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RESUMEN

En el presente trabajo se¢ realizaron prucbas dec conservacion de 67
cepas, 39 bacterias y 28 hongos a diferentes plazos, temperaturas y métodos

de sellado para los tubos de conservacion.
Se encontré que para todas las bacterias, con excepcion de los
géneros Bacillus y Streptococcus, las condiciones de conservacion mas

adecuadas son cl sellado con cera a 4°C y no mas de un plazo mediano.

En los hongqs se observo buena recuperacion en tubos sin sello a 4°C

hasta por 18'rh;:s" } :cxccpcién de Epidermophyton floccosum, el cual no

resiste las bajas tempergturas.
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INTRODUCCION

Un cepario microbioldgico es una coleccion de microorganismos los
cuales son obtenidos, purificados, identificados y conservados con ecl
propésito de que puecdan scr utilizados posteriormente en los diversos
proyectos en los cuales sc requicra que tales cepas se encuentran puras,
viables y que sus caracteristicas se conserven sin modificacioncs y sean

confiables.

Debido a que en la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan de la
Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM) existen carreras del
area de Ciencias Quimico Bioldgicas las cuales incluyen asignaturas
relacionadas con la Microbiologia, ademas de¢ proyectos de investigacion,
posgrado y otras actividades similares, se hace necesario contar con un
cepario que pueda cubrir las necesidades de tales actividades en lo que se

refiere a disponer de microorganismos utiles para sus objctivos especificos.

A partir del dcsarrollo de concepto de cultivo puro propucsto por

Pasteur, de la eclaboracion de medios de cultivo para los microorganismos y
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del aprovechamiento de sus productos metabdlicos con utilidad alimenticia,
farmacéutica, industrial, etc., surge la necesidad de conservar los
microorganismos procurando mantencrios puros, viables y sin alteraciones
de sus caracteristicas fenotipicas y genotipicas, ya que una coleccion de
cepas que cubra estos requerimicntos representa un enorme  potencial

econémico. ' %'

Para lograr éste proposito cs necesario disponer de las cepas viables y
caracterizadas para proceder a la conservaciéon de los cultivos considerando
métodos, equipo, variables como tiempo y temperatura de conservacion y
necesidades propias del laboratorio, y podcr contar con las cepas que cubran
los requerimientos de la enseilanza experimental en la Facultad de Estudios
Superiores Cuautitlan de la Universidad Nacional Auténoma de Meéxico
(UNAM) y de otras instituciones externas donde sean requeridas. Aqui se

encierra la importancia de las colecciones de microorganismos.'?

En cl pais existen varias colecciones cntre las cuales se encuentran las
de la Escucla Nacional de Ciencias Biologicas, el Centro de Investigacion y

Estudios Avanzados, Facultad de Quimica, colecciones privadas de
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empresas como Becton Dickinson, industrias farmacéuticas y alimenticias,
etc.; ademas se encuentran colecciones en varias partes del mundo como la
American Type Culture Collection (ATCC), la National Collection of Type
Culture (NCTC), entre otras y que estan interrelacionadas por organismos

como la World Federation of Culture Collections y ¢l World Data Center,

1231

En la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan de la UNAM los
antecedentes de colecciones microbioldgicas con que se cuenta son las que
se han formado de mancra aislada por parte de cada laboratorio, profesor
y/o investigador, las cuales cubren, muchas veces de manera parcial, las

necesidades de sus actividades particulares.

En ’ésle trabajo se pretende cstablecer un cepario que permita cubrir
en forma ma;sv;amplia estas necesidades. Este proyecto se desarrolla en los
laboratorios r‘de microbiologia L-513 y L-514 de docencia y ¢l laboratorio
10 de la Seccioén de Ciencias de la Salud Humana ubicado en el edificio de
Posgrado de 1a Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan (Campo 1) de la

Universidad Nacional Auténoma de México
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I. ANTECEDENTES HISTORICOS

I.I METODOS DE CONSERVACION

Desde la apariciéon del hombre sobre la tierra, los microorganismos lo
han acompaiiado a su paso por la historia, ya sca provocando enfermedades
o sicndo utilizados en diversos procesos como fabricacién de pan, quesos,

vinos, etc., aunque de manera empirica, ya que desconocian su existencia.

Con la invenciéon del primer microscopio por Anton Van
Leewenhoek, los microorganismos fucron conocidos por el hombre y a

partir de ahi se iniciaron varios estudios para conocer su comportamiento.

