ey

@Emmmnmﬂ_@ T 23 gr‘=
S5 o) fi-b UNIVERSIDAD ~ NACIONAL  ’AUTONOMA
Sz DE MEXICO ©

SR

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
CUAUTITLAN

“"EVALUACION DE LA ESTABILIDAD DE
DIFERENTES MEDIOS DE CULTIVO PREPARADOS
EN CONDICIONES ESTANDAR"

T E S [ S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO
P R E § E N T A N

CARLOS ALBERTO BOLAROS GONZALEZ
INOCENCIA ANACORETA VARGAS

ASESORES: O.F.]. ANDREA A. BECERRIL OSNAYA
QF.8. VICTOR G. AVILA MIRANDA

CUAUTITLAN IZCALLI, EDO. DE MEX, 1999
TESIS CON e
FALLA DE ORIGEN 20




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN

UNIDAD DE LA ADMINISTRACION ESCOLAR
DEPARTAMENTO DE EXAMENES PROFESIONALES

V.NIVER'-I‘)AD NACIONAL
AvRseMA OF
Meoxco o

DR. JUAN ANTONIO MONTARAZ CRESPO
DIRECTOR DE LA FES CUAUTITLAN
PRESENTE

ATN: Q. Ma. del Carmen Garcia Mijares
Jefe del Departamento de Examenes
Profesionales de {a FES Cuautitlan

Con base en ¢l art. 28 del Reglamento General de Exidmenes, nos permitimos comunicar a usted

que revisamos fa TESIS:
"Evaluacidén de ia estabilidad de diferentes medios de cultivo
preparados en condiciones estdndar”™.

que presenta el pasante: Carlos Alberto Bolafdos Gonzalez

con nimere de cuenta: 9056991-3 para cbtener el TITULO de;
Quimico Farmacéutico Biblogo .

Considerando que dicha tesis relne los requisitos necesarios para ser discutida en el EXAMEN
PROFESIONAL correspondiente, otorgamos nuestro VOTO APROBATORIO

ATENTAMENTE. .
"POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU"
Cuautitlan lzcalli, Edo. de Méx,a 16 de Diciembre de 1998
PRESIDENTE Q.F.1. Amdrea A, Becerril Csnava
_ VocaL Dra. Susana £. Mendoza Elvira
SECRETARIO (.F.8. Marcela Herndndez Vargas

PRIMER SUPLENTE  Q.F.B. Gloria L. Arellaro Martinez

SEGUNDO SUPLENTE 0-B.P. Awparo Londoro Orozco oot .




FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN
UNIDAD DE LA ADMINISTRACION ESCOLAR
DEPARTAMENTO DE EXAMENES PROFESIONALES

ASUNTO: VOTOS APROBATORIOS

[AES SO

Mexico

DR. JUAN ANTONIO MONTARAZ CRESPO
DIRECTOR DE LA FES CUAUTITLAN
PRESENTE

AT'N: Q. Ma. del Carmen Garcia Mijares
Jefe del Departamento de Examenes

Profesionales de la FES Cuautittan
L

Con base en el art. 28 del Reglamento General de Exdmenes, nos permitimos comunicar a usted

que revisamos la TESIS;
"Evaluacion de la estabilidad de diferentes medios de cultivo

preparados en condiciones estandar’. .

que presenta _1a  pasaple; Inocencia Anacoreta Vargas

con nimero de cuenta;_ 8794175-6 para obtener el TITULO de:
Quimica Farmacéutica Bibloga )

Consideranda que dicha tesis redne los requisitos necesarios para ser discutida en el EXAMEN
PROFESIONAL correspandiente, otorgamos nuestra YOTQ APROBATORIO

ATENTAMENTE. . .

"POR M[ RAZA HABLARA EL ESPIRITU"

Cuautitlan lzcalli, Edo. de Méx.,a 16 .de Diciembre de 199 &
PRESIDENTE Q.F.I, Andrea A, Becerrit Osnaya

YOCAL Dra. Susana E. Mendoza Elvira Uiprre E Tz LA.\ [{rh‘.

SECRETARIO Q.F.B. Marcela Fernénder Vargas SW

PRIMER SUPLENTE  Q.F.B. Gloria L. Arellano Martirez

SEGUNDO SUPLENTE 0.B.P. Amparo Londofio Orozco (P ortnil




AGRADECIMIENTOS

CARLOS ALBERTO BOLANOS GONZALEZ

ADOS:

Por permitirme cutmimar esta meta sumamente importante para mi.

A MIS PADRES:

A mi mamd por ensefiame con el ejeimplo que lodas las metas que se proponen en la vida pueden alcanzarse, solo
con |3 perseverancia y dedicaciin son el camino para lograras,

A mi papa por os consejos y especialmente por predicar con et ejempio.

Gracias a ambos por su apoyo moral y econdmico asi también por darme la mejor herencia que los padres pueden
dar a los hijos: LA EDUCACION.

A Ml HERMANO:

David por ser el compafiero de mis ravesuras y a veces mi victima * Vi* | he aqui un pequefio presente y en &, al
mismo tiempo e agradezco y te jo dedico.

A MIS TIOS:

En especial a mi i Memo (RIP), a mis lias Maguin (RIP), Tere, Carmela con quienes siempre he contado
incondicionalmente y a quienes tengo tanto que agradecer y dedicar de igual manera.



A LA PROFESORA ANDREA:

Muy en especial, agradezeo y dedico el presente irabajo a la profesora Andrea, ademas de fa amistad, apoyo y
tiempo dedicado a mi persona. Le doy fas gracias querida PROFESCRA.

A MIS AMIGOS DE GENERACION:

Gerardo, Francisco ( “Crispo” ), César [ "C3P0" ), Arturito (Pitufo), Davalos (Abuslo), José ("Chino™), David y Martha;
les agradezco su amistad, lanto en los momentos de “relajo” como en ios de estudio.

A mis amigos que conoci a lo largo del desarrollo de trabajo experimental y de escritura del mismo: Marce, Amalia,
Verg, Ara, Mine,Quique, Lupitas, Manuel, por su amistad y apoyo: GRACIAS.

En especial a Guadalupe Avilés, por sus consejos y su amistad desinferasada.

Por Gltimo agradezco a mi compariera de tesis “INO” con quien mantuve a lo largo del trabajo una excelente amistad
¥ le doy las gracias por haberme soporiado en los buencs como en los malos momentos. Gracias “INO”.



AGRADECIMIENTOS.

INOCENCIA ANACORETA VARGAS.
A DIOS:

Mi primer agradecimiento es a DIOS por el don inapreciable que es ta vida y por haberme rodeado de
personas maravillosas.

A MIS PADRES:

Por ser modelo de fortaleza y constancia, quiero compartir con ustedes un poco de lo mucho que he recibido
y darles el reconacimieto de este trabajo.

A ti mama porque en todos los aspeclos has sido el mas grande pitar que ha dado el mejor seporte de mi
vida,

A MIS HERMANOS:

Por su paciencia, apoyo moral y econdmico. Gracias.

Gaby: Por tu entusiasmo y sensibifidad. Siempre recuerda que la vida es una camrera. No llores si la pista es
aspera y la meta dislante. Un dia la alcanzaras.

Martha, Mary Cruz, Bely, Raquel, Ma. Eulalia, Mario, Remedios: No hay palabras con que agradecertes toda
la ayuda incondicional que siempre he recibido de ustedes,

A MIS SOBRINOS:

Quienes son motivo de superacién constante, gracias por ensefiarme a sonreir.

A MIS CURADOS:

Gracias por el apoyo que siempre nos han brindado, en los buenos y malos momentos.

A MIS TIOS.

Angela y Aurelio, Gracias tio por damos tu apoyo, consejos y palabras de aliento en los momentos dificiles.



& MIS AMIGOS:

Que han estado conmigo en las buenas y en la malasy que por esto los considero como una extensidn de mi
familia.Gracias Felipe, Crescenclo, Anita, Martha, rene, Marisa, Claudia, Crucila, Gabina, Ma Elena, Luz
Maria.Usledes me han ensefado lo que es realmente [a amistad.

Gracias Marce, Amalia, Cesar, Aracel, Minerva, Enmigue, Manuel, Vero y Lupitas por su amistad y apoyo,

Gracias Lupita A. R. por tu ayuda incondicional. Siempre dispuesta a dar una mano amiga.

Y de manera muy en especial a la profesora Q.F.l. Andrea Becerril Osnaya, por ser amiga y guia, por su
disposicién y valiosa ayuda

A TICHARLIE:

Gracias por tu amistad y buena disposicion que siempre tuviste en el desarrollo de nuestro trabajo de lesis,
porque gracias a este esfuerzo conjunto logramos una de nuestras anheladas metas. Sinceramente te desen
que despues de este logro se multipliquen aun mas con mucha dicha y prosperidad junto con quienes amas.



AGRADECIMIENTOQS

A la UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO y a la FACULTAD DE ESTUDIOS
SUPERIORES CUAUTITLAN CAMPO 1, por la oportunidad de poder considerarla como nuestra
segunda casa, que nos hace hombres y mujeres profesionistas.

Con carifio y agradecimiento muy especial para nuestros Maestros y Direclores de tesis.
«* Q.F.L. ANDREA A. BECERRIL OSNAYA
< Q.F.B. VICTOR Q. AVILA MIRANDA.

A nuestro honorable y distinguido jurado:

< ANDREA A. BECERRIL OSNAYA.
< SUSANA E. MENDOZA ELVIRA

“+ MARCELA HERNANDEZ VARGAS
» GLORIA L. ARELLANO MARTINEZ
% AMPARC LONDORO QROZCO

Allng. JUAN GARIBAY BERMUDEZ, por su tiempo y asesoramiento estadistico. Gracias.
AlQF.B. ROBERTO BOTELLO. Por el material proporcionado.

Ala empresa ATYDE:
QF.B VICTOR GIL AVILA MIRANDA.
Por su asesoria y matenal proporcionado para la realizacion det trabajo experimental. Gracias.

& LOS PROFESORERS DE LAS FES-C:
Con gratifud y Respeto, por fransmitirme sus ensefianzas.

AL PERSONAL DE LOS LABORATORIOS DE COMPUTO { SALAS a0 Y B):
Agradecemos a todo el personal def centro de computo tanto a los profesores como a los prestadores de
servicio social por el asesoramiento y faciidades prestadas para la escritura det presents trabajo.

& LOS LABORATQRISTAS:
Irene, Martin y Lucha por su amistad y disposicion de apoyamos siempre incondicionalmente.

A todas aquellas personas que de alguna manera u otra nos ayudaron y contribuyeron en el desarrollo de la
tesis, pero fambién aqueifas que nos hicieron mas dificil el camino, porque gracias a eflos aprendimos a
valorar ef esfuerzo que realizamos para poder fitularnos,

MUCHAS GRACIAS A TODOS.



L1

L2

13

14

rs

16

L7

IE

i1

INDICE

Abreviaturas

Indice de cuadros

Indice de diagramas

Indice de grificas

Indice de figuras

Resumen

Generalidades

Medios de cultivo

Clasificacion de los medios de cuftivo
Caracteristicas de medios de cultivo

Usos y apficaciones de {os medios de cultivo
Conservacion de m.o,

Control de calidad en la preparacion de los medios de cultivo y su
Juncionamiento

Control de calidad del equipo

Fuentes de ervor en [a preparacion

Objetivo general

16

i9

23

28

31



I

Ir2

I

ILr

Irit

riz

13

14

fLLs

n

I

.2

M3

V4

V1

V2

Obyetivos particulares

FHipétesis

®arte experimental

Material

Cristaleria

Equipo

Medios de cultivo deshidratados

Reactivos

Material biologico

Metodologia

Mantenimiento del cepario

Preparacion de medios de cultivo

Prueba de promocion e infibicion de crecimiento
Metodologia para la realizacion de la prueba de susceptibilidad
antimicrobiana. ( método de Kirby-Bauer)
Resultados

Resultados de los medios de cultivo evaluados

Andlisis estadistico

31

32

33

35

35

35

36

37

38

39

41

48

51

35

38

06

78



LISTA DE ABREVIATURAS.

Abreviatura: Significade:

ADH Arginina

AMY Amigdalin

ARA L-Arabinosa

ATCC Coleccién Americana de Cultivos Tipo
B-Gal Z-naphthyl-f§-D-galactopyranoside

Cit Citrato de sodio

°C Grado centigrado

co, Dioxido de Carbono

EHEC Escherichia coli enterohemorrdgica



EIEC Escherichia coli enteroinvasiva

EMD ‘ Emanuel Merck Darmsdat

EPEC Escherichia coli enteropatdgena
ETEC Escheriachia coli enterotéxigenica
FRU Fructosa

GLU Glucosa

GEL Gelatina Kohn *s

GGT Gama Glutamato Transferasa

g Gramo

Judi Grados de libertad




hr Hora

H,S Acido sulfhidrico

IMViIC Indol,rojo de metilo, Vogues Proskawer,
Citrato

INO [nositol

LAC Lactosa

LIP Lipasa

L Litro

Lb Libra

MAL Maltosa

MAN Manitol




MOB

MNE

min.

ml.

MCTC

N,

Melibiose

API M (motilidad)

a-methyl-D-glucoside

D-Mannose

Minuto

Mililitro

Milimetro

IICTOOTZaniSmo

Coleccion Nacional de Cultivos Tipo

Nitrogeno gaseoso




NIT

NO,

NAG

aDc

19).4

OF/O

OF/F

ONPG

Normalidad (eq/lt)

Nitrato de potasio

Nitrito

N-acetyl-glucosamina

Ornitina

citocromo oxidasa

Oxidacién

Fermentacion

ortho-nitro-pheny!-p-D-

galactopyranoside

Oxigeno



PAL

Pro A

PVC

pH

SAC

SSF

TSI

ufe

pL

Fosfatasa alcalina

Proline Arylamidase

Polivinilcelulosa

Concentracion de iones hidrégeno

Sacarosa/Sucrosa

Solucién salina fisiolégica

Triple azicar hierro

Unidad formadora de colonia

Dinucledtide de nicotinamida y adenina
o NAD fosfato
Hemina

Microlitro



Cuadro No. |

Cuadro No. 2

Cuadro No. 3

Cuadro No. 4

Cuadro No. 5

Cuadro Ne. 6

Cuadro No. 7
Cuadro No. 8

Cuadro No. 9

Cuadro No. 10

INDICE DE CUADROS

Indicadores de pH de uso mas frecuente en laboratorio
de bacteriologia.

Procedimiento de control de calidad del equipo
microbioldgico cominmente usado.

Condiciones para el mantenimiento de los m.o.
Caracteristicas generales de los m.o. empleados
Resultados cualitativos experimentales de los medios

de cultivo evaluados.

Resultados de los ensayos en agar Mueller-Hinton
Resultados cuantitativos experimentales de los medios
de cultivo evaiuados

Valores promedio de los resultados cuantitativos
experimentales de los medios de cultivo evaluados.
Tratamiento estadistico del medio sales manitol
empleando la prueba “t de Student”

Resultados del tratamiento estadistico de los medios de

cultivo evaluados.

Pag.

28
45
46

62
71

73

76

79

81



Diagrama No. |

Diagrama No. 2
Diagrama No. 3
Diagrama No. 4

Diagrama No. §

Grafica No. 1
Grafica No. 2

INDICE DE DIAGRAMAS

Pag.
Descripcion del desarrollo experimental para la realizacion
del proyecto “Evaluacion de la estabilidad de diferentes
medios de cultivo en condiciones estandar”. 34
Mantenimiento del cepario. 44
Preparacién de medios de cultivo. 50
Prueba de promocion e inhibicién de crecimiento. 34
Metodologia de Kirby-Bauer para la realizacion de prueba
de susceptibilidad en placa. 57
INDICE DE GRAFICAS
Pag.
Tiempo de vida optima de los medios de cultivo evaluados. 77
Regidn de aceptacién y rechazo para el ejemplo del agar sales 80

manitol




Figura No.

Figura No.

Figura No.

Figura No.

Figura No.

Figura Na.

Figura No.

Figura No.

Figura No.

Figura No.

Figura No.

10

1

INDICE DE FIGURAS
Estructura base del agar-agar que se emplea como agente solidificante
en los medios de cultivo
Dispensador Peristiltico de flujo continuo, matraces FErlenmeyer,
Manguera de silicdn-teflén y cajas Petri.
Almacenamiento de medios de cultivo en placa (refrigeracion 2-8°C),
Sobres de m.o. liofilizados proporcionados por [a empresa ATYDE.
Sistema microacrofilico (Jarra Gaspack).
Micropipetas, puntas, asas de platino y tubo No. 0.5 del nefelometro de
MacFarland para la realizacion de la técnica de Miles & Misra.
Medios de cultivo deshidratados.

Presentacion de medios de cultivo en placa.
Estandarizacién de la técnica de Miles & Misra en agar casoy con

Staphylococcus aureus (diluciones 107,102,107,10'%).

Serie de diluciones de los microorganismos empleados en la técnica de
Miles & Misra.

