de MacFarland y 

posteríom1ente de está suspensión se realizan diluciones. 

Para poder comprobar lo anterior. se usaron los valores de t,, donde se 

observaron resultados elevados y desplazados al lado negativo de la aproximación a la 

campana de Gauss, por lo que se to1na la decisión de rechazar H0. 

En un principio se considero la evaluación del agar Mac Conl<e.y. pero esto no 

fue posible, debido a que este no permitía observar la morfología colonial de 

Escherichia coli, la cual serviría como control para observar la correcta funcionalidad 

del medio. observandose como colonias in·eg.ulares, planas y secas. sierido que estas no 

son las características de dicho m.o. en este 1nedio. Por lo que se decidió no incluirlo en 

la evaluación. También, el ílgar Ram~ach no se evaluó, ya que en su preparación hubo 

un error, debido a que en el 1narbete no n1encionaba el volumen exacto de los viales y la 

relación de estos con el medio deshidratado. En cuanto a este medio, era importante su 

evaluación , ya que un gran número J~ estudios reportan que posee una alta 

especificidad y sensibilidad, además de ser un ,nedio de reciente innovación. 
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Por otra parte la correcta. elección del medio de cultivo favorece la recuperación 

del microorganismo que causa l:i. cnfennedad con10 Jo reportan en diversos estudios ( 1, 

17, 25, ]9, 43, 45), donde se sugiere una adl.!'cuada elección para un diagnóstico 

confiable y rápido en el prin1oaislan1ie1110 (ton1a de muestra), basándose en las 

características bioquímicas del 1nicroorganis1110 patógeno, corno sucede por ejemplo, en 

el crecin1iento de enterobacterias y de colifonnes que son productores de P­

Glucoronidasa (Escherichia coli) y 5-P-D-Galactosidasa (coliformes) y que en agar 

chromocult producen colonias de color cara..:teríslico por la presencia de \os sustratos 5-

Bromo-3-indol-~-D-glucurónido (GLUagar) y 5-bromo-3-indol-P.-D-galactósido 

respectiva1nente. Actualn1ente se han implen1entado nuevos medios de cultivo. como lo 

es el agar Ram~ac~, para la recuperación de saltnonellas, ya que, en estudios ( 19) se 

hace refer~ncia de que éste es un medio con un alta especificidad y sensibilidad, por el 

color característico (colonias rojas) a diferencia de otros, como lo son el grupo de 

colifonnes (colonias azules, verdes, violetas o incoloras), esto lo comprobó comparando 

dicho 1uedio con SM-ID (bioMeriux) y Hektoen Enteric (Becton-Dickinson). 

Encontrando que de 504 111ucstras diarréicas sembradas en dichos medios, la 

recuperación más alta se presentó en iJg<1r lt11nLcu:l1 (98o/o), seguido de SM-ID(85°/o) y 

por últin10 Hektoen Enteric (79%), aunque en nuestro caso no fué posible su 

evaluación.( 19) 
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También es conveniente 1nencionar que en otros estudios (41) se innovo que el 

medio agar MacC:onkey además de ser diforencial lo hacen selectivo, adicionándole 

sustancias como son 6-benzoil-naftol-fosfato (actividad de fosfatasa), pequeñas 

cantidades de dextrosa y azul de anilina. obteniendo mejores resultados para la 

recuperación de enterobacterias lactosa-negativas y glucosa-fermentadoras de otras 

lactosa-negativas y glucosa-no fermentadoras. De fonna sin1ilar en otros estudios 

reportados (25, 41 ), además de que emplean las mismas sustancias para hacer selectivo 

el agar MacConkey lo comparan con agar MacC:onkey pero adicionándole cristal 

violeta, justificandose la factibilidad de n1odificar los medios de cultivo, ampliando su 

aplicación y, por ende su uso (Diagnóstico clínico e Industrial). 

Actualmente se ha mejorado la capacidad de recuperación de estos 

complementándolos con diversas sustancias o incrementándo la concentración de 

algunos de sus componentes. (2, 30, 33, 47) 
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'VII. C ondusiones 

•:• La estabilidad de los inedias de cultivo en placa es diferente, esto depende de su 

composición selectivos, diferenciales y ricos), de la esterilización del n1edio, del área 

de trabajo, almacenamiento, y 111uy en especial de los cuidados por parte del personal. 

durante el proceso de preparación y especificmnente en la esterilización del medio y 

el vaciado del medio a las placas de Petri. 

-> El correcto mantenimiento del cepario permitió un confiable control d. calidad de 

los medios de cultivo. incluyéndose 01.0. tanto exigentes como no exigentes. Un 

cepario adecuadamente 111antenido, pern1ite observar la funcionalidad bioquinlica del 

medio de cultivo, asi co1no, la 1norfologia colonial en placa, importando que éste sea 

selectivo, diferencial, rico o enriquecido. 