Con cl progreso dec la microbiologia, se empczo a utilizar a los
microorganismos en provecho del ser humano, aunque en esta etapa se
hace con conciencia de su participacion; actualmente se obtienen de cllos
vacunas, antigenos, enzimas, antibidticos, acidos nucleicos y muchos otros
productos tanto en la industria alimenticia como en la farmacéutica y de

produccion de biologicos. '+!7



Establecimiento de un cepario en el area de microbiologia

A partir de esto se hizo necesario contar con métodos de
conservacion para los microorganismos y sus productos, ademas de
establecer colecciones de los microorganismos de interés. Desde la
antigiedad se han conservado los alimentos por secado y congelacion;
en cl siglo XVII, al desarrollarse la vacuna contra la viruela por
Jenner, se hace mas nccesario contar con un medio para conservar €stos
productos. En 1909 Camus logra sacar la vacuna al vacio y Shakell
desarrolld un método de volatilizaciéon de agua al vacio; estos métodos
presentan un fenémeno que fue denominado li6filo por Reichel, Massucci y
Boyer en 1930. La primera liofilizadora fuc operada en 1935 por Flosford

en Filadelfia. '7

En 1953, el surgimiento de la biologia molecular plantca una nueva
perspectiva a considerar en lo referentc a la conservacion de las
caracteristicas genotipicas y en consccuencia de las fenotipicas de los

microorganismos. !7
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L.II COLECCIONES MICROBIOLOGICAS

Con respecto a las colecciones microbiologicas no existe un dato que
indique formalmente ¢l inicio de éstas colecciones, pero se considera que la
primcra pertenecié a Louis Pasteur a partir del desarrollo del concepto del
cultivo puro. Posteriormente éstas se promueven con la elaboracion de

medios de cultivo sélidos por parte de Robert Koch. '''7

En 1880 Franz Kral de Checoslovaquia formo una amplia coleccion

de bacterias y hongos que casi desaparece en la guerra y que fue dividida

entre Estados Unidos y Austria.'!3!

En 1898, al formarsc la American Socicty of Bacteriologists, se
propone la creacion de un centro de coleccion de microorganismos, la cual
se forma en 1911 en la Natural History Museum de Nueva York y al
enriquecerse con parte de la coleccion de Kral se establece como la

American Type Culture Collection en 1925 con sede en Chicago.
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Tras la recesién de 1929, la coleccion es trasladada a la Universidad
de Georgetown en 1937 y se establece en sus propias instalaciones en 1956;

finalmentce se instala en su sede definitiva en Maryland en 1964, !

Paralclamente se desarrollan cn Suiza y Japén diversas colecciones
privadas que fueron intcgradas a varias instituciones. En México se tiene
conocimiento de la coleccién formada por Jeanot Stern en 1939 en la
Escuela Nacional de Ciencias Biologicas del Instituto Politécnico Nacional
(IPN) y a partir de ahi surgieron otras mas en el Centro de Investigacion Y

Estudios Avanzados (CINVESTAV). '3

A partir de entonces sc empiezan a formar varias colecciones por
todo el mundo y con esto surge la necesidad dc establecer nexos entre las
mismas, surgiendo con esto la World Federation of Culture Collections
(WFCC) con sede en Australia la cual se transformé posteriormente en la

World Data Center ubicado cn Japén. *!

Durante la década de los sesenta, en la Escucla Nacioal de Ciencias

Biologicas, ta doctora Silvia Giono da un gran impulso al cepario de esa
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dependencia y dirige trabajos de tesis al respecto entre las que se encuentra

las de José Luis Munguia (1974) 3% y Deifidia Valero (1986).*?

En 1992 es reconocido ¢l cepario del CINVESTAYV como el primer
cepario dec referencia en América Latina, lo cual es mencionado en una
publicacién de la misma institucion donde también sc describen sus

antecedentes, procedimientos, actividades y perspcctiva actual. 3
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CAPITULO 1

LA ORGANIZACION DEL CEPARIO

1.1 ORGANIZACION TECNICA
1.1.1 EL PERSONAL

El personal que integra ¢l cepario del area de microbiologia de la
Seccion de Ciencias dc la salud Humana cstd formado por una secciéon de
docentes 'y otra de ecstudiantes cuyas funciones, responsabilidades y
jerarquias es’tfm' debidamente especificadas para el correcto desempeiio del

los propésitos del proyeccto.
1.1.2 DISTRIBUCION JERARQUICA DEL PERSONAL

Las jerarquias dentro del cepario se asignan en funcién de la
responsabilidad que ticnen en el proyecto, la categoria docente, tiempo de
desempeiio en el proyecto y ¢l nivel de preparacion en cl caso del personal

cstudiantil. Lo anteriormente expuesto se ilustra en ¢l siguiente esquema.
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DIAGRAMA 1
JERARQUIAS DEL PERSONAL DEL CEPARIO

| RESPONSABLE GENERAL DEL PROYECTO

COORDINADOR DEL COORDINADOR DEL

PROYECTO NE BACTFRITAS PROVYECTO DE HONGOS

- "PERSONAL ESTUDIANTIL
(SERVICIO SOCIAL Y TESISTAS)