Incubacién de medios de cultivo en placa, de! ensayo de promocion e
inhibicién de crecimiento técnica de “Miles & Misra” a una temperatura

de3s5+x1°C

Pig,

40
41
4]

43

53

58

59

60

60

61




Figura Ne. 12

Figura No. 13

Figura No 14

Figura No. 15

Figura No. 16

Ensayo de promocién de crecimiento en agar sanqre de Strepfococcus

pneumoniae (a-hemolisis), Staphylococcus aureus (B-hemolisis vy

Streptococcus pyogenes (f-hemdlisis),

Ensayo de promocién de crecimiento en agar chocolate con Neisseria
meningitidis (o-hemélisis), Haemophilus influenzae tipo “b" y

Haemophilus influenzae (muestra clinica).

Ensayo de promocién e inhibicion de crecimiento en agar brolacin de

Candida albicans, Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli.

Ensayo de promocidn ¢ inhibicién de crecimiento en agar chromacult
con Enterobacter  aerogenes, Pseudomonas  aeruginosa 'y

Staphylococcus aureus.
Ensayo de promocién e inhibicién de crecimiento en agar EMB con

Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus.

66

66

67

67

68




Figura No. 17

Figura No. 18

Figura No. 19

Figura No. 20

Figura No. 21

Figura No. 22

Ensayo de promoctén e inhibicion de crecimiento en agar verde

brillante con Enterobacter aerogenes, Pseudomonas aeruginosa y
Staphylococcus aureus.

Ensayo de promocidn e inhibicion de crecimiento en agar salmanella-

shige"a con Salmonella enteritidis, Pseuwdomonas aeruginosa y
Staphylococcus aureus.

Ensayo de promocion e inhibicion de crecimiento en agar Chapman con
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli.
Ensayo de promocién e inhibicién de crecimiento en agar sales manitol
con Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y Escherichia
coli.

Ensayo de promocién e inhibicién de crecimiento en agar Nickerson
con Candida albicans, Pseudomonas aeruginosa 'y S. aureus.

Ensayo de susceptibilidad a antibiéticos en agar Mueller-Hintan sobre

cultivos de microorganismos grampaositivos y gramnegativos.

68

69

69

70

70

72




Resumen.

El presente proyecto se realizo en la FES-Cuautitlin, durante el periodo que
comprendié del 1 de diciembre de 1997 al 30 de marzo de 1998.
¢ En esté, se evaluaron medios de cultivo preparados en placa, durante 90 dias (12

semanas), observando que la funcienalidad de los mismos fuera la 6ptima.

+ Para el cantrol de calidad fue necesario la implementacion de un cepario y su
mantenimiento en condiciones dptimas, a lo largo def proyecto, a las cuales se ies
realizaron pruebas bioquimicas primarias 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 cafidad en los medios de cultivo que se evaluaron.

* Asi también se requirié la técnica “Miles & Misra” para el ensayo de promocion e
inhibicién de crecimiento.

* Se evaliio la difusién de antibidticos en aqar Mueller-Hintan, empleandose el método
de Kirby Bauer.

De lo anterior se obtuvieron resultados de estabilidad y funcionalidad, en donde
los medios ricos fue de 4-8 semanas, para los medios diferenciales y selectivos de 13
semanas.

Los resultados obtenidos en el ensayo de promocion e inhibicién de crecimiento
se analizaron por comparacion con un medio de referencia (ayar casoy), con ayuda del
método estadistico "'t de student * con 99 % de confianza.

Por lo anterior podemos decir que es factible realizar el almacenamiento en
refrigeracién de los mismos, durante un periodo determinado, asegurando su estabilidad

y funcicnalidad .




I. Generalidades

Los m.o. varian en sus requerimientos de desarrollo, estos necesitan fuentes de
nitrogeno, carbono y oligoelementos como el manganeso, molibdeno. zinc, cobre, cloro,
etc., mientras que otros mas exigentes tienen necesidad de factores de crecimiento como
aminoécidos, vitaminas, purinas, hidrolizados de proteinas en forma de peptonas, que
proveen componentes nitrogenados en forma mas accesible, que se obtienen por tratamiento
con 4cidos, alcalis o enzimas.

El carbono se necesita en la mayor parte de las veces en forma de compuestos
organicos (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
atra6sfera. Las necesidades de hidrégeno se cubren principalmente con los compuestos
organicos y, en casos particulares, también a partir de compuestos inorganicos. El nitrégeno
proviene de sales en forma de nitratos, nitritos o compuestos aménicos. 0 de compenentes
mas complejos como aminodcidos, péptidos o proteinas. Los otros elementos se toman
principalmente de sales.

Las peptonas son sustancias hidrosolubles obtenidas a partir de proteinas por
tratamiento enzimdtico. Son mezclas de péptidos que, en funcién de la proteina 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 proteinas se obtienen preferentemente a partir de caseina, de carne, de gelatina o

de harina de soya. La hidrélisis enzimatica se realiza mediante tripsina, pepsina, papaina o




jugo pancreatico. Los hidrolizados son mezclas de péptidos de alto y bajo peso molecular,
que se obtienen por procedimientos inorginicos a partir de proteinas, Los extractos son
productos de maceracidn en solucién acuosa abtenidas per calentamiento, que se reducen a
polvo por evaporacion. Son ricos en proteinas de bajo pese molecular y en factores de
crecimiento. El extracto de carne se obtiene a partir de carne magra sometida a digestion
enzimatica. Y que carece de hidratos de carbono vy, por lo tanta, puede utilizarse
provechosamente para reacciones de fermentacidn. 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 preparacion 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 bisicos crudos. Los laboratorios ya
no preparan medios de este modo, con la posible excepcién de unos pocos que producen
algunos medios para utilizar en sus laboratorio de tuberculosts. Actualmente la forma mas
comin de preparar medios de cultivo es a partir de medios deshidratados, los cuales solo
requieren adicién de agtia para Su reconstitucién, se presentan en forma de polve o
granulado.

También pueden emplearse medios deshidratados con aditivos que pueden ser:
sangre, suero u otras factores de desarrollo, que generalmente son materiales inestables, Y

que sirven para respaldar el desarrollo de microorganismo exigentes. (5. 9, 31, 33, 34)




A comienzos de la década de los 60°s, las compafiias 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 Lowensiein-Jensen. La responsabilidad del
control de calidad en la preparacion de los medios recae en el fabricante hasta el momento

de su venta al consumidor.
En la actualidad, la eleccion adecuada del medio de cultivo depende del nimero, el

tipo de muestras manipuladas, los recursos disponibles para la preparacion, las pruebas de
control de calidad y el almacenamiento. Algunos lineamientos para la seleccion de los

medios entre los centenares que existen, son los siguientes:

1. 5i 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, comparario primero con un control.

5. Cuando se empiea un medio selectivo para un aislamiento primarie, incluir también uno

no selectivo. Cuando se emplean dos medios selectivos, elegitfos con diferentes niveles
de inhibicion, por ejemplo agar verde brillante muy selectivo con el menos inhibitorio

agar xilosa-lisina- desoxicolato (2, 5, 8, 30, 31)



1.1 Medios de cultivo

Los medios de cultive se utilizan para una variedad de propdsitos en el laboratorio.
Su rendimiento debe por ende juzgarse aceptable para ascgurar que sirvan a los fines para
los cuales se han preparado. Los medios de cultivo se cmplean para propagar bacterias,
hongos y virus. Un medio debe no sélo respaldar el desarrolio de un m.o., sino que éste
debe exhibir una morfologia colonial y microscopica tipica en el medio. Las variaciones en
la composicion del medio pueden alterar estas caracteristicas.

Para ta produccién de medios de cultive solidos, se afade un agenie de
solidificacién a las soluciones nutritivas liquidas. El agar-agar (ver tigura No.1} es un
agente de solidificacion pricticamente ideal. Funde solamente a temperaturas superiores a
90°C, pero al enfriar permanece liquido hasta una temperatura de aproximadamente 40G°C.
El agar-agar es un extracto seco, gelificante, obtenido de algas rojas, principaimente a partir
de las especies Gellidium, Rhodophyceae y Graciliaria. El agar no es tdxico para las
bacterias y es atacado (hidrelizado) por muy pocas de ellas; por lo tanto se utiliza
universalmente en una concentracion de 1.5-2% como gel en la preparacion de medios de
cultivo solidos. Quimicamente es una mezcla de dos polisacaridos: agarosa y agaropectina.
La proporcion de agarosa y agaropectina es variable, con valores extremos de 73% de

agarosa y 25% de agaropectina, segin la clase de aiga empleada.(2, 8, 33, 54)



Figura Mo. 1. Estructura base del agar-agar que se emplea como agente
solidificante en fos medios de cultivo.

La agarosa es un polimero lineal, compuesto por unidades aiternas de D-galactosa y
de 3,6-anhidro-1-galactosa, enlazadas por uniones a-1,3 y B-1,4 alternadas. Este se emplea
para pruebas de inmunodifusion y para inmunoelectroforésis. La agaropectina es una
cadena ramificada, por uniones dextro y levo galactosa esterificada por grupos sulfato que
contienen también 4cidos glucurdnico v pirkvico. El agar es una mezcla de polisacéridos,
pero puede contener una variedad de impurezas, particularmente sales inorgdnicas que
varian segun la fuente y método de extraccion.

En los medios de cultivo pueden estar contenidos colorantes como indicadores de
pH ¥y potencial redox, cuyo cambio de color sea caracteristico para un determinado
intervalo de pH que produce el crecimiento microbiano en los diferentes medios de cultivo.
Estos indicadores se utilizan principalmente para detectar {a produccidn de dcido a partir de

los hidratos de¢ carbono contenidos en el medio (ver cuadro No. 1). (30, 34)



El azul de metileno y la resazurina son los indicadores redox mads utilizados; por su

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

Cuadro No.1. Indicadores de pH de uso mas frecuente en medios de cultivo en el
laboratario de bacteriologia.

1.2 (Clasificacion de los medios de cultivo

ACIDO& pH — ALCALINO
INDICADOR | COLOR 41 5f(6|7[8]91o|n{t2]13] 14 {COLOR
Azul de timol Rojo Amarilio
Tomasol Roj 0 Azul
Parpura de Amarill Pa
bromocresol martflo vrpura
Azul de china Azul tacoloro
Azul de .
Amarillo Aml
bromotimol
Rojo de fenol | Amarillo Rojo
Rojo neutro Rojo Amarillo
Azul de timol | Amariilo Al

Dentro de la clasificacién de los medios de cultivo en el laboratorio de bacteriologia,

se encuentran en base a su estado fisico y por su contenido de nutrientes (composicion).




<+ Estado fisico:

Sélidos: contiene 1.5% de agar.

Liquidos o caldo: 0% de agar.
Semisélidos: contienen 0.7-0.9% de agar.
*+ Contenido de nutrientes:

Medios simples 0 medios minimos.

Son aquellos que contienen una fuente de carbono, de nitrégeno, etc. Es decir, son
medios que en general contienen los nutrientes esenciales para promover el desarrotlo de
m.0. poco exigentes nutricionalmente. Tales medios pueden ser: Caldo tioglicolato y caldo
triptosa.

Medios ricos.

Son aquellos que contienen una fuente de carbono, de nitrégeno, extracto de
levadura, de carne y peptona, como son: agar sangre, agar chocolate, Loeffler, log cuales
pueden ser enriquecidos con aditivos como: yema de huevo, liquido ascitico, leche, suero,
etc. (2, 30,33.47)

Medios de enriquecimiento.

Son altamente selectivos y suelen estar disefiados para aistar un m.o. especifico, por
ejemplo: caldo tetrationato que contiene peptonas, sales biliares, carbonato de sodio,
sirve para aislar Su/monella de heces, orina y alimentos {carne, leche. etc.); Caldo selenito
de sodio que contiene lactosa, selenito de sodio, y sitve para el aislamiento de Salmonella

de muestras de heces y sangre.



Medios diferenciales.

Contiene sustancias donde estas no deben tener influencia en la proliferacion de los
m.o. Estos permiten diferenciar a los m.o. en base a sus propiedades metabolicas. Los
medios diferenciales contienen colorantes, azGcares e indicadores para revelar una respuesta
bioquimica caracteristica (generalmente un color) y se emplean para diferenciar grupos de
microorganismos tales como fermentadores y no fermentadores de lactosa. Son medios que
se utilizan de primera eleccion en laboratorios de Diagndstico Microbiologico para el
aislamienio de los miembros pertenecientes a la familia Enrerobacteriaceae y otros m.o.
gramnegativos, ademas sirven de base para comparacion de la funcionalidad de medios de
cultivo de innovacién. (2, 30, 33, 47)

Medios selectivos.

Contienen sustancias que oftecen buenas condiciones de crecimiento solamente a
determinados m.o., mientras que otros no pueden proliterar, o lo hacen lentamente. Los
medios selectivos contienen, ademds de los componentes presenies en los medios
difetenciales. agentes para inhibir la mayoria de las enterobacterias y seleccionar de una
muestra cepas resistentes a mayores concentraciones de los componentes (inhibidores como

sales biliares).

L3 Caracteristicas de medios de cultivo,

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

composicién v caracteristicas bioquimicas a observar en eilos.




Agar sangre.

Composicién (g/litro):

Sustrato nutritive (Extracto de corazén y peptonas) 20.0 g; cloruro de sodie 5.0 g; agar-
agar 15.0 g; aditivo: sangre de carnero desfibrinada 50 mL.

Este medio sostiene el desarrolio de todos los m.o. con impertancia clinica excepto los
mas exigentes. En ¢l agar sangre s determina la capacidad de ciertos m.¢. para producir
enzimas extracelulares que actian sobre los glébulos rojos ya sea por lisis completa
{hemdélisis beta) o por una coloracion verdosa alrededor de la colonia (hemolisis alfa) o por
ausencia de alteracion (a veces denominada hemdlisis gama).

Agar chocolate.

Composicion (g/litro):

Sustrato nutritive especial (base columbia) 23.0 g; almiddn 1.0 g ; cloruro sddico 3.0 g;
agar-agar 3.0 g.

Este medio completo de gran calidad, es utilizable, tanto para el cultive de m.o., incluso
exigentes, asi también como base para la preparacion de diversos medios de cultive

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 °C) justo lo
suficientemente elevada para lisar los globulos rojos a fin de que se libere la hematina
(factor X). A esta temperatura también se inactiva la NADasa. Dado que el factor V es

termeolabil, se debe tener cuidado de no sobrecatentar el medio durante su preparacidn.




ﬂqar brolacin.

Composicion (g/litro):

Peptona 3.0 g; extracto de levadura 2.0 g, extracto de carne 2.0 g: L(-)cistina 0.28 g;
lactosa 10.0 g; azul de bromotimol 0.03 g; agar-agar 12.0 g.

Este medio se emplea para la determinacidn del mimero de m.o., aislamiento e
identificacion orientativa de m.o. existentes en orina.

Debido a l1a amplia disponibilidad de sustancias inhibidoras v a la posibilidad de
lograr una cierta diferenciacion de las colomas, resulta también un medio de cultivo
universal que goza de preferencia. Como sustancia reaccionante contiene lactosa. La
degradacidn a dcido de esta ultima origina un vire de color hacia el amarillo, del azul de
bromotimol. La alcalinizacién provoca un vire a azul intenso. La notable pobreza de

electrolitos provoca la represidn de e invasion de las especies de Profens.

Agar chromocult.

Composicién (g/litro):

Peptona 3.0 g; cloruro sédico 5.0 g; dihidrogenofosfato potasico 1.7 g; hidrogenofosfato
dipotasico 3.0 g, piruvato sodico 1.0 g; triptofano 1.0 g; agar-agar 12.0 g; lawril sulfato
sddico 0.01 g; mezcla de cromdgenos 0.2 g.

Medio selectivo para la identificacion simultinea de celtformes totales y
Escherichia coli en muestras de agua y de alimentos.Gracias a la accion conjunta de
peptonas selectas, piruvato y tampén de fosfatos se garantiza un rapido crecimiento también
de coliformes con dafios subletales. El contenido en lauril sulfato inhibe ampliamente el

crecimiento de m.o. grampositivos, sin afectar el crecimiento de coliformes.(33)



La identificacién simultinea de coliformes totales y Escherichia coli se hace posible
por la nueva combinacion, de patente solicitada (laboratorios Merck de México), de dos
sustratos cromogenos. El sustrato Salmon-GAL sufre ruptura por la enzima B-D-
glucuronidasa caracteristico de coliformes y provoca una coloracion roja de las colonias de
coliformes. La identificacion de la B-D-glucuronidasa caracteristica para Escherichia coli
tiene lugar mediante el sustrato X-glucurénico, cuyo preducto de ruptura produce una
coloracion azul de las colonias positivas. Ya que Escherichia coli rompe tanto Salmon-
GAL como X-glucurénido, las colonias se tifien de violeta-azul oscuro v debido a ello son
faciles de diferenciar de las restantes coliformes, que se presentan de color rojo. El
contenido en triptéfano mejora la reaccion de indol para la confirmacion adicional de
Escherichia coli y aumenta con ello la seguridad de identificacion en combinactén con la

reaccion Salmon-GAL y la reaccion X-glucurdnido.