•!• El presente trabajo servirá de npoyo como un "instructivo para elaborar un manual de 

procedimientos para la preparación de medios de cultivo en placa", así como también 

para la realización del cuntrol J. calidad de los mismos. 
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Sugerencia 

Cabe resaltar la conveniencia de que la FES·Cuautitlán, genere dentro de sus 

programas de servicio al exterior. uno basado en la comercialización de medios de 

cultivo preparados en placa, dirigido a pequefios y grandes laboratorios que los 

requieran. El apoyo por parte de la Universidad consistiría en dar condiciones de trabajo 

y respaldo económico, permitiendo de este 1nodo la generación de ingresos a está, así 

como tlmbién dará oportunidad a i:studiantes realicen su Servicio Social. 
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Perfil bioquímico con API 20, de los m.o. utiliz,1dos en este proyecto, para el 1:untrol de calidad de medios 

de cultivo en placa : 

API ST APH consiste en pozos individuales, que contienen substratos deshidratados los cuales se reconstituyen 

por la adición del medio con el m.o. en estudio. 

GllJ ¡r,uJlf.;¡N/:/MAL /tAC /1RE--[MAN/XLT /MEi. /Nfr (PAt.-lVV ff<AF fXYL(SAC fMDGfNAG IADII IURE (LSTR 

Staphylococc"' 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 l 80 l 83 1 O 
aurcus 100 100 199 196 88 94 

89 'º o 89 97 87 o o 97 90 

Temperatura de incubación: 35-37 ° C 

Período de identificación : 18 - 24 hrs. 

Standar de Mcl'arland tubo No. U.5 



API NH consiste en I O microtubos que contienen sustratos deshidratados, con 12 pruebas de identificación 

basadas en reacciones enzirnaticas o fermentación de azúcar. Las reacciones producidas durante la incubación 

dan como resultado cambio de color o al agregar reactivos. 

GLU FRU MAL S/\C OIX.: URE LIP l'J\I. j!-GAI. t•ro A GGT INIJ 
Haemophi/us 
influenzae. ,oo 89 12 1 40 92 o 100 o o l 74 

Neisseria meningitidis 97 o 90 o o o o o o 44 100 o 

Temperatura de incubación: 35-37 ° C 

Periodo de identificación : 2 hrs. 

Standar de McFarland tubo No. 4 



API 20 Y API 20 E, consiste en microtubos que contienen substratos deshidratados para la evaluación de 

actividad enzimatica o la fermentación de azucares. 

La enzima a probar se le inocula una suspensión de m.o. de cultivo puro, con lo cual se rchidrnta el sustrato 

contcni<lo en el microtubo. El metabolismo y productos producidos durante el periodo de incubación se revelan 

por el cambio de color observado o la reacción expontanea al adicionarle reactivos. 

v1· Mil' ESC l'YRA u.-GAI. 
Strcptococcus 
pyogenes o 1 5 98 o 

Temperatura di.! incubación : 2 - 8 º C 
Periodo de identificación : 18 - 24 hrs. 
Standar de McFarland tubo No. 4 

ONl'G ADM LDC 
Enterobacter 
aerogcnes n o 98 
Escherichia 
coli 88 ' 74 

Klebsiella 
pneumoniac 100 o 73 
l'scmluzn11r1;1~ 

aaugmu:sa o " o 
Salmonella 
cnterilidis 

(JJ)(.' 

' ' 
70 

o 

o 

Jl·UUR 11-GAL PAL LA!' t\DH RIU ARA MAN SUR 

15 o 100 100 99 o o 8 1 

CJT J1 2S lJRE TOA /Nü VP 

óO o 2 o o 73 

o 3 2 o 89 o 

7•¡ JI 75 JI o 75 

"' o 35 o JI 2 

LAC TRE INU RAf' AMD 

99 98 o 1 'º 

GEL GLU !VIAN 

o 99 !)!) 

o 99 97 

" 100 •XI 

74 57 o 

GI.YG 11-\\EM 

o 98 



INO SOR RHA SAC MEL AMY ARA ox N02 N, MOB M,C OF/0 OFIF 
E11tcrobac1cr 
acrogenes 93 99 93 99 99 99 99 o 100 o 97 100 100 100 

Escherichia 
coli J 90 82 41 67 'º 82 o 100 o 95 100 100 100 

Klcbsiella 
pneumoniae 73 99 95 100 99 99 99 o 100 o o 100 100 100 

Psc\!domonas 
acrugmosa o o o 1 11 o 18 97 12 56 97 100 98 o 
Salmundla 
enterilidís 

Temperatura de incubación : 35 - 37 ° C 

Periodo de identificación : 18 - 24 hrs. 

Standar de McFarland tubo No. 



El APJ Candi da consiste en I O microtubos con sustratos deshidratados con 12 pruebas de ensayo, como son la 

acidificación del azllcar o reacciones enzi1naticas. Las reacciones producidas durante la incubación son 

reveladas por el cambio de color o al agregar reactivos 

GLU !GAL ]SAC frRE IRAF-,P-MAL Ta-AMY IJl.-XYL 
Candi da 
.11bicans 100 100 'ºº 90 3 

Temperatura de incubación : 35 - 37 ° C 

Periodo de identificación : 18 - 24 hrs. 

Standar de McFarland tubo No. 3 

90 o 

jl-GUR úRE jl'l<AG 

o o 1)1) 

jl-GAI. 

o 

Las reacciones se leen dcacuerdo a la tabla de lecturas y la identificación es obtenida por referencia al indice de 

perfil analítico o usando el software. 
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