1.1.3 FUNCIONES DEL PERSONAL

La distribucion de las funciones del personal del cepario esta dada de

la siguiente mancra:

RESPONSABLE GENERAL
Planea dec manera global las actividades a realizar, los plazos de
ticmpo, recopila las necesidades de las labores y provee los requerimientos,

concentra, evalia e informa los resultados de las actividades.
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COORDINADOR DEL PROYECTO

Organiza las actividades a rcalizar correspondicntes al proyecto
respectivo, recopila y abastece las nccesidades especificas del mismo,
recibe, evalua e informa los resultados de las actividades. La World
Federation of Culture Collections define a cste tipo de personal como

curator o custodio del cepario y sus actividades de la siguicnte manera:

¢ Establece la dinamica de conservacion, identificaciéon y cvaluacién
postconservacion de las cepas.

Elabora manuales de procedimientos.

Establece contactos con otras colecciones.

Sec encarga de la custodia de las cepas de nuevo ingreso.

Adiestra al nuevo personal.

© O o o ©°

Publica catalogos de las cepas disponibles.

PERSONAL ESTUDIANTIL.
Esta catcgoria cngloba al personal de tesis y servicio social, quiencs
realizan las actividades técnicas propias del cepario como son: preparacion

de medios dc cultivo, purificacion ¢ identificacion de las cepas,
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esterilizacion del material a utilizar, conservacion dc las cepas, reportar los

resultados de las actividades, etc.

1.2 ORGANIZACION ADMINISTRATIVA

1.2.1 REGISTRO DE CEPAS

Para tener un control de las cepas disponibles, sus pruebas, su
viabilidad y su identidad, éstas deben registrarse desde su ingreso, llevar un
seguimiento de su procesamiento hasta Hegar a su identificaciéon plena,

conservaciéon y evaluacion postconservacion.

Con la finalidad de tener un control dec scguridad para las cepas y
contar con varias opciones de busqueda, ¢l archivo sc integra por diversos

registros que seran descritos a continuacion.



Establecimiento de un cepario en ¢l arca de microbiologia

1.2.2 BITACORAS

Libretas para el registro de las actividades realizadas durante el
procesamicnto de las cepas desde su ingreso hasta su identificacion y
conservacion; a partir de aqui se vierte la informacion ordenada al archivo
general del cepario. Estas pueden ser de diversos tipos: de inventario, de
métodos, de censo de cepas, etc. Es conveniente llevar las bitacoras de

libretas cuadriculadas, foliadas y de costura para el registro.

1.2.3 ARCHIVO DEL CEPARIO.

Para facilitar ¢l manejo de la informacion contenida dentro decl
archivo del cepario, éste sc divide e integra por varios registros auxiliares
integrados por hojas y tarjetas, las cuales son de diversos tipos y cuyas

caracteristicas son las siguientes:

A) TARJETA ALFABETICA
Consiste en un listado que presenta la informacion de las cepas

ordenadas alfabéticamente de acuerdo a los siguientes criterios:
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a) De acuerdo al tipo de microorganismo se dividen en bacterias y hongos.

b) Las bacterias se subdividen de acuerdo a su morfologia y tincién en
cocos Gram positivos, bacilos Gram positivos, cocos Gram negativos,
bacilos Gram negativos, bacilos acidos alcohol resistentes, y bacilos
filamentosos. En el caso de los hongos éstos se dividen en levaduras,
hongos filamentosos, hongos dimorficos y hongos bifdsicos ¢n base a su
morfologia.

c¢) Sc ordenan alfabéticamente de acuerdo al género y especic.

B) TARJETA NUMERICA.

Presenta la informacion de las cepas agrupandolas de acuerdo a sus
caracteristicas, identificandolas por medio de un sistema de numeracién
arabiga compuecsta por una scrie de digitos, cada uno de los cuales seilala
una caracteristica especifica del microorganismo, los cuales se leen de
izquierda a derecha de la siguiente manera:

a) El primer digito indica si se trata de una bacteria o un hongo;
designandosc ¢l namero | para bacterias y el namero 2 para hongos.
b) El segundo digito indica su morfologia y caracteristicas tintoriales.

c) Eltercero y cuarto digitos especifican el géncro.
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d) Los digitos quinto y scxto seitalan la especie.

e) El altimo digito indica serotipos, biotipos, etc.

Este sistema es cl que identifica a los tubos y/o viales que conticnen
las cepas, constituyen un método de proteccion de identidad dec las mismas

y es util para procesar la informacion en una computadora.

C) HOJA DE TRABAJO

Consiste en un registro detallado de las caracteristicas de
identificacion .de’ las ccpas durante la rutina de trabajo; contiene
informacion del nombrev y ¢l codigo numérico, los medios de cultivo
utilizados para su recuperacion, purificacion, identificacion, asi como las
pruebas bioquimicas y especiales que se realizan, caracteristicas