Agar Rambach.

Composicién {g/litro):

Peptona 8.0 g; cloruro sédico 5.0 g; desoxicolato sodico 1.0 g; mezcla cromégena 1.5 g;
propilenglicol 10.5 g; agar-agar 15.0 g.

Medio de cultivo para diagnéstico diferencial para identificacion de Salmorella en

alimentos y muestras clinicas. Los sustratos de sustancias alimentarias centenidas en el agar
Rambach permiten un buen crecimiento de enterobacterisceas. El dusoxicolato sédico

produce una inhibictén de la flora acompafiante grampositiva. El agar Rambach, permite

diferenciar las salmonellas claramente de otros m.o. Esto es posible por la adicion de




propilenglicol al medio de cultivo. Las salmonelias forman acido a partir det propilenglicol
y en combinacién con el indicador de pH producen colonias rojas caracteristicas.

Para diferenciar las coliformes de ias salmonellas el medio de cultivo contiene un
cromdgeno, que indica la presencia de la separacion de B-galactosidasa caracteristica para
los coliformes. Los m.o. coliformes crecen en forma de colonias verdes-azuladas/violeta-
azuladas. Otras enterobacteridceas y m.o. grannegativos crecen en forma de colonias
incoloras /amarillentas.

Ngar EMB.

Composicién (g/litro):

Peptona 10.0; hidtogenofosfato dipotasico 2.0; lactosa 5.0;sacorosa 5.0; eosina
amarillenta 0.4; azul de metileno .07, agar-agar 13.5.

Medio selectivo para la demostracién y el aislamiento de Enterobacteridceas patogenas
(26}. El contenido en lactosa y sacarosa hacen posible la distinciéon de salmonellas y de
shigellas lactosa-negativas y sacarosa-negativas, frente a la flora acompafiante lactosa
negativa pero sacarosa-positiva {(ejemplo: Protews vulgaris, Citrohacter, Aeromonas
hydrophila). Los m.o. de acompaiiamiente ndeseables, grampositivos especialmente,
resultan ampliamente inhibidos en su crecimiento, gracias a los colorantes presentes en la
formulacion.(33)

flgar MacConkey.

Composicion (g/litro):

Peptona de caseina 17.0 g, peptona de came 3.0 g; clorure sodico 3.0 g; lactosa 10.0 g;

mezcla de sales biliares 1.5 g; rojo neutro 0.03 g; cristal violeta 0.001g; agar-agar 13.5 g.




Agar selectivo para el aislamiento de Saimonella, Shigeila y bacterias coliformes, a
partir de heces, orina, alimentos, aguas residuates. Las sales biliares v el cristal violeta
inhiben considerablemente la flora grampositiva. La lactosa, junto con ¢l indicador de pH
rojo neutro, sirve para la comprobacion de la degradacion de dicho aziicar.

Dgar verde brillante.

Composicion (g/litro);

Peptona de carne 5.0 g; peptona de caseina 3.0 g; extracto de carne 3.0 g; cloruro sédico
3.0 g; hidrogenofosfato disédico 2.0 g; lactosa 10.0 g; sacarosa 10.0 g; rojo de fenol 0.08 g;
verde brillante 0.0125 g; agar-agar 12.0 g.

Medio de cultivo seiectivo para el aislamiento de Salmonella excepto Salmonella
typhi, a partir de m:.eriales patologicos, heces, orina, alimentos, etc. El medic de cultivo
contiene lactosa, cuya degradacion a 4cido se reconoce por el vire a amarillo del rojo de
fenol, que actila como indicador de pH. En ambiente alcaline presenta color rojo intenso.
La flora acompafiante grampositiva asi como Salmonella typhi y Shigella resultan muy
reprimidas por la presencia de verde brillante y por el contenido de sacarosa permite el
reconocimiento de la flora acompaiiante lactosa débil o lactosa-negativa pero sacarosa

positiva.

Rgar sulmonella-shigella.
Composicién (g/litro):Peptonas 10.0 g; lactosa 10.0 g; bilis de buey desecada 8.5 g;
citrato sodico 10.0 g; tiosulfato sédico 8.5 g; ciwato de amonio férrico 1.0 g; verde brillante

0.0003 : rojo neutro 0.025; agar-agar 12.0.



Medio para el aislamiento de Salmonella y Shigella a partir de heces, alimentos y
otros materiales objeto de investigacién. El verde brillante, ia bilis de buey y la elevada
concentracidn de tiosulfato y de citrato inhiben considerablemente la tlora acompariante.
Con el tiosulfato ademas de iones de hierro se pone de manifiesto la formacién de sulfuro
por el ennegrecimiento de las correspondientes colonias. Las colonias de ¢oliformes quedan
sefialadas por la demostracion de la degradacion de lactosa a 4cido, a cargo del indicador de

pH rojo neutro,(33)
Agar Chapman.

Composicién (g/litro):
Peptona de caseina 10.0 g; extracto de levadura 2.5 g; hidrégenofosfato dipotdsico 5.0 g;
gelatina 30.0 g; lactosa 2.0 g; D{-)manitol 10.0 g; cloruro sédico 75.0 g; agar-agar 12.0 g,
Para el aislamiento v la diferenciacion de Staphylococcus a partir de alimentos y
otros materiales. Sobre este medio de cultivo crecen solamente nL.o. que poseen una elevada
tolerancia a la sal comdn. Entre ellos, las colonias de Staphylococcus son diferenciables
utilizando como criterios la degradacién del manitol, la gelatinolisis v la formacion de

pigmento.

Nqar sales manitol.

Composicién (g/litro):
Peptona 10.0 g; extracto de carne 1.0 g; cloruro sédico 75.0 g; D(-)manitol 10.0 g; rojo
de fenol 0.025 g; agar-agar 12.0 g.
Medio selectivo para la demostracién de Staphylococcus patégenos en alimentos y

otros materiales objeto de investigacion (10). Debido a la concentracion extremadamente




alta de sal, permite solamente el crecimiento de m.o. tolerantes a ella. entre Jog que se
encuentran los del género Staphylococcus. La degradacion del manitol. con formacién de
acido, estd notablemente correlacionada con la patogenicidad del m.o. en cuestién ¥ sirve,

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

Dgar Nicherson.

Composicion (g/litro):
Extracto de levadura 1.0 g; peptona de harina de soya 2.0 g; glicina 10.0 g; D(+)glucosa
10.0 g; indicador sulfito bismuto 2.0 g; agar-agar 15.0 g.

Medio para el aislamiento y diferenciacion orientativa de hongos del género
Candida v otras levaduras (37). Junto con el extracto de levadura, glicina y glucosa como
base nutritiva, este medio de cultivo contiene un “indicador sulfito bismuto” para inhibir
ampliamente la flora acompaiiante. Candida y la mayoria de otras levaduras se desarrollan
sin inconveniente, bajo la reduccién simuitinea del sulfito bismuto, tomando una
coloracion parda.(33)

Agar casoy.
Composicién (g/litro):
Peptona de caseina 15.0 g; peptona de harina de soya 5.0 g; cloruro sédico 5.0 g; agar-
agar 15.0 g.
Medio de cultivo universal, exento de sustancias inhibidoras y de indicadores,

disefiado para su utilizacidn en un amplio espectro de aplicaciones. Por su rica y abundante

base nutritiva, este medio de cultivo es adecuado también para el cultivo de



microorganismos exigentes. Se utilizan como 1ales, o como base para la tabricacién de
medios especiales de cultivo por ejemplo, Agar-sangre v Agar-Proteus.{24)

Agar Mueller - Hintan.

Composicion (g/litro):
Infusion de carne 2.0 g ; hidrolizado de caseina 17.5 ¢ ; almidén 1.5 g ; agar-agar 13.0 g.

Medio de cultivo empleado para el ensayo de la sensibilidad. o para ensavo de

resistencia de agentes patdgenos médicamente importantes frente a antibidticos y
sulfamidas, El agar Mueller-Hintan se utiliza para la realizacién del ensavo de difusién en
placas. La composicion de dicho medio garantiza, por una parte, condiciones tavorables de
crecimiento y por otra parte, cuenta con la ausencia, muy considerable, de dntagonistas de
las sulfamidas. Para mejorar de forma considerable el crecimiento de m.o. exigentes. puede
afladirse sangre al agar Mueller-Hinton. Esto puede sin embargo, conducir a resultados

errdneos en el ensayo de enterococos frente a nminoglucdsidos (28, 33).

I. 4 Usas y aplicaciones de los medios de cuftivo.

%+ Medicina Humana y Veterinaria.
En el campo de la medicina humana, se efectiian investigaciones microbiologicas en el
diagnéstico de infecciones y para el control de las medidas terapéuticas que le siguen, Para

ello se utilizan medios de cuitivo para la seleccién y la diferenciacion. para el recuento de




los m.o. y fa identificacién bioquimica, y para la prueba de la sensibilidad. Por ende
métodos analogos se utilizan en medicina veterinaria, (6, 34, 38, 46, 33)

+* Industria Farmacéutica

La mayor parte de los productos de la industria farrmacéutica deben cumnplir con una

especificacion microbiolégica establecida de acuerdo a la Farmacopea respectiva. En
consecuencia, el control de calidud microbiolégico es una fase importante en el proceso de

produccion.

* Industria Cosmética
Casi todos los productos cosméticos contienen sustancias bioldgicas activas, como
vitaminas, hormonas, aceites y grasas de origen animal y vegetal. Todos los productes con
constituyentes biolégicos pueden contener m.o. patégenos, incluso en condiciones 6ptimas
de produccidn. Para la prevencion de infecciones es en este caso iguaimente importante el

andlisis microbioldgico para la proteccién del consumider.

<+ Industria Lictea
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 licteos deben satisfacer las exigencias

particularmente rigurosas con lo que respecta a la calidad bacteriolégica. (6, 34, 38, 46, 53)



+» Industria Carnica

En los mataderos es donde se procede a investigaciones microbiolégicas en la carne para
que quede garantizada la calidad irreprochable de los productos cédrnicos. Ademas del
andlisis de la carne para establecer su contenido en m.o., se determina, mediante ensayos de
deteccion de residuos de antibidticos, si un animal ha estado tratado con antibidticos 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 estd sometido a
reglamentaciones particularmente estrictas. Una condicidén previa imporiante para las
investigaciones microbioldgicas es la preparacion del material a ensayar y la eleccién del
medio de cultivo mas conveniente al objetivo de las investigaciones proyectada.s,,éé'. 34,38,

46, 53)

++ Fabricacién del Material de Embalaje
En la fabricacion de embalajes para los productos alimentarios, debe existir la garantia que
el contenido quede protegido contra las influencias desfavorables, por ejemplo, contra la de
los m.o. Gracias a los anélisis microbiolégicos se tiene la seguridad que solo se utilizan

materiales de embalaje que no transforman el contenido en foco de infeccion.




*» Control del Agua Potable y Agua de Uso Industrial

Debe prestarse atencién particular al control del agua potable v del agua de uso industrial.
Actualmente el agua de numerosas fuentes naturales, debido a las contaminaciones
provenientes del medio ambiente y del poder de autopurificacion biologico perturbado, no
puede utilizarse directamente ni como agua potable ni como agua de uso industrial. El agua

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

L5 Conservacion de microorganismos.

El objetivo primordial de la conservacion de un m.o. es mantenerlo vivo, en las
condiciones mas cercanas a las que tenia al ser ai;lado, sin mutaciones o variaciones y por
supuesto, libre de contaminaciones. Algunas especies pueden conservarse vivas por
periodos prolongados, pero si eflo se logra a costa de pases frecuentes pueden modificarse

muchas de las caracteristicas originales.

Existen métodos muy diversos para la conservacién de m.o. y hay variaciones muy
marcadas en cuanto al medio mds adecuado para difepentes especies. Las instituciones
(hospitales, laboratorios farmacéuticos, centros de investigacion) en donde se necesita la
conservacién tienen igualmente gran diversidad de equipo, espacio de almacenamiento,

capacidad econdmica, etc.



Asi pues las necesidades, disponibilidades de equipo y personal dictan los métodos
para la conservacidn de los m.o. especificos que muchas veces son caras o de dificil

obtencion. Los m.o. de coleccidn necesitan un manejo escrupuloso. (18}

Un aspecto al que debe dedicarse mucha atencién es la forma en que se etiquetan los
cultivos, Cada m.o. debe tener un nimero de registro que remita a tichas con toda fa
informacién requerida. El minimo de datos debe incluir origen, especie. clave, fecha de
aislamiento. caracteristicas fenotipica, prucbas especificas en las que debe utilizarse y

método de conservacion.

Los métodos de conservacién de m.o. se dividen en grupos a corto y largo plazo :

Conservacion a corto plazo :

» Resiembras: Este es el método tradictonal v mas facil de conservacion. por medio de
pases periodicos a medio fresco. Los intervalos entre las resiembras varian segin la
especie, el medio empleado y las condiciones del medio ambiente. Las condiciones que
establecen como variables principales son el medio de mantenimiento ¥ la frecuencia

entre resiembras.(18)
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% Almacenamiento en aceite mineral : Muchos m.o. se conservan satisfactoriamente por
meses o afios sumergiendolos en aceite mineral estéril de grado medicinal. Es un
método muy sencillo y barato. Consiste en obtener un crecimiento del m.o. en tubos
con medio sélide, inclinado y agregar asépticamente el aceite mineral cubriendo por

completo el area inclinada. Los tubos se guardan en posicion vertical en refrigeracion.

** Congelacion : Existen diferentes resultados cuando se emplea este método a diversas
especies. Existen m.o. que soportan perfectamente la congelacion y otros, como
Neisseria y Haemophilus que son muy sensibles a ella, El sistema que emplea
nitrdgeno liquido 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 facil y barata, que puede aplicarse con éxito para mantener

cultivos empleados en control de calidad.
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Conservacion a largo plazo :
Liofilizacion.

Este proceso consiste en la deshidratacién de suspensiones de m.o. congelados
sometidos a bajas presiones. Con lo que el agua pasa del estado solido a gas. sin pasar por
el estado liquido. Los m.o. liofilizados pueden almacenarse por tiempo muy prolongado st
se mantienen en condiciones que eviten su contacto con oxigeno, humedad ¥ luz, Con este
método se prepara una elevada cantidad de viales que ocupan un espacio pequefio,
facilitando su almacenamiento.(18)

Los aspectos principales en la conservacion por este método son:

a) Seleccion de viales.

b) Seleccion del agente crioprotector.
¢} Preparacion v propagacién del m.o.
d) Liofilizacion.

€) Almacenamiento.

f) Rehidratacion de m.o. liofilizados.

g) Ultracongelacion.
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I. 6. Control de Calidad en fa preparacion de los medios de cultivo y su funcionamiento,

El control de calidad consiste en una evaluacion sistemtica del trabajo para

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

previamente establecidos, donde finalmente se proporcionen resultados veridicos (tnicos).

Para realizar el control de calidad de medios de cultivo es necesario considerar
puntos basicos como son :
“+ Personal: Este debe ser una persona capacitada en un 4rea especifica y con un
entrenamiento practico.
*» El material de vidrio que cominmente se utiliza en el laboratorio de control
microbiolégico, debe estar limpio, seco y libre de cualquier tipo de
contaminantes, ya que la presencia de éstos aun en pequeifiisimas concentraciones

puede afectar los resultados, por lo que se recomienda:

" Utilizar material de vidrio de borosilicato de bajo coeficiente de expansién

térmica, que tiene excelente resistencia a los acidos excepto at fluorhidrice.
& Para el lavado ordinario usar soluciones detergentes alcalinas o neutras.

¥ para tratamiento severo, utilizar mezcla ¢rémica, acido nitrico caliente, acido
sulfiirico, alcohol, hidréxido de potasio en alcohol, fosfato disddico en

solucidn acuosa,
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T Clasificar y separar el material contaminado del no contaminado y colocarlo

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

" El material contaminado debe colocarse en recipientes adecuados para su

esterilizacién y lavado posterior.

¥ El agar proveniente de cajas, tubos, matraces etc., una vez esterilizado debe
recolectarse en bolsas de plastico de alto punto de fusidn para su eliminacién
posterior ; [o recomendable es incinerarlo, no debe eliminarse por el drenaje.(3,

23, 30)

@ Ef material desechable contaminado debe depositarse en recipientes especiales
(ejemplo : bolsas de plistico de alto punto de fusién), y posteriormente

esterilizarse, desecharse o incinerarse.

& Las pipetas contaminadas inmediatamente después de su uso deben colocarse
en recipientes que contengan soluciones germicidas ; se les quita el algodén de
la boquilla y se procede a su esterilizacion evitando depositar sobre ¢llas

material que pueda quebrarlas.

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

estado y de estropajos y/o esponjas.
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** Colocar el materiat en cscurridores y/o canastillas. Dejar secar al aire. (3,23,30)

*» Conservacién de m.o.: La conservacién Optima de los mo. es de gran
importancia y debe ddrsele la misma prioridad que a la estandarizacion de los
métodos (incluyendo equipo y reactivos empleados); ya que puede traer
consecuencias de correr el riesgo de echar por tierra programas que requieran una
estricta constancia de todos los parametros en el cantrol de calidad.

** Materia prima : Esta debe presentar caracteristicas homogéneas en el tamafio de
particula, color y no presentar apelmazamiento. El envase debe ser de tapa de
aluminio, frasco de vidrio d4mbar, composicién completa en la etiqueta, debe
indicar fecha de caducidad, indicacion clara de la preparacion y niimero de lote.

%+ Area de trabajo : Esta debe ser un drea adecuada y segura (como se menciona en

{a metodologia). (3, 23, 30)

E! contral de calidad para medios de cultivo debe, en el anlisis final, asegurar que

un medio respalde el desarrollo de los m.o., inhibir el desarrollo de m.o. comensales,
exhibir una respuesta bioquimica tipica, ser estable y tener un tiempo de conservacidn

razonable.
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Para tal proposito se deben realizar pruebas de:
Esterilidad.

Pocos son los medios utilizados sin esterilizacion final, pero son excepciones; casi
todos los medios deben ser estériles cuando se inoculan. Cada lote de medio. preparado en
el laboratoric o [_Jrov_enicnte de una fuente comercial, debe ser controlade para asegurar su
esterilidad. Esto se realiza retirando | a 5 % del lote y colocindolo en una incubadora
bacteriologica a 35° C durante 48 horas. Si aparecen contaminantes en el medio como
resultado de esterilizacion inadecuada, se debe adquirir un lote nuevo. ( 14, 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 inoculacién a causa

de la deshidratacién producida lucgo de 48 hrs. de incubacion.

Control de calidad de promocién de crecimiento.

Determinar la capacidad del medio para respaldar el desarrollo de presuntos m.o.,
inoculindo con una cantidad aproximada gque nos permita observar la funcionalidad del
medio. Un error frecuente en el control de calidad es el uso de un ingculo 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 propésito como la técnica de Miles
& Misra. La cual se fundamenta en el mancjo de una cantidad conocida del m.o.,
comparandold con la turbidez del tubo No. 0.5 del nefelometro de MacFarland (equivalente

a 1.5x10® UFC/mL) para posteriormente realizar diluciones.(14, 31)
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Respuesta bioquimica.

Al inocular medios cmpleados para identificar una reaccion especifica, tal como
fermentacion o produccién de H,S. es necesario usar solo una cepa del m.o. que va a
producir la reaccion deseada.

Medio selectivo.

Dado que los medios selectivos estan disefiados para respaldar el desarrollo de m.o.
y parit inhibir el de otros, por esto iltimo es necesario inocular el medio con representantes
de ambos grupos de m.o. Para asegurarse de que este cumpla su funcién se puede probar
con un indculo concentrado del m.o. que no debe promover su crecimiento, pues si sucede
esto con el indculo , pasard lo mismo con una pequeia cantidad del mismo m.o. que pudiera
estar presente en una muestra clinica. En general, dos cepas de m.o, diferentes son
suficientes para verificar las caracteristicas de desarrollo, {a capacidad selectiva o inhibidora
y 1a respuesta bioquimica. ( 14, 31)

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

antimicrobiana por el gran nimero de variables que pueden afectar los resultados. Es
posible controlar algunas caracteristicas fisicas y quimicas de tos medios, como 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 mitad de las concentraciones
antimicrobianas utilizadas y poseen tendencias minimas 2 cambiar fos patrones de

susceptibilidad en el transcurso del tiempo.
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Es importante en el caso de los m.o. aislados en el laboratorio de bacteriologia

clinica la determinacién de 1a actividad bactericida ademdas de la inhibicién antibidtica

(métode de Kirby-Bauer)} contra dichos aislamientos. El método mas Gtii para comprobar la

adecuacion del tratamiento antimicrobiano en muchas infecciones es la respuesta clinica del

pacientc al tratumiento gracias a las pruebas de susceptibilidad. Es relevante destacar que

las pruebas de susceptibilidad antibidtica pretende ser una guia para el clinico v €s por esto

que sc debe asegurar la difusion del antibiotico en el medio de cultivo. (14, 31)

L7 Controf de calidad del equipo.

E! contral de calidad. también corresponde al buen funcionamiento-del material y

equipo de trabajo en la preparacion de medios de cultivo por lo que es recomendable,

establecer registros de procedimientos para su mantenimiento en condiciones optimas de

trabajo (ver Cuadro No.2).

Cuadro Na.2, Provcdimientos de control de calidad del equipg
microbioldgico cominmente usado.

EQUIPO PROCEDIMIENTO INTERVALO LIMITES DE
TOLERANCIA
Refrigeradores | Registro de temperatura | Diario o continuo 2-8°C
Incubadoras Registro de temperatura | Diario o continuo 33.5£1°C
~7 gl
Baiios deagua | Registro de temperatura Diario ;?:ggog

Autoclaves

Prueba con tira de
esporas (Bacitlus
stereotcrmophiius)

Por lo menos
semanal

No crecimiento de esporas en
subeultivo indica corrida
esténl.

Jarras anaerobias

Tira indicadora con azul
de metileno

Con cada uso

La conversidn de la tira de
azul a blanco indica una baja
tension de Os.
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1.8 Fuentes de error en la preparacién de medios de cultivo.

En la preparacion de medios de cultivo se pueden cometer errores v afectar la

calidad de los mismos, estos pueden ser:

Medio inadecuado:

Dado que los medios deshidratados suelen estar dispuestos por orden alfabético en
un estante, es posible seleccionar inadvertidamente un frasco equivocado, o un aditivo
inadecuado, con lo cual el medio resulta inapropiado para su uso. Es siempre importante
leer el rotulo, particularmente cuando se recibe en el laboratorio una nueva partida de

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

Agua:

Medir cuidadosamente la cantidad de agua que se afiade al reconstituir el medio.
Dado que las impurezas hacen que el agua corriente sea inadecuada para la preparacion de
los medios bioldgicos, los laboratorios deben usar agua destilada, desionizada o que ha side

tratada de ambas maneras.

Pesaje:
Emplear balanzas adecuadas para pesar los materiales secos. Los errores de pesaje

alteran significativamente la composicion final.

Distribucidn:
Los medios deben distribuirse exactamente (20 ml + 2 %) y asépticamente en placas

(100 x 15 mm). Esperando un espesor homogeneo de 4 mm, la medicion errdnea de la

29



cantidad exacta puede traer como consecuencia por cjemplo, un medio de agar de espesor
demasiado fino o demasiado profundo, siendo en ambos casos inadecuado para su

utilizacion. Para tal propésito se recomienda una mesa nivelada.

Esterilizacién adecuada:

Un error comun en la preparacion de medios, es ¢l de esterilizar a una temperatura
demasiado clevada y/o durante un periodo demasiado largo. Esto puede producir el
deterioro o descomposicion de algunos componentes de los medios, que inutiliza a éstos

para los fines destinados. (2, 5. 31. 33)

Material de Vidrio;
Se debe tener la precaucién 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 certificacion de licencias, los laboratorios
deben llevar a cabo procedimientos de control de calidad de acuerdo con un patrdn

prescrito como es National Control Laboratory Standars. Deben efectuar registros
cuidadosos de dichos procedimientos y mantenerlos; los registros deben revisarse para
determinar cudles medios estdn rara vez fuera de control v cudles son los que, por razones

de inestabilidad u otros problemas, pueden con frecuencia no satisfacer las Normas de
Calidad. E! contral de calidud de medios de cultivo ¢s un procedimiento enfocado en

forma racional y disciplinada. (2, 3, 31, 33
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11.0bjetivo general,

** Evaluar la estabilidad y funcionamiento de diferentes medios de cultivo preparados en

condiciones estandar y almacenados a una temperatura de 2-8°C por trece semanas.

I1.1. Objetrvos particulares.

< Mantener un cepario en condiciones dptimas para la realizacién del control de catidad de

los diferentes medios de cultivo probados.

< Evaluar ¢! contral de calidad de tos diferentes medios de cultivo en placa. realizando

pruebas de esterilidad, promocién e inhibicién de crecimiento y respuesta bioquimica.

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

instructivo en la elaboracion y control de calidad de medios de cultivo en placa.
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I1.2. Hipdtess.

“Si los medios de cultivo deshidratados son preparados en condiciones estindar y
almacenados en refrigeracién (2-8°C) entonces, estos podrdn ser empleados para lo que

fueron disefiados, con un funcionamiento ¢ptimo durante un periodo de trece semanas”.
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111 Parte experimental

A continuacion se describen tanto el procedimiento en general (ver Diagrama No.1),
la preparacion y mantenimiento del cepario, la preparacién de los medios de cultivo, la
técnica de promocion e inhibicién de crecimiento de Miles & Misra asi como su

estandarizacion, y por ultime la prueba de susceptibilidad antimicrobiana (técnica de

difusién de antibidticos en agar Muellec-Hiaton).
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Disgrama No.l. Descripcion del desavollo experimental para la realizacidn
del proyccio “Evatuscion de ta estabilidad de diferentes medias de cultive

preparados en condiciones esthndar.
Preparacién de un Esterilidad
cepario en *
condiciones dptimas
Promacion dz
crecimiznto
Pruebas
semanales de Inhibicion de
control de crecimiento
Material ¥ calidad
méiodos
Prucha de F;pcior}a!idad
esterifidad foquimica
Almacenamiento en Realizacion de
refrigeracién 1 antibiogramas
Preparacién de
diferentes medios de >
cultivo a probar
4

Empaquetamiento
y etiquetamiento
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III. Material
HIL 1. Cristaferia:

#* Matraz Erlenmeyet de 1000, 2000 y 3000 mL.

% Tubos de ensaye de fondo plano de 12x82 (20 mL) con tapdn de rosca.

% Probetas graduadas de 250, 500, 1000 y 2000 mL..
*» Pipetas graduadas de 1, 5 y 10 mL.

+* Termdmetros VWRrand ASTM de 180°C.

+%* Vasos de precipitados de 500, 1000 y 2000 mL.

% Portaobjetos.

IIL2 Equipo:

+ Balanza granataria OHAUS.

+* Microscopio compuesto OLYMPUS.
“+ Auteclave ALL AMERICAN # 1925x.
% Vortéx.

<+ Baito Maria GRANT.

+ Horno Pasteur RIOS-ROCHA.

» Refrigerador NIETO.

+» Dispensador Peristaltico MONOSTAT.

35



% Estufa bacterioldgica.
%+ Tripies metélicos.

s%* Mecheros de Bunsen.

** Asas bacteriologicas calibradas con bafio de platino.

** Tubo No. 0.5 del nefelometro de MacFarland.

% Espatiilas.

% Gradillas.

% Micropipeta de volumen fijo {10 uL).

< Micropipeta de volurnen variable (200-1000 pL).
+* Puntas estériles para micropipetas.

« Contenedores para puntas de micropipetas.

%% Cajas Petri desechables de 15x100 mm.

IIT.3. Medios de cultivo deshidratados:
*» Dgar sangre
« Agar chocolate

% Dgar brolacin
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% fgar chromocult

% Agar EMB (aqar-eosina-azdf de metileno)
< Ngar verde brillante

** Rgar salmonella-shigella

% Agar Chapman

++ Agar sales manitol

«* Agar Mueller-Hinton

% Agar casoy.

11T 4. Reactivos:

% Cloruro de sodio.

% Glicerol.

¢ Cristal violeta.

<+ Alcohol al 70 v 96%.
4+ Acetona,

%+ Lugol.
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“* Safranina.
% Aceite de inmersién.
% Papel pH.

% Agua desionizada.

1115, Material bioldgico:

% Sangre de carnero desfibrinada.

% Candida albicans ATCC 10231

* Staphylococcus aureus ATCC 6538

< Streptococcus pyogenes ATCC 19615
* Streptococcus preumoniae ATCC 6301
s Haemophilus influenzae tipo “b”

s Escherichia coli 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. Metodologia.

Para la obtencién de medios de cultivo en placa es imprescindible considerar en el
proceso de elaboracidn de estos (1950 placas de cultivo) lo siguiente:

** Esterilidad del drea de trabajo. Estd debe ser un area adecuada ¥ segura, lo cual se
logra con el lavado de mesas y pisos con agua, jabdn y desinfectantes (cloro, amonio), v
por dltimo 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 2 una atmosfera “limpia”. E! persenal debe emplear bata,
usar cubrebocas, cofia y guantes estériles, ademds evitar el contactoe directo con el medio
de cultivo y en lo posible no hablar.

*** Esterilizacién del medio de cultivo. Esta 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 bioiégico de una correcta
esterilizacidn (Bacillus stereotermophilus (ampolleta)).

% Vaciado del medio de cultivo en placa. Estd parte del proceso se realiza con la ayuda
de un aparato denominado “Dispensador Peristaltico™ (ver figura No. 2), el cual consiste
en una bomba de vacio de llenado contintio; para proceder al vaciado se tienen que dejar
expuestas totalmente las placas en las condiciones de estertlidad como se menciond en

el primer punto.
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Figura No. 2. Dispensador Peristiltics de flujo continug, Matraz Erlenmeyer,
Manguera de silicon-tefién y cajas Petri.

% Empaquetamiento y refrigeracién. La parte del proceso que involucra el
empaguetamiento se emplea para reducir en lo posible la deshidrataciéon y disminuir el
riesgo de contaminacién de las placas por la manipulacién, v por dltimo darle a los
medios de cultivo en placa una adecuada presentacion. Y con el almacenamiento de las
placas de cultive en refrigeracion (2-8°C) y protegidos de la luz se persigue dar las
condiciones Optimas para el mantenimiento y funcionamiento durante el periodo que

durard el estudio (ver figura No 3).
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Figura No. 3. Almacenamiento de medios de cultivo en placa
{refrigeracidn 2-8°C).

IV.1. Mantenimiento del cepario.
Los m.o. utilizados en este proyecto fueron proporcionados por la empresa ATYDE,

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

Figura No. 4. Sobres de m.o liofilizados proporcicnados por la empresa ATYDE,
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A continuacién se describen los pasog para la reconstitucion de dichos m.o.. de
acuerdo a las instrucciones del proveedor “CULTI-LOOPS”. Este procedimiento es
recomendado para m.o. no exigentes. Se recomienda en el sembrado primario. medios no

selectivos.

1) Tncubar &! medio apropiado a 37°C.

2) Abrir el sobre del liofilizado

3) Tomar el liofilizado del sobre, adicionarle a un tubo con medio liquido, en nuestro caso
fue Caldo soya tripticaseina.

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

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

0) Transferit con pipeta para inoculacion del medio apropiado,

7} Estriar con asa de uso comin,

8) Se incubaron a 37°C durante 24 hrs.

9) Posteriormente se sembraron en tubos de ensayo, como se menciona en el siguiente
parrafo:

Se pueden emplear diversos medios de cultive nutritives como son : agar Soya-
tripticaseina (AST), agar Mueller-Hintan (H-M), agar caseina-Soya ((asoy), etc. En el
presente estudio se decidio emplear como medio de mantentmiento el agar cisay con 0.5%

de glicerina. Para {o cual se esteriliza la glicerina a 180°C durante dos horas. la funcion de




la glicerina en el medio es la de evitar la deshidratacién 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 {(cultive joven) y a la vez para el ensayo semanal se empleo un tube de cada
cepa y se sembrd en placa e incubd de 18 a 24 horas a 35-37°C (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 periédo de viabilidad de 21-30 dias y cada semana se sembraron de
cada uno de los m.o. en placas de agar chocolate e incubaron en atmésfera de CO, (ver

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

36)

Figura No.5. Sistema microacrofiiico (Jarra Gaspack)
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Pesar, rehiidralar y hamogenizar

Biagrama Na.2. Mankenismienta del vepario,

Reposar de 10-15 min.

¢l media de mantenimicito

Esterilizar en horno la glicering
a F8°C por 2 lus. —

IYisolver camplelamente
por caleniamiento en bailo

a temperntura ambiente

Esterilizar ¢l medio a 121 °C por

r
Colocar ¢l medio ¢ Bafic de

15 mwinustos +

de agaa a chullicidn

Ajustar el pH

Adicionar la glicerina al 0.5 % del

agua (60 - 70°C)

Seleccionar tos wubos con
medio de manteninizato para

Ilomogenizar, evitando que se

volumen {otal

Inelinatlos y dejar gelificar

prueba de esterilidad

L 4

Pruceder al sembrado

M fermen burbujas

Vaciar el medio £n tubos con

Incubar de 18-24 his.

de los m.o.

almacenar en congelacién

tapon de rosca
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Cuadra No, 3. Condiciones para ef mantenimiento de tos ne.o.

Tipo de Medio de . Tiempo
CEPA Microorganismo | Mantenimiento Atmosfera o de " Almacenamiento
uracién
Candida 20-40
atbicans ATCC No exigente | #9AF 150y con 0, Se Congelacién
glicerina manas
10231
Staphylococeus 30-40
aurens ATCC No exigente dﬂ-lrls.an.yg con 0,/CO, Semanas Congelacion
6538 glicerma
Streptococeus
pyogeti;eg‘?TCC Exigente agur sangre 0,/CO, 21-30 dias Ambiente
Streptococcus
;;n:(:;grzgg? Exigente agar sangre 0,/CO, 21-30 dias Ambiente
Haemophilus
i'm"e"’f;? Tipo Exigente agar chacalate CO, 21-30 dias Ambiente
E'l;cherichia . agar casomy con 20-40
coli ATCC 8739 No exigente glicerina 0, semanas Congelacién
Klehsiella 20-40
preumoniae No exigente agar cashy con G, Congelacién
ATCC 9997 g‘ cerma SEmManas
Enterobacter . 20-40
agrogenes No exigente agar casoy con 0, emanas Cangelacion
ATCC 13048 glicerina §
Pseudomonas . . 20-40
aeruginosa Mo exigente agar casuy con o, Congelacién
ATCC 9027 glicerina semanas
Neisseria
-‘r‘féﬂgg;l;dom Exigente agar chocolate CO, 21-30 dias Ambiente
Salmonella 20-40
emteriticis No exigente agar casoy con Q, semanas Congelacién
NCTC 5188 glicerina

1, Oxdgeno { Acrobinsis)
'Oy Didnido de carbeng (Anacrobiosis).
ATCE: Coleccidn Americana de Cultives Tipa.
NCT¢: Coleccibn Nacional de Cultivos Tipe.
EMD: Emanuel Merck Darmstadt {Coleccién).
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n ¢l cuadro Nod se hace referencia de las pruchas bioguimicas primarias,

secundarias (AL 20, ver anexo)
frecucncia al humano ¥ que en este provects se utilizaron cemo m.o.

ATCC, NCTC, EMD) para realizar ¢! contral de calidad de los

v ocaractertsticas de los m.o. que

afectan con mayor

de referencia (m.o.

medios de cultivo

evaluados y que emplean como m.a. de referencia en los laboratorios de bacteriologia(2. 3,

18, 3y

Cuadro No.d.Caricieristivas Generbes de Jos m.u. canpleados

Mi¢roorgatixan Murfutogin, Vincion Graw | Habitat comin y Toras | Principates meecauisines Enfermedudes tipieag
sfrax aspeetos tistintives e rucuemire (IAfGECneS
Coves  grongwsilivas oo picl fuocabares), | idlaracidn aguwda y  ten Intzcel pidg ¥
wregle en ratimes de uvas, san el ¥ Sa5 | abseesos que Fuvolucmn muchas ] en muchos Srganos {ejemplo:
mciabolismo  fermentalivo, [ mucosas | mgeslion de | loxinas  intracelufares  (coagulasa, | lejido subculdncd, médula osea,
Calalasal+), off - {1). alimcinos que conticnen [ leacociding,  catalasa, Winn  ded | endocardic). septicemia, shock
RAXIES. shock  10xice,  enterotoxings) ¥ | Kixico, intoxicacidn alimentaris.
Staphylococeus av cus componceiles de b superficie cetular
{ehpsuta,  murcina dcido  teicoico,
proteina A}
Eequeiios Bagilos | fase v iinge | Inthamacit acili por  ta | Meningilis {Iacianics; 3 meses a
grmpnegativos, {portadores).  inhalacian, | cesistencia 3 la fagoecilosis (caps 2 alos) con secuclas,
muricionalmenic  exigentes | contacta con las manos. | endoloxina, 1gA proteasa, | infecciones respiratorias,
Hoemophiius inflicnzac. | {X,V), snacrohies faculttivos rofiproteisd de  1a mowbrana | faringitis  sguda,  neumania,
{Cry 10%) . Poucha e exlema. epiglolis

Satclitistn,  Rlotitidadk-)

a {4+, Oxidasa (47,

{nduites), Dacleremial nibos).

Straptococus pyopenes
Grupo A

Coros  grampositives en
cadenis, f-hemofiticos,

Inllaemacidn debido a componeneies
de 1a superlicie (IMrotina ), dcido
lipalcicoicos, dcida hinluranics

3 peptidisa,  nmirefan)  enzimas
extracclelares " hemulisioas,
eRirepluguinmxa, EXULKINTS
pirdzenos); seenelas pusis B
debida o firctores todavia incicrtes

lnlecciones primarias
Faringilis apuda
Erisipela

Cetulitis

Impdtiga

Septictwia

Sccuclas posinfecciosas
Ficbre reumitica
Citamerulonefritis
Endocarditis eeumitica

Salmonella uteritidis

Itacilis grancp:tivos, /

Al oS o
con nueria
[YTTHIN] prsonal,
algauas cepas son

ropalivas, ingestion,

az de  multipliciese  en los
rolipos  debido & Tactores o
grim nwdida descanevidos, dianea
prubabliemente dehida a toxinas

Tifoidea y liebres selacionadas,
gastrocnteritis. septicemia.
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Continuacion...

Micresrganismo Matfelogla, Tincidn Gram | Habitai eonsin y furma | Frincipales tecanismos Enfermedndes (iplcas
ros asy distinti de o patdgeaos .
Puede mivctar cualquier | Céulas de Candide albicans son
Argary (lutspedes | capaces dc adicrirse a iz membrana
HRoOsUprimidos) de Ia cthula epitclial via figando- | Enfermedad del Tafab
Candidn alhicons Levadusa grampositiva Forma parte de la flora | recepior y son todavia de mayor | Oncomicosis
Fuho porminativo (43 rormal ¥ coforiza fa piel | capeidad  adherente Jos  tubos | Enfermscdad Sistémica
v mucesas de la mayosfa | geeminales qwe fag célula
e las persenas. jevaduriformes. Al mismo tiempe
no ha sida posible correlacionar el
potoucial  palggeno del  mo. o
cuanto a sus oxbraclos o cnzima
exlraida de €1
BacHos  gramincgativos, | Inflsmacidm  facilitada  por 12 | Neumonia, oteas inflamaciones
Kicbsiella p TSEdcidovalcal 11,5, | En general | en orofwing: i ia a ta [agocilosis (cApsula), |en  paci h id
gas{+). de personas sanas. 1al vez endotoxina. Enlermedades nasocomiales en
pacicnics inmunosuprimidos.
HacHos grunncgmivos, Diversas  Formas  de  disnca.
Reacciones de €. coli: 11,5 di ia, debido a inas.
neg., gas (+). Indol (+). Raojo | Agaa da  con dh inas, toxines parecidss a la
de  metle  [+).  Vogus- [ materia focal, alimentos. | shiga. sdhesinas: aiguno de esios | Diarrea secretora (enfermedad
Escherickia Coli Proskaver (-}, Ciwrato  de [ conacto personal, | factares  también  pueden  estar | del viajero), cistitis. seplicemin,
Simmons (-}, Ureasa (-} ngestion involucradas en  las  infecciones | meningitis.
profundas.
DBaxcilos curvgs
ivos,  eelabolisa
oxidstivo. En  medio  de | Agua, suclos. alimestos. | Toxinas (toxina a {ADP- | Infecciones pidgenas en
cullive  cetrimida  produce | inhalacidn. penetracién a | ribosiladora), elastasa, exotoxing S, | paci q dos, diabéti
Pyeud: T Pigr piocianing, | traves de i i dotoxina), i Iginato ¢n | mfeesi il e {2
Pigmentoe  Cawsasn  (+),|de la inlcgridad  det | Ia fibrosis quistica. + | fibrosis quistica,
Oxidasa (+}, off: , Motilidad | epitelio
(+}
Los faclores de virvlencia eo sc | Diversas formas  de  diamea,
Dacilos £ ives, | C wnacion fecal, en muy bidn, pero | disenteria; algunos
Enserobacter ocrogenes | motilidsd (+) aguas y I prob inctuyan | miccoorganismos causan
Ureasa {-) endoloxinas enfermedad sistémica [

inflamacidn local.
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IUV20 Preparacion de los medios de cultivo,

. . . : N . .
% La cantidad pesada del medio de cultivo scco se le aiiade 1a mitad de agua destilada o

desmineralizada fria y se disttibuye uniformemente por agitacion.

N7 - - . ..
** Scpuidamente se afade la cantidad restante de agua y se va balanceandu el recipiente de

vidrio hasta fa completa homogenizacion del granulado o del polvo.

** Sc dejan reposar durante 10 - 15 minutos a temperatura ambiente tos medios de cultivo
que conlienen el agar, para que csle pueda hidratarse. Para disolver completamente los

mudios de cultive deben calentarse en baiio a cbutlicion (aproximadamente a 95°C).

** Los medios de cultivo disuellos se esterilizan en autoclave 15 Ib. (121°C) durante 15
min. La duracion del calentamiento no debe ser excesiva para asi cvitar una disminucion

de la calidad.

& Ajuste de pll. Los medios de cullivo deshidratados estan normalimente ajustados de tal
manera que no es neccsario corregirlo. I'n caso de conservacion inadecuada. en
particular de medios con un contenido elevado en hidrutos de carbono, puede disminuir

este. Ll pll p(;r lo que debe ajustarse en este caso con NaOlH 2 N o HCHT N,
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** Para ciertos medios de cultivo se recomienda la utilizacién de carbonato sédico, de 4cido
citrico, de 4cido tartarico o de dcido lactico en solucién al 10%. I pH debe medirse
antes de la esterilizacion. Estd medida, realizada después de la esterilizacion, exige

procedimientos operatotios asépticos suplementarios.

** Después de la esterilizacién, el medio agarificado, tedavia Hquide o de nuevo licuado, se

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

«* La capa de las placas debe tener un espesor de entre 3 y 4 num, es decir, que 20 mL de

medio son suficientes para cajas de Petri de 15x 100 mm. (14, 34)

+¢ Para las determinaciones de actividad de antibidticos se utilizan 20 ml de medio.
Numerosos antibidticos sélo difunden lentamenis, debido a su alto peso molecular por lo
que se evaluan periédicamente en medios de cultive que no contengan efectos adversos

sobre dichos antibioticos.

¢+ La estabilidad de tos medios de cultive listos para el uso es litnitada. Si no, se utilizan de
inmediato, se recomienda conservarlos a 2-8°C protegidos de la luz. Los medios de
cultivo deben sacarse del refrigerador una hora antes de su empleo (ver diagrama No.3).

(14, 34)
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Dingr

a No.X Preparacion de medios de culliva,

Disolver
complelamente por

PPesar, rehidritar,
y homogenizar | Reposar de 10-15

N - pr— .
=l minos a25'C calentamicento en bafio
de agua a cbullicion
Ajustar el plTen -
condiciones N Lsterilizara 121°C | Ajustar el pH
aséplicas K durante 13 minutos
¥
Colocarto en baiio de Vaciar con ayudda del Dejar gelificar el
A\l »d D n - - .
wpua entre 45-2°C —»{ Dispensador on placas *1 medie de cultivo
de Petri
r
Seleccionar las
Almacenar cn Empaguetar placas de medio de
relrigeracion pera— v ctiqeetar -t cultive para prugba
{2-8°C) de esterilidad




V.3 Wrueba de promocin e inltibicion de crecimiento “técnica de Miles of Misra”

I:sta es una técnica conliable para ¢l contral de calidad de medios de cultivo,
ademiis de ser de facil manejo v que requicre de pequeiios volamenes de suspensiones de
los difetenles muo. Para su realizacion se emplean series de tubos con SSE estériles, asas

baclerioldgicas, micropipetas ¥ puntas.

La técnica consiste en la preparacidn Jde una seric de diluciones decimales (IO'I a

-5 . ..
107) de cada una de fas cepas de meo. con un crccimiento de 18 a 24 horas (cultivo joven).

"ara esto es necesario mates de efectuar 1a téenica :
I. Sembrar las cepas de los difcrentes m.o. 24 horas antes, en placas de agar rico ((usoy,

AST. M-H, ete.)
. Rotular la serie de wbos del ndimero 1 al 5 respectivamente. para cada m.o.
NLDividir en cuadrantes (4) lus placas (basc), posteriormente a esto, colocarlas durante

menos de una hora en la estufa a 35°C. Se cimplean tres placas por medio de cultivo a

evaluur.

f. Su prepara una suspension de la cepa del mee. iguatando la turbidez con el tubo

nimero 0.5 del nefélometro de Muclarland que equivale o 1.5x108 UFC/ml.
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a) [Je et tibo se toma un volumen de 300 pd. con micropipela v se adiciona a uno de los
tubos con SSF estéril (lubo nimero uho (dilueion 10'1). [Tomogenizar.

2. Bre es1é dltimo (1) tomar un volumen de 500 pl. con micropipeta y adicionarlos a otro
tubo con SSF estéril (lubp mimero 1 (dilucion 10'2)). Homogemizar, de esté modo se
reatizan las diluciones hasta el tubo ndimero 3 (dilucién 10°%).

Para conocer la dilucion a emplear en ¢l ensayo, se debe distribuir 10 pL de cada
una de las diluciones en placas del medio de referencia (medio rico). Dejar que se difunda
en ¢l medio y posteriormente reslizar of barrido o estrinde con la ayuda de un asa
bacteriologica con baiio de platino o en su defecto una varila de vidrio en forma de “L”
estéril. Incubarlas durante {8 o 24 horas a una temperatura de 35-37°C. (2, 3, 14, 13)

Realizar la lectura de las placas (conteo manual) se recomienda que ¢l nimero de
colonias sea contables. Pesteriormente, al enconlrar la dilucion a emplear se realiza con
cada uno de los medios a evatuar (selectivos v diferenciaices). con 2 6 3 placas de cada
medio. cs suficiente para observar ks cuenta de recuperacion.

Distribuir 10 pL de T dilucion clegida para el ensayo de Cantral de Calidad en los
diferentes medios a evaluar, Parn realizar esto. se debe manejar segin sca el medio de
cultivo: un m.o. que debe crecer, uno que debe diferenciarse del anterior y por fliimo otro

que no debe erecer. Bl thitmo cuadrante se cmplea como drea de esterifidad por semana.
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Permitir que se difunda el liquide en el medio de cultivo, posteriormente realizar un
barrido ¢ estriado para una mejor lectura, este barrido se realiza con asa bacterioldgica con
bafio de platino. Posteriormente se incuban las placas durante 18-24 horas a una
temperatura de 35°C. realizar la lectura de las placas (conteo manual) se recomienda que el
numero de colonias oscile entre 20-30 por cuadrante.

El ensayo debe realizarse al mismo tiempo en un medio de referencia para asegurar
¢l crecimiento del m.o. (medio rico come Casoy, AST, M-H, etc) y empleando la misma
difucién que para cada uno de las cepas de m.o. empleados para comparacion de la
recuperacion bacteriana en los medios de cultivo evaluados y de referencia (ver diagrama

No. 4). (2, 3, 14, 15, 50)

— LA

Figura No.6. Micropipetas, puntas, asas de platino y tubo No. 0.5 del
nefelometro de MacFarland.
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Dizgramy fo. 4. Prucba de promocion ¢ sahibicién de crecimicnte

Cepas de 24 hr. de crecimiento en placa:
Condida alhicans, Enterabacter avrogeres,
Klebsiella preumoniae, Exclierichia coli,

Staphgpl s aurens, Pseud:
aeruginosa y Salmonella enteritidis,

I Suspensidn en SSF estéril (4.5 ). I

!

1gualar al tubo 0.5 del nelelomewro
de MacFarkand.

l

Hacer diluciones deciimales
10!, 107 107, 10"

“"Fécnica de Miles & Misra™

Se distribuyen 10pk de Ia

Homogenizar cada dilucidn.

Las plagas se colotan a
lemperatura ambiente,
durante una hora antes de ser
evaluadas.

Dividir por cuadrantes las placas de
Petri que contiencn el inedio de
cultivo a evatuar,

suspensitn en cada cuadrante.

Dejar difundir 1a suspension en el
medio (15 min.).

Estriar cada cuadrante para coadyuvar al
conteo de las colonias.

Y

Incubar de 24 a 48 hr.
a355%1°C.

Realizar el contes
de las colonias.
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1. Aetodologia para fa realizacion de fa procba de susceptibifidad antimicrobiana
(método ife Kirhy-<Baues)

Se hace extremadamente importante ¢l riguroso cantrol de calidad para 1as pruebas de

susceptibilidad antimicrobiana por el ndmero de variables que pueden afectar los resultados
de estos. s posible el contral de algunas caracteristicas fisicas v quimicas de los medios
p.nru esie fin, como €b pli y el profundidad (espesor) del agar, pero el control (inal estd dado
por Yos m.o. de referencia para los que se hun establecido los valores de los resullados

esperados. A continuacion se describen los pases a seguir para la correcta realizacion de

dicha prueba.

1} La(s) placa(s) medio de cultivo a cvaluar se coloca(n) a temperatura ambiente una hora
antes de ser empleada(s).

2) Sc emplea un cullivo joven (18-24 hr.) del muo. a utilizar en la prucba.
Sc prepara una suspensién del meo. en 4 mL de un caldo nutritivo como el caldo soya-
tripticaseina equivalente a ke wrbidez del twbo No. 0.5 del nelelometro de MacFarland
(1. 5x 10" UFC/mLY.

3) Con un hisope sc humedece en la suspension obleniendo ¢l inderlo y se remueve el

exceso presionande sobre s paredes def tubo.
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4) Se estria con el hisopo en tres direcciones (60°) Ia superficic de la placa de medio de
cultivo (agar Mueller-Hintan),

5) Esperar de 3-5 minutoes para gue se difunda el ligquide en el medio.

G} Pusteriormente se cologan con ayuda de pinzas o despachador avtomitico los discos de
antibiticos sobre la superficic del medio.

7) Sc incuba(m) las) placa por un tiempo de [R-24 he. A una temperatura de 3s°C,

8) Después del periode de incubaciaon se procede a observar y medir los halos de inhibicion
de la placa con ayuda de una regla {ver diagrama No.5). La susceptibilidad se interpreta

con respecto a los de referencia para cada uno de los m.o. empleados en ia prueba
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Diagrama No.S. Metodologin de Kirby-Baver para la realizacian de
pruchn de susceptibilidad en placa.

Colocar la placa de medio de

cultivo a temperatura

ambiente | he, Antes de sey

empteada

Esperar de 3-3 ininutos
para que se difunda
¢l liguido at medio

¥

Emptear un cultivo joven
(18-24 lir} de los m.o.
a emplear como son :

Staphylococens aurens
Pseudomonas aeruginosa
Escherichia coli

LEstriar con el hisopo
en tres direcciones

 §

Colocar con ayuda de
pinzas los discos
de antibidtico y

(60°) sobre {a superficie
del medio

¥

Preparar una suspension del
m.0. a emplear equivalente a la
turbidez del tubo No. .5 del
nefelemetro de MacFarland

¥

Tomar-un hisopo
humedecerlo en la
suspension eliminando

Incubar la placa por
un tiempo de
18-24 hr ya una

presionar un poco
sobre ellos

el exceso presionando
contra las paredes
del tubo

Proceder a
abservary

temperatura de
3s5°C

¥

medir los halos
de inhibicion
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V. Resultados

El mantenimiento de! ceparic fue realizado conforme a lo descrito en la

metodologia, los m.o. fueron proporcionados en forma de liofilizados como se menciond en

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

mantuvieron viables durante el pericdo de estudic de evaluacion de los medios de cultivo

(ver diagrama No.2 ¥ cuadro No.3). Ahora bien en cuanto a la preparacién de los medios de

cultivo no hubo cambio alguno en la metodologia de los mismos, estos se prepararon a

partir de medios de cultive deshidratados (ver figura No.7), los cuales sélo requirieron de la

adicién de agua, y para los medios de cultivo agar sangre y chocolate de 1a adicion de

sangye de carnero desfibrinada.

(ORTTEN Y TR G TN T

AR %Al Y MASETE ALAR HROL A1 0

R hirotioionte Mikrobialogie 4
T et rrgrny
E J— ———
ey i
e

g e ke et
s -

FHEK aqar casn

qosmann

Tigura No. 7. Medios de cultivo deshidratados.

MEIEH o e
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Se prepard un s6lo lote de medios de cultivo en paquetes de 5 placas y envueltos en PVC
{polivinil-celulosa) y almacenados a una temperatura de 2-8°C (ver figura 4 y 8) durante un

periodo de 95 dias contando la semana en la que se prepararon.

Figura No.8, Presentacidn de medios de cultivo en placa.

Por otro lado, en relacién a la técnica empleada de promocion y crecimiente de
Miles & Misra las diluciones empleadas en dicho ensayo fueron las de 107 y 10* de
acuerdo a las cuentas de recuperacién {estandarizacién, ver figura No. 9 y 10) en los medios
diferenciales y selectivos evaluados (ver cuadro Ne.5, 7 y 8) ; para los medios ricos sdlo se
realizd promocién de crecimiento observandose morfologia colonial y produccion de

exoenzimas (¢ y B hemdlisis) (ver Figura No.12 y 13).
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AGAR CASOY

Figura No.9. Estandarizacion de [a técnica de Miles & Misra en agar casoy con
Staphyiococcus anreus (diluciones 10, 107, 107, y 107).

R P T T

DILUCIO [ N e

wt oWt

1 . .
P oacrar aasa A 1¢ (e N

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

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

Figura Ne. 11. Incubacién de medios de cultivo en placa, del ensayo
de promocién ¢ inhibicidn de crecimiento “técnica de Miles & Misra™
auna tempetatura de 355 2 1°C.

Del estudio realizado se obtuvieron los siguientes resultados (ver Cuadro No. 5,6 y
7), donde se expresan de forma cualitativa y cuantitativa los pardmetros de esterilidad,

promocién e inhibicién de crecimiento y respuesta bioquimica).
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Cuadro Ne. 5. Resultados cualilatives experimentales de los medios de cultive probados

MEDIO DE ‘ v
cuLTive | ESTERILIDAD PROB:’C::CIO N B oo b | microorcansmo | RespuesTa sioguIMICA NGHERG
CRECIMIENTO FIGURA
Streptococcus Colonias pequefas claras,
+ + Pyogenes grupo A con fuhemélisis en 24
ATCC 19615 horas
fgar Streptococeus Colenias grandes y
sangee + + preumoniae ATCC | biancas, con a-hemdélisis 12
(Agar 6301 en 24 hocas
base
sangre)
. . Staphylococeus Colonias grandes v
aureus ATCC 6538 | blancas con B-hemolisis
en 24 horas
NOTA: El agar sangre se observa contaminado a fa quinta semana
A . Haemophilus C{o]onia; pequ.eﬂ:.s en
} influenzae ti b orma de racio bien
/ po definidas en 24 horas, en
presencia de CQ,
ﬂgar Neisseria Colonias planas con
chocolate + + meningitidis EMD | tonalidad verdosa en 24 13
270 horas, ¢n presencia de
. CO.
Streptococeus Colowias grandes y
+ + preumoniae ATCC | blancas, con g-hemolisis
6301 en 24 horas, en presencia
de CO,,
NOTA: El agar chocolate se observa contaminado 2 ta novena semana
. . Escherichia coli Colonias amarillas
- ATCC 8731 grandes con hurde.
estrellado, con cambio
del medio
Agar Pseudomonas Colonias blancas grandes,
brolacin + + - aeruginosa ATCC | con borde estrellado, sin 14
9027 cambio de! medio
. Candida albicans Colonias regulares
+ : ATCC 10231 blancas, sin cambio del
medio
NOTA: El agar brolacin se observa contaminado a la novena semana
Esterilidad : (+) No contaminado ; {~) Contaminado. 62

Premocion de crecimiento : (+) Desarroilo de! m.o. ; (-) No desarrollo del m.o.
lnhiticion de crecimiento ; (+) No desarello del moo. ; {-} Desarrollo del m.o.



MEDIOOE | gsrerriipap | PROMOCION | INHIBICION DE , SUMERO
CULTIVO DE CRECIMIENTO MICROORGANISMO ;g%ﬁmt DE
CRECIMIENTO ’ FIGURA
- # - Escherichia coli Colonias violetas
ATCC 8739 grandes sin cambio del
medio
ng“ Pscudomonas Colonias blancas
+ + - aeruginasa ATCC grandes con borde 13
chromacult 9027 estrellado, sin cambio
dz| medio
Saghylococcus .
+ . +
aweus ATCC 6538 | 10 CTecimiento
NOTA: El agar chromocult se observa contaminado a la novena semana
. . Escherichi coli | Co 'u?nias ven"d.osas cen
ATCC 8739 brillo metdlico con
centro negro en 24 horas
EMB (cosina- Pseudomonas Colonias rosas nrgosas.
azul de * * ) aeruginosa ATCC | G canbio del medio. 16
metileno) 9027
Staphylococcus
& - + aureus No crecimiento
ATCC 6538
NOTA:EL agar EMB se observa contaminado 2 la décimo cuarta
N N Emeraba;f'e_gc Colonias amarillas
. aeragf].';g.; p grandes v el medio sin
cambio
ﬁgzr verde P:ezfldamonas Laolonias rosadas 7
britlante * - * aemgz;gsc; ATCC 1 randes v el medio sin I
2 cambio
Staphylococcus
‘ + - ] - ! aureus ATCC 6538 No crecimiento

NOTA:E] agar verde brillante se observa contaminado a la décimo cuarta semana

Esterilidad ; (+) No contaminado ; (-} Contaminado,

Promocitn de crecimiento ; (+) Desarrollo del m.o. ; {-) No desarrallo del m.o.
Inhibicién de crecimiento : (+) No desarrollo del m.o. ; (-) Desarrollo del m.o.
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MEDIO BE ESTERILIDAD PROMOCIO N | INIIBICION DE y - NUMERO
CULTIVO oE cReCiMignTp | MICROORGANISMO BOGUIMIC oe
CRECIMIENTQ FIGURA
Salmonella :
Colonias transparentes,
. ) -
* ;.nrem;rlir;sNTCC con punio negro en ¢l
centro
Agar Fseuilomorias Colonias blancas
valmonels- + + - aeruginmia ransparentes sin cambio 18
:logd'a ATCC 9027 del medip
Staphviococeus
+ - + anrens ATCC 6358 No crecimiento
NOTA:EL agar salmonc"a-shige"a se observa contaminado a la décimo cuarta
Staphylococeus Colonias regulares
- - + aureus ATCC 6538 | blancas con brillo, sin
cambio del medio
ﬂgn Pseudomonas
Cha + - + aeruginosa ATCC No crecimiento 19
e 9027
Escherichia coli -
+ - + No crecimiento
ATCC 8739
NOTA: El agar Chapman se observa contaminado a la décimo cuarta semana
Staphylococcus Crecimiento de colonias
+ * aureus ATCC 6538 rc_gulau.s Y bla.ncns.con
brillo, vire del medio de
rosa a amarilla
A,ar sales Pseudomonas
manital + - + aeruginosa ATCC No crecimiento 20
9027
+ . + Escherichia coli Na crecimiento
ATCC 8739

NOTA: El agar sales manitol se observa contaminado a 1a décimo cuarta semana

Esterilidad : (+) No contarrinado ; (-) Contaminado.
Promacién de crecimiento : (+) Desarrollo del m.o. ; (-) No desarrolio del m.o.
Inhibicidn de crecimiento : (+) No desarrollo del m.o. ; (-) Desarrolio del m.o.
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“ézz.'r?‘?; ESTERILIDAD "RO’:)(::C'O N :;‘I:l’}'l'i-"gw; MICROORGANISMO RISPUESTA NU’D'SRO
CRECIMHENTO MIE BROGUIMICA FICURA
, . Candida olbicans Calor.ras cgt’es. de.
* ATCC 231 tamano mediano, sin
i camb, o det medio
Agar I Psendomonas
Nickersan + . - | wernginosa ATCC No ¢recimiento 2]
! 0027
- | Staphytococeus
+ - + aureus ATCC 6338 No cracimients
NOTA: El agar Nickerson se observa contaminado a la décimo cuarta semana
Staphylococcus
Bgar Macller. aurens ATCC 6538
Ninton. Pseudonionas Se Ir:-:llizaron
+ + aeruginosa ATCC antibiogramas
2027 22
Escherichia cofi
ATCC8739 |

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

Esterilidad : (+) No contaminado ; (-) Contaminado.
Promocitn de crecimiento - (+) Desarrollo del m.o. ; (-) No desarrello det m.o.

Inhibicién de crecimiento : (+) No desartollo del m.o. : () Desarrollo del m.o.
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V. 1. Resultados de los medios de cultivo evaliados

Streptococcus pneumonige
ATCC 6301

Streptococcus pyogenes
ATCC 19615

S. aureus ATCC 6538.

AGAR SANGRE

Figure Ne. 12. Ensayo de promoci6n de crecimiento en agar sangre de
Streptococcus preumeoniae (c-hemolisis), Staphplococcus aureus
(B-hemdlisis) ¥ Streptococcus pyogenes (f-hemdlisis)

Neisseria®
meningitidis

Figura No. 13. Ensaye de promocidn de crecimierto en agar chocalate con
Neisseria meningitidis (c-hemdlisis), Haemophiius influenzae tipo “b™
y Haemophifus influenzae (muestra clinica).
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P. neruginosa
ATCC 9027

Figura No. 14. Ensayo de promocion de crecimiento en agar Lrolacin
de Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa
¥ Candida albicans.

L Preudomonas aeruginom

Coliformes '

Figura No, I5. Ensay¢ de promocién y diferenciacién de crecimiento en

agae chromacult con Escherichio coli, Pseudomonas geruginosa
¥ coliformes.
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P. aeruginosa /.

: . coli ATCC 8739
ATCC 9027 4 .

e

S. aureus ATCC 6538

AGAR EMB

Figura No. 16. Ensayo de promocion e inhibicién de crecimiento en agar EME
con Escherichia coli, Pseudomonas aeruginasa
y Staphylococcus aureus.

i
i

i P. aeruginosa §
| ATCC 9027,

* 8. aureus ATCC

AGAR VERDE BRILLANTE

Figura Ne, 17. Ensayo de promocién e irhibicidn de crecimiento en agar

verde brillante con Enterobacter aerogenes, Pseudomonas aeruginosa
y Staphylococeus aureus.
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P aeruginosa

AGAR SBLMONELLA- SHIGELIA
IO 2 Bl
Figura No. 18. Ensayo de promocidn ¢ inhibicién de crecimiento en agar

salmonefla-shigella con Saimonetta enveritidis, Pseudomonas aeruginosa
y Staphylococcus aureus.

R P. acruginosa 3
ATCC 9027 ;'

E. coli ATCC 8739§

NGAR CHAPMAN

Figura No. 19, Ensayo de promocién ¢ inhibicidn de crecimiento en agar

Cbﬂpman con Staphyloceccus aureus, Pseudomonas aeruginosa.
y Escherichia coli.
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P. aeruginosa
ATCC 9027

'E, coli ATCC

' AGAR SALY MANITOL

Figura No, 20. Ensayo de promocidn ¢ inhihicién de crecimignte en agar

sales manitol can Staphplococcus aureus, Pseudontonas aeruginosa
y Escherichia coli.

P. aeruginosa
ATCC 9027

\ Candida albicans
ATCC 10231

AGAR NICKERSON

Figura No. 21, Ensayo de promocion ¢ inhibicion de crecimiento en

agar Rickerson con Candida albicans, Pseudomonas aeruginosa ~
y Staphylococcus aureus.
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Cuadro No. 6. Resultados de los ensayos en agar Mueller-Hinton
para la realizacién de antibiogramas, los medios que se utilicen dependerd
del antibidtico a evaluar y del m.o, que se estd empleando.

Diametro del halo de inhibicién en mm,

Cepas de ensayo

DISCO DE Staphylococcus | Pseudomonas Escherichia
ENSAYO aureus ATCC aeruginosa coli ATCC
6538 ATCC 27853 §739
Gentamicina 10 20 22 21
Hg
Eritromicina 15 13 10 16
ug
Polimix[i;;a B 300 12 18 16
Ampicilina 24 - 10
10 pg
Sulfametoxazol
23.75 ug + 28 - 26
Trimetoprim
1.25 pg
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S. aureus ATCC 6538

AGAR MUELLER HINTON AGAR MUELLER mmn

Figura No. 22. Ensaya de susceptibilidad de antibidticos en agar Mueller-Hinton
La zona de inkibicion es et drea donde no se observa crecimiento,ya que
¢l antibigtico esta preseate en concentracion inhibidera para
los m.o. susceptibles
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Junto con la evaluacidn cualitativa (Respuesta Bioquimica) se realizd una evaluacidn

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

medios de cultivo diferenciales y sclectivos. siendo comparada esta cuenta bacteriana con la

obtenida en un medio de referencia el cual no debe tener presente en sy composicién

sustancias inhibidoras; dichos resultados se muestean en los siguientes cuadros (7y8)

Cuadro No.7. Resultados cunntitasivos experimentales de los mediws de cultivo probados.

SEMANAS
MEDIO DE CULTIVO | aicroorGANIsMO DEL MES DE ENERO
] 3 1 3 4
Neaphylococens aurewt 12107 371317126 | TORA0NITT | DBVIZeNIS | 120053 ]
Q‘“ “l“ e | Pyend: aetuginosn ¢ [) [ b 0 0
Escherichia coli [] [N 0 0 0
Excherichia coli 66/38/63 §7/51750 1815663 53467750 63769166
ﬂ’a' h‘nlil.‘iﬂ Przudomonas aernginosa 1351417134 15071614155 17171637158 1761617167 176/ 1797180
Candida alplcans G319 W20 54/103/95 99/105/L13 95 L/ELY
Escherichia coli 50734457 46/49/36 45/52/6t 48751755 59/63/68
Py EMB (iion st 0 meias) | Psesdomonias oarugingsa | 159853130 | TAOISHI6Y | 16753131 | IS9M537164 171657153
Staphylococens avreus [ [{] 0 0 [
Salmonetio enterhiidis 8491750 48/39/53 36/49/5% /5248 35756744
ﬂ!ar ﬂllon:"i-slligz"l Pscudomaitas aeruginosa S6161/08 67753412 RIS 1157 [ THTE] 6677 354
Staphviotoccus avrens 0 [i] 0 [1] []
Eriterobocter airogenes 1671 13/120 HV107 EELILH TL/121/E18 TIE/118113
ag" verde beillante Preudomonas deruginosa 13371424151 9623 T 170416 3/169 165/172/169 178/167/134
Sidphylococcus aureus 0 [] 0 [] 0
Escherichia coli §L6112 33577168 81763773 84769775 71775789
n’a' dll’ﬂl(ll.‘ﬂh Pseudomonas oeruginosa 59i61561 38470/65 63/69/73 41758778 61768778
Staplylecoccus dureus [ a 0 [ ]
Staphylococas aureus 1204114121 (35/150/138 118/123/131 14041347125 1331414121
aﬂ'f ! Fawud: g 0 [ [] [ []
i Frcheriohia eali ] o G g o
Candida albicans B6/77/50 95/90/83 889397 §1/9391 75781179
n!“ Nickesson Pseudomonas oerugincsa Q [} a ) [)
Staphplo¢oceur aurgus [ a 0 0 [1]
Staphylococeus awreus 131 129 141 138 140
Preudomonas aeruginosa 183 119 131 175 183
Escherichia coli 15 73 69 72 83
Candida efbicans 123 129 121 138 131
B!" casoy Enterobacter oerogenes 122 119 101 [EL] 12§
Kiebsiella p i 21 il 119 13t 19
Salmonella enteritidis 83 [E 90 87 26

0-12: Ensayo de promocitn e inhibicidn de crecimicnto semaaat
i i en cada v de 105 cuadrantes para cada medio de cultivo probado, reatizade

0-190.

I tas do cudn

por tripticado
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Continuscion...

SEMANAS
MEDIO DE CULTIVOQ | ALICROORGANISMO DEL MES DE FEBRERO
3 [ 7 []
Siaphylococcus aurcus 1237134 SO 2109 SI7T09/107 TIOR3
ﬂ’" sales manitol Preudomonas aeruginosa [] n [} 1]
Escherichia coli t U [ 0
Egcherichia coli 366058 6161463 /31169 $8M49/55
ﬁgill’ beolucin Freudomonas oeruginnse F83A806: 171 1637168170 131 THI8E 1605165/174
Candida Ihicons W 103:1 13 95710387 34107101 9I/T03/E 1)
Eschericina cal; R SIn 18 5313904 —SsEST
ﬂ’a‘, I:MB (iusina-azul de Psedomonas aerveginma 172161°163 3571641169 122158174 F51/1687 159
mtilenoh
Staphylacoucus aurcns 0 U ] 0
Salmorelia crieriiis 900147 38457 1135051 AV17143
Byar salmonrla-shigella | Feedlomanos acruginosa A4 67/38/63 3466159 31563757
Staphplococes et [1] ] 0 1)
Enierobacier aerogenes [T LIFEIHI125 37196899 108/1114123
Agar veedr beillante | Fsemtamones aeruginosa | TAEAT3169 16171 707167 USTE0 | (SIGHIT
Staphylococcus qurens [ 1 [ 0
Eschericivia cofi TSRS Tor 187 B0 RTINS |
n!n dm".mh Prewdomanas acruginosa EYTI 63763 G668/ 61764167
Staphiytococius aureas [0 0 [] [
Staphylococous dimen TGRS N8 WD | W
'BS"' (]‘“'_“ Preuddmonas seruginoga [) [ [] [
Escherichia colr [ ] [ []
Condida ibicars 3179357 [Fr 3ITUR0 TIR1787
n!a r Nickersoa Preudomonias aeruginose 1) [] 0 [i]
' Stapliplococeus aurcus [ 1] ] [
Staphylococcus aurews 131 129 138 12}
Pseudomonas aeriginosa 190 i75 182 175
Escherichia cofi L] 7l []] 74
Candida wibicons 124 143 122 129
Aqar casog Enterobocier aeragenss T [ 164 133
Kiebsiefla preumonae [ 172 £33 129
Saimonelia crweridis 8% x4 39 [T}

0-12: £nsayo de promocitn ¢ inhibicidn de crecimicitio semanal

0-190: Niumero de
por triplicado

das de eada microory

e vada uno de los cuadranies para cada mgdio de cuitivo probado. realizado
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Continuncién...

SEMANAS
MEDIO DE CULTIVO MICROGRGANISMO DEL MES DE MARZO
b 10 11 12
131°1 147826 11779781 [ IHGANE] 91/102/103
Dgar ales wanitol ] ] a )
Eschueedingy uir U 1 ® ¢
Excherichia col
nﬂif bralacin Preudomenas aerngmosy
Candicdi ol .—-—i
Esoherr i 334947 R 635120 137154158
er mB @osma-azul de Pretdomon s (v rvsd 1431517163 13471434130 1391364153 1627138/11
metilein
Staphyiococcus aurcus ¢ 0 0 [
Salmonetl.s enterindis 37.11145 3345139 38743135 3174033
A’Ir :a|-onr.(|a|-s§|igc“i Pseudormonis aerumnsg 36| F14590435 p0NS SH4TsE
Staphylococcns arrens 0 0 0 0
Enterobacs. v ocrovones 1320110 11810412} 98/106/102 15/81/%0
Dgar verde brillante Pseudomon.is oericiinesa 1621647178 ES6149/ 141 6 L/1497141 43151149
Staphylocaccus curcus (] 0 [} []
Excherichia ool
Agar Ch Wb Prewds aervginaza
Staphylocecous oy
Stapiyloc ceis ureus 14971237138 Y7789/93 113/121/125 105/117/113
n’ir Cha, poan Preudomonds atenyivosa e [i] [} 0
Eawrobocier acroyenes 0 Q [} ]
Candidu albiveass 0947508] 065/71/82 T1/8175 T8/71/2
ﬂqa r Nickersan Pseudomornas nerigtosa ¢ a 0 [1]
Staphytocuccus warcus 0 [ [ []
Sraphylococens cnicne 14 122 121 129
Pseudomon s aerutinesa 133 179 181 199
Eschericina ez EH Tl 8l 73
Candichr afbicioes 121 128 130 (3%
Agar casay Frterobvice avrivies 128 R ] D
Klebsieliu poetimnie 140 (AR 138 129
Salmoncila cnreritidis $) 91 81 83

0-12: Ensayo de promocidn ¢ inhibickon de crecincinig semanat

0-190: Niunero de colonias contadas de cada miciourganismo o cada uno de los cuadrantes para cada medio de cultivo probado. realizado

por triplicada
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Cuadro No.8. Valores promedio Je los resultados cuantitatives
experimenlales de los medios de cullive probados.

SEMANAS DE

MEDIO DE | MICROORGANISMO EXLRO A
CULTIVO MARZO
] i 1 3 4 b 6 7 [] g ]| 12
Staphylececcus ureus 1O f 24 [ 107 [ 023 [ 20120 {110 )02 97 [ 124 ( 8F | 107 ] 94
ﬂ!;, sales Prcudomonas aernginosa 0 1] [0} [} Q 0 [}] [F] 0 [i] ¢ [ ¢
manitol
Escherichia . i 1] 0 ] 0 [] G 0 [i] [ 0 0 0 [i]
Escherichia . i 62 1 52 [ 36 37 |67 58 | 64 ] 60 54
ngar brolacin Preudpmonas aer: ginosa H3J i35 T red 166 178 180 [ 167 [ 177 [ 166
Srapiviococcus urens 98 97 97 1106 J 108 G | 98 | 101 | 105
Escherichia i1 S| 5] 33 § 3% | 63| 53 | 57|63 | 5230135061
flgor EMR Pseuddmonas aeriginosa 140 | (3577 136 | 150 | 164 165 ] 163 | 168 | 155 | 153 | 143 | 136 | 139
{Eosina- Azul de
Metilepo}
Staphviococcus cureus [+] [} [ [} [] [§] ) 0 3] 7] 1] [i] [1]
Salmonella enre::tidis A3 A7 A8 a5 9 p a6 ] e a3 [ 41 At ] 39 ] 38
Dyar salmunella Pseudomonas oeruginosa 62 [ 64 | 62 [ 66 62 [ 63 {60 | 57 [ 58] 55 52150
shigella
Staphviococcus vureus [ 0] 0 [ ¢ u 0 Q [ [{] 0 0 [}
Enterobacier gergenes falqoi oo [ S {14l 83 f1tr{ o4 [ I3 ) Q14§ (4] 103 | 82
ﬂg:t verde Pseudomonas aer. singsa 1321156 ) 10T | 168 1176 177 | 166 [ 175 | 164 | 168 | 149 [ 150 ] 148
britlanie
Staphvlococcus curens [N ] 0 ofatlu [1] 0 0 0 [} [] [
Escherichia colt M7 6567 T8 62| 81| T3 68
Agar Pseudamonas aeruginosa 62 164 | GB | 69 [ 69 | 67 | 68 [ 69 | 65
chramaculk
Staphiococous carens [0 [ 0 0 0 ¢ 0 0 [)
Sraphylococrus eurens PIg {318 | 124 1133 | D321 (291 teg ) 112 [ 109§ 1371 94 {121} 112
ﬂgir (]mpman Psevdomonas aeru ginosa 0 0 0 610100 0 1] 0 0 0 0 0
cherichia ¢ i 0 i} 0 [0 [ 0] [ 0 0 [} [] 1] Q
Candida albic.cus 81 [ s | vt | 88 |78 XV | 85 0| 82 ) B3] MW7
ﬂuar HNicherson Pscudomonas aer: tinpsg [1} U [ [} [} ) 0 1} 0 0 0 0 [i}
Staphviococcus siureus [i] [l 0 [ (U0 0 0 0 1} [i] 4 9
Staphviocotcus unrens 130 § 1295 140 138 [ 140 | 130 [ 129 [ 138 | 623 [ 1an | 122 § 121 129
Pserdomonas aeruinoso [RIDL7Y T ISL [ 1725 | 183 [ 190 4 175 | 1821 §¥5 | 181 | 179 | 181 | 190
Escherichia c. i R R ERERE RN IR R
Agar casny Candida albic.ins 3Tizo ] R ess [ 130z p 12y 2| 12| 21 {128 1 130 | 138
Erierobacter aerugenes 121 Lo | e300 (1281 ol a3 [ 1o4 122 | 1280131 [ 149 1
Klchsiella pneun: nioe 12 e[y ue| 2o [ 122138 F 129] 140 | 113 | 538 129
Scimonella emez: idis 83 [ 99 87 | 86 8 84 | 89 84 90| 92 [ 82 ] 83

0-12; Ensayo de promocién ¢ inkibicién de crecimiento semanal.

1-190: Nimero de colonias (UFC), de cada m.0. €n cada una de los cuadrantes para cada medio de cultivo
probado, reatizado por iy teado.
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GRAFICA No. 1 TIEMPO DE VIDA OPTIMA DE LOS MEDIOS DE
CULTIVO EVALUADOS.
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MEDIOS DECULTIVO
l. agar sangre b. agar sales manital
2. aqar chocolate 1. agar (:llilplllim
3. agar Mueller Hintan B. aqar verde brillante
&. agar brolacin 9. agar salmonella-shigella
5. agar chromocult 10. agar Nickerson
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V.2 Andlisis estadistico,
De los resultados obtenidos (Cuadro No. 8), se realizd el andlisis estadistico, con
ayuda del método de “t “de Student con un 99% de confianza, tomindose como ejemplo los

valores de recuperacion del medio agar sales manital y agar casoy (medio de referencia).

Para lo cual se plantearon las siguientes hipdtesis:

Hy: ng =0 (A = B ) La recuperacién bacteriana es la misma en ambos medios.

H,: ps < 0 {A < B) La recuperaci6n bacteriana no es la misma en ambos medios.

Regla de decisidn : Sit, > -t, entonces aceptar H,
Medio: agar sales manitol (X,)

agar casoy (Xg)
m.o. empleados: Staphylococeus aureus (X))

Pseudomonas aeruginosa (X ;)

Escherichia coli (Xa3)
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%p u

’55'4,

(4

10,[6, l

Staphylococcus aureus Pseudomonas aeruginosa Escherichia coli.

Cuadro No. 9. Tratamiento estadistico del medio agar sales manital,
empleando la prucka “1 de Student™.

SEMANA[X,,| Xs | d T (Xl Xs] 4 & Xyl Xs 1 d | &
0 T10] 131 { 21 | 441 | O [183] -183 | 53489 | © | 75 | -75 | 5625

1 124| 124 | -5 | 25 | G {179 -179 | 32041 | 0 | 75 | -73 | 5239

2 107 | 141 | -38 | 156 | 0 [181| -181 | 32761 | 0@ | 69 | -69 | 4761

3 23| 138 | 15§ 225 | 0 {175] -175 | 30625 | © | 72 | -12 | 5134

] 121] 140 | -19 | 361 | O |183] -183 | 33480 | 0 | & | -85 | 6889

3 121] 131 | -10 | 100 | 0 [190] -190 | 36100 | 0 | 69 | -69 | 4761

6 10| 129 | -19 | 361 | @ [175| -175 | 30625 | 0 | 71 1 -71 | 5041
7 T02[ 138 | 36 | 1296 | O [182] -182 | 33124 | 0 | 81 | -81 | 656l
8 47 123 | 26 | 676 | 0 (1751 -175 1 30635 ¢ 0 | 74 | 74 ] 5476

9 124] 141 | <17 | 209 | © [181] -18t | 32761 | 0 | 70 | -70 | 4900
10 | 81| 122 | 41 | 1601 | 0 |179] -179 | 32041 | 0 | 71 | -71 | 504l
11 107|121 | <14 | 196 | © 1181 | -181 [ 32761 | 0 | 81 | -81 | 6561
12 |94 129 ] 35 | 1225 | G |190| -190 | 36481 | 0 | &5 | -83 | 6889
2927 | 8032 -1988 | 426923 572 172918 |
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a=1% a=0.01%

gi=12 gl=n-1=13-1=12
t,=2.681
Staphviococcus aureus Pseudomonas aeruginosa Escherichia coli
d--29.._22.46 d=-152.92 d=-74.77
5. [-ZC=ZO%0_ 1 gs S = 101.20 S .= 4.49
d- n-1 . d” . d” 7
39
Sgz=ac--2 3,07 S-= 2B.0¢6 55= 1.25
d Jn d d
to=g3-as 27,31 t = -5.44 t = -60.0
c 8T T ¢ 77 c- :
H0 cierto
a=0.01
AR —
-22.46 0
Rechazar H, Aceptar H,

Grifica No.2. Region de aceptacién y rechazo para el gjemplo
del agar sales manitol.
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En el cuadro No. 10 se resumen los valores de las medias,
desviaciones estandar, errores estandar muestrales y las “t” calculadas para

los medios de cultive probados, cuyo célculo fué idéntico al planteado como

ejemplo (agar sales manital).

Cuadro No.t0. Resuliados del tratamiento esladistico de los medios de cultivo evaluados..

X.  Agarsales manito!

Nat Staphylococcus aurcns
Naz Msendumonas weruimuosea
Xy Escherichia cofi,

Ny Azar easoy

Xpi  Swpinlfucoccus vnrcns
Nar  Psendumonas aerneiusa

MEDIO BE - -
CUL’II‘WO MICROORGANISMO d S4 3 t,
Staphylococcus curens -22.46 11.08 3.07 BT
A‘.I"" sules ital Prend, IR sd S13242 104.20 28.06 K
Licherichia coli R 4.4y 1.23 -60.0
Escherichia coli -13.22 482 1.61 9.84
Ngac brolutin Fseud aerigiitsy -t 11.45 382 2378
Staplnlococcus awrcus -31.33 7.20 240 -13.16
Escherichin coli -18.15 10.18 2.8 6.4
Dgiar EMB{Eosing. Fseudomonas aeruginosa -33.08 929 258 9.74
asut de metiteno)
Stapinilococcus anreus -1.31 7.24 2.0l -£5.66
Sufmonella erierindis 4140 5.08 141 -30.16
ﬂgu; l M Fseudd $ aerugiosg -12146 798 21 -54.92
shigella
StyHivlococcs aurces REIRE 1.24 201 -63.66
BreraaaCier acvonscins S13u2 397 110 -12.65
Dgrr werde brillante Pseudaominias aern 2inuvsa -14.0 4.89 1.36 -13.08
Staplvincoccus ioens A13157 7124 2.01 63.66
Eiseronoeter g E AT 2.13 K1 -6.27
Augar o} | Hseud WeRTn e -H13.50 57 (K% «39.73
Sraphylococcus unrcns -133353 4.k4 2.05 6310
Stapliiococens anrug -1277 7.42 217 -5.88
Pyar Chap Pseudy eI 5TR 789 136 135352
Excluericlie cali ST4T6 3.34 148 -530.47
Candicda afbicans 623 §.32 2.30 -20.01
Ry Nickersun Pesudamonas acrutiinsg SISLUS 459 1.36 -133.52
Staphvlococens unrcis -138.77 724 2.01 -65.67
d  Media de las diterencias
ol Grados de libenad
S, Desviacidn estindar de las difvreacias
Sz Error estindar mucstral de L distribucion de frecueneiag
1, Pardmetro estadistice caboulande
1, Valor registrado en 1ablas extadisticas {€ de studenn)

Xus  Excherichia cofi
o Nivel de significancia (reesen Jde rechazol
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VI, Discusion.

Para asegurar el funcionamiento de los medios de cultivo wtilizados en cualquier
estudio, es necesario la validacién de dichos medios.

En el presente estudio se evaluaron medios de cultivo: ricos, diferenciales y
selectivos, utilizando en algunos de ellos la técnica de promocién e inhibicion de
crecimiento “Miles & Misra”, usando m.o. ATCC y NCTC.

La validacién mediante la promocién de crecimiento se hizo necesaria la
utilizacion de diluciones como 107 y 10, para detectar la sensibilidad de los medios de
cultivo, ademas esto se sustento con resultados de trabajos anteriores. En zlgunos
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 caracteristicas morfolégicas
en el medio de cultivo evaluado (forma y tamafio), pero que permita el recuento de
estas.(3.4,14,15)

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),
material biotdgico (m.o.), tipo de medio evatuado (selectivo, diferencial y rico), la

preparacion de la suspension, diluciones y volumen del inéculo.
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Los m.o. empleados en las prucbas de promocidn de crecimiento. deben formar
parte de la coleccion de cada laboratorie y estar identificadas con la elave del cepario de
procedencia. La seleccion de ellos depende del tipo de cultive a evaluar, como por
ciemplo los medios de cultivo diferenciales como el agar EMB deben probarse con un
m.o que fermente lactosa (Escherichia col), uno que no la fermente (Psendomonas
wertiginosa), y otro que sea inhibido (Staphylococcus aureus). En el caso de los medios
selectivos se deben emplear m.o. especificos para estos, por ejemplo Stuphylococcus
aures, se probo en agar sales manitol y como m.o. que no debio crecer Escherichia
coli y Psendomonas aeruginosa, cabe sefialar que en medios que puedan presentar otras
caracteristicas, es importante considerarlo, como en este caso era importante utilizar un
m.o. que diera reaccion negativa a la fermentacion de manitol. como es el
Staphylococcus epidermidis, esto no se rezlizo por no considerarlo en un principio.

Para los medios ricos como el agar brolacin se utilizo un m.o. que fermentara
luctosa; Escherichia coli, otro que no la fermentara: Pseudomonas aeruginosa (33).

En los medios ricos, diferenciales y selectivos se debe observar iz intensidad de
desarrollo de los m.o, deseables asi como las caracteristicas de sus colonias (tamafio,

color y formay), y el vire de color del medio de cultivo.
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En los medios ricos como el agar sangre y chocolate se evalto exclusivamente
el desarrollo de m.o. exigentes, asi como la produccién de enzimas hemoliticas, que nos

orientan a m.o. determinados (agar sangre) v m.o. dependientes de factores (factor V y

X) como es el Haemophilus influenzae tipo ~b” (agar chocolate). Estos medios son de
primera eleccion para la recuparacion de m.o. exigentes como son : Streptococcus
prieumoniae, Haemophilus influenzae, Neisscria meningitidis y Gardnerella vaginalis,

Para determinar si un medio de cultivo es atil para los fines que se requiere, es
necesarioc que cumpla con la Norma Oficial Mexicana NOM-065-SSAI-1993,
publicado en el diario oficial de los Estados Unidos Mexicanos, que establece las
especificaciones sanitanias de los medios de cultivo.

Para el contral de calidad en [a preparacion 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, asi como la temperatura de la estufa
{anexos). El control de este pardmetro fue importante para [a rastreabilidad de la
esterilidad de los medios, el tiempo que se dejo incubando fué de 48 hrs. Debido a la
poca viabilidad de anaquel, puesto que se requeria liberar el producto en el tiempo
establecido. Sin embargo, es importante mencionar que se debe mantener el producto 7
dias consecutivos en incubacién para observar la completa esterilidad del medio

( hongos, esporas).
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Otro pardmetro importante es e} control de calidad det agua, empleada para la

preparacion de los medios de culiivo y dar al m.o. las condiciones optimas para la
adecuada recuperacion, aislamiento, identificacién v realizacion de pruebas de

susceptibilidad a los antibidticos, el agua utilizada en este trabajo era desmineralizada
proporcionada por la empresa ATYDE (el control de calidad realizado es supervisado

por la misma empresa).

En cuanto a {a estandarizacion de la balanza granataria, este se debe realizar con
ayuda de pesas estindar (por triplicado), para corroborar que fa cantidad pesada es la
correcta al preparar cada uno de los medios de cultivo.

De los resuitados obtenidos. se trataron estadisticamente, utilizando la prueba de
“t” de Student con muestras aparcadas, para comparar la recuperacion bacteriana
durante un periodo de tiempo determinado (13 semanas), obteniéndose de éste, valores
como son media, desviacion estindar, error cstidndar muestrat v t, (Cuadro No.10) para
cada uno de los medios diferenciales, selectivos y ricos evaluados.

La regla de decisién nos dice que al comparar et valor t. (de los datos
experimentales, con un valor t, (de una distribucién teérica tabuiada en funcion del nivel
de significancia elegido), se rechace la hipdtesis Hj si ¢, es menor que - 2.681 (para los
medios que duraron 13 senianas).

Para los medios que tuvieron menor tiempo de estabilidad (prueba de

esterilidad), el valor de t,, para rechazar H, es de -2.896.
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En la tabla No. 5 se comparan los resultados de recuperacién de los medios
selectivos y diferenciales con respecto a un medio de control o referencia, en estudios
recientes (45), el medio de referencia es agir Mueller-Hinton. con un inéeulo conocido
(3x10* UFC/mL) del mo. a probar, obteniendo comparaciones confiables. El presente
proyecto se fundamentd en la forma de preparar las suspensiones de los m.o., en donde
estas se igualan a la turbidez del tubo No. 0.5 del nefélometro de MacFartand y
posteriormente de esta suspension se realizan diluciones.

Para poder comprobar 1o anterior. se usaron los valores de t, donde se
observaron resultados elevados y desplazados al lado negativo de la aproximacién a la

campana de Gauss, por lo que se toma ia decision de rechazar H,,

En un principio se considero la evaluacién del agar Mac Conkey, pero esto no
fue posible, debido a que este no permitia observar la morfologia colonial de
Escherichia coli, 1a cual serviria como control para observar la correcta funcionalidad
del medio. observandose como colonias irregulares, planas y secas, siendo que estas no
son las caracteristicas de dicho m.o. en este medio. Por lo que se decidié no incluirlo en
la evaluacion. También, el agar Rambach no se evalud, ya que en su preparacion hubo

un error, debido a que en ef macbete no mencionaba el volumen exacto de los viales y la
relacion de estos con el medio deshidratade. En cuanto a este medio, era importante su
evajuacion , ya que un gran nimero Je estudios reportan que posee una alta

especificidad v sensibilidad, ademds de ser un medio de reciente innovacion.
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Por otra parte la correcta eleccién del medio de cultivo favorece la recuperacién
del microorganismeo que causa la enfermedad comao lo reportan en diversos estudios (1,
17, 25, 29, 43, 45), donde se sugiere una adecuada eleccion para un diagndstico
confiable y ripido en el primoaislamiento {toma de muestra), basindose en las

caracteristicas bioquimicas del microorganisme patdgeno, como sucede por ejemplo, en

el crecimiento de enterobacterias y de coliformes que son productores de P-

Glucoronidasa (Escherichia coli) y 5-B-D-Galacwosidasa (coliformes) v que en agar

chromocult producen colonias de color caracteristico por ta presencia de los sustratos 5-
Bromo-3-indol-f-D-glucurdnido  (GLUagar) v 5-bromo-3-indol-B-D-galactésido
respectivamente. Actualmente se han implementado nuevos medios de cultivo. como lo
es ¢l agar Rambach, para la recuperacion de salmonellas, ya que, en estudios (19) se

hace referencia de que éste es un medio con un alta especificidad y sensibilidad, por el
color caracteristico (colonias rojas) a diferencia de ofros, como lo son el grupo de
coliformes (colonias azules, verdes, violetas o incoloras), esto lo comprobé comparando
dicho medio con SM-ID (bioMeriux) y Hektoen Enteric (Becton-Dickinson).
Encontrando que de 304 muestras dimrdicas sembradas en dichos medios, la
recuperacion mas alté se presento en agar Rambach (98%), seguido de SM-ID(85%) y

por {ltimo Hektoen Enteric (79%), aunque en nuestro caso no fué posible su

evaluacion.(19}
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También es conveniente mencionar que en otros estudios (41} se innovo que el
medio agar MacConkey ademas de ser diferencial lo hacen selectivo, adiciondndole
sustancias como son 6-benzoil-naftol-fostato (actividad de fosfatasa), pequefias
cantidades de dextrosa y azul de anilina. obteniendo mejores resultados para la
recuperacién de enterobacterias lactosa-neyativas y glucosa-fermentadoras de otras
lactosa-negativas y glucosa-no fermentadoras. De forma similar en otros estudios
reportados (25, 41), ademas de que emplean las mismas sustancias para hacer selectivo
el agar MacConkey lo comparan con agar MucConkey pero adiciondndole cristal
violeta, justificandose la factibilidad de modificar los medios de cuitivo, ampliando su
aplicacion y, por ende su uso {Diagnéstico clinico e Industrial).

Actuaimente se ha mejorado la capacidad de recuperacion de estos
complementandolos con diversas sustancias o incrementindo la concentracién de

algunos de sus componentes. (2, 30, 33, 47)
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VII. Conclusiones

* La estabilidad de los medios de cultivo en placa es diferente, esto depende de su
composicion selectivos, diferenciales y ricos), de la esterilizacion del medio, del drea
de trabajo, almacenamiento, y muy en especial de los cuidados por parte del personal,
durante el proceso de preparacion y especificamente en la esterilizacion del medio y

el vaciado del medio a las placas de Petri.

+ El correcto mantenimiento del cepario permitio un confiable control de calidad de

los medios de cultivo. incluyéndose m.o. tanto exigentes como no exigentes. Un
cepario adecuadamente mantenido, permite observar la funcionalidad bioquimica del
medio de cultivo, asi como, la morfologia colonial en placa, importando que éste sea

selectivo, diferencial, rico o enriquecido.

» El presente trabajo servira de apoyo como un “instructive para elaborar un manual de

procedimientos para la preparacidn de medios de cultivo en placa”, asi como también

para la realizacion del control de calidad de los mismos.
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Sugerencia

Cube resaltar la conveniencia de que la FES-Cuautitldn, genere dentro de sus
programas de servicio al exterior, uno basado en la comercializacion de medios de
cultivo preparados en placa, dirigido a pequefos y grandes laboratorios que los
requicran. El apoyo por parte de la Universidad consistiria en dar condiciones de trabajo
y respaldo econdmico, permitiendo de este modo la generacion de ingresos a esta, asi

como wmbién dara oportunidad a cstudiantes realicen su Servicio Social.
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I» GRUPO IDQ, S.A. DE C.¥w, [0
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CALLE1BNo.43-2 BOSQUES DE SN. SEBASTIAN C.P.72310 TEL 34-26-49
LABORATORIO DE CONTROL DE CALIDAD

REPORTE DE ANALISIS DE PRODUCTO TERMINADO
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PRUEBAS ESPECIFICACIONES RESULTADOS
1.- CONDUCTIVIDAD MiN. 3 MICRO 1.5
SIEM
2-pHA20C* 5.0-7.0 575
3.SULFATOS PASA PRUEBA PASA PRUEBA
4.- GLORUROS PASA PRUEBA PASA PRUEBA
5.- METALES PESADOS PASA PRUERA, PASA PRUEBA
6.- SUSTANCIAS OXIDABLES PASA PRUEBA PASA PRUEBA
7.« AMONIACO PASA PRUEBA PASA PRUEBRA
8.- CALCIO PASA PRUEBA PASA PRUEBA
9.- DIOXIDO DE CARBONO PASA PRUEBA PASA PRUEBA
10.- DESCRIPCION LIQUIDO FPASA PRUEBA
INCOLORO E
INSIPIDC
OASERAVACIONES: AUTORIZO:
-ATENCION: LABORATCRIO C.CALIDAD Q.F.B. JUAN MARUEL AGUILAR G.




Perfil bioquimico con AP 20, de los m.o. utilizados en este proyecto, para el conteal de calidad de medios

de cultivo en placa :

API STAPH consiste en pozos individuales, que contienen substratos deshidratados los cuales se reconstituyen

por la adicién del medio con el m.o. en estudio.

’_ 6Ly FRU [TMNE IMAL [LAC [TRE [MAN [ XLT [ MEL [NIT [PAL | VP RAF XYL [SAC [MDG {NAG | ADH JURE [LSTR
Staphylococcus 30 83 1]
aureus 100 100 |99 96 B8 94 19 i) 0 89 97 87 0 0 97 t 90

Temperatura de incubacién : 35-37°C
Periodo de identiticacién : 18 - 24 hrs.

Standar de Mclarland tubo No. 0.5



API'NH consiste en 10 microtubos que contienen sustratos deshidratados, con 12 pruebas de identificacion
basadas en reacciones enzimaticas o fermentacion de azicar. Las reacciones producidas durante la incubacion

dan como resultado cambio de color o al agregar reactivos.

GLU FRU MAL, a0 onC URE Lir I*AL §5-GAL I'ro A GUT | IND
Haemopbhitus
influenzae. 100 89 12 1 40 92 0 100 0 0 5 7
Neisseria meningitidis 97 0 90 ¢ o ] ] 0 0 44 100 |0

Temperatura de incubacion : 35-37° C
Periodo de identificacion : 2 hrs.

Standar de McFarland tubo No. 4



API 20 Y API 20 E, consiste en microtubos que contienen substratos deshidratados para la evaluacion de

actividad enzimatica o la fermentacion de azucares.

La enzima a probar se le inocula una suspension de m.o. de cultivo puro, con lo cual se rehidrata el sustrato

contenido en el microtubo. El metabolismo y productos producidos durante el periodo de incubacidn se revelan

por el cambio de color observado o la reaccidn expontanea al adicionarle reactivos.

vie [Mil [E8C [PYRA [e-GAL [B-GUR [-GAL [PAL [LAL [ ADH [RID JARA IMAN{SUR {LAC [TRE [INU [RAF | AMD |GLYG [ B-11EM
Streptococcus
pyogenes 0 1 5 98 U] I 0 160 180 |99 1] O 8 f 99 98 0 i 50 0 98
Temperatura de incubacion : 2-8° C
Periode de identificacion . 18 - 24 lus,
Standar de McFarland tubo No. 4
ONDG ADM LDC onc CIr 15 URE DA IND vp GEL GLU MAN
Enterobacter
HEFGENLS 93 o 28 98 60 @ 2 0 0 73 0 29 9y
Escherichia
coli 88 5 74 70 0 3 2 0 39 0 1] 49 97
Klebsiella
pneumoniae | 100 0 73 0 v 0 75 4 a 73 i1 10 H)
Fseudothonas
QETLRINLSA I} 87 i) v w2 U 33 0 It 2 74 57 [
Salmonella
enteritidis




ING S0R RHA SAC MEL AMY ARA 0X |NO, N, MOB McC QF/} QF/F
Enterobacter
acrogenes 93 99 93 99 99 99 99 0 160 ] 97 100 100 100
Escherichia
eoti 3 %0 82 41 67 20 32 0 100 0 95 100 100 100
Klebsielia
pneumoniae | 73 ¥ 95 100 99 99 99 0 100 0 0 100 100 100
Pseudomonas
aeruginesa 0 o 0 1 1t 0 18 97 12 56 97 100 98 0
Salmonedla
enlerilidis

Temperatura de incubacion : 35 - 37° C
Periodo de identificacion : 18 - 24 hrs.

Standar de McFarland tubo No.




£l AP! Candida consiste en 10 microtubos con sustratos deshidratados con 12 pruebas de ensayo, como son la

acidificacion del azlcar o reacciones enzimaticas. Las reacciones producidas durante la incubacion son

reveladas por el cambio de color o al agregar reactivos
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Candida
albicans
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wn
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0
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Temperatura de incubacion : 35-37°C
Periodo de identificacion ; 18 - 24 hrs.

Standar de McFarland tubo No. 3

[as reacciones sc leen deacuerdo a la tabla de lecturas y la identificacion es obtenida por referencia al indice de

perfil analitico o usando el software.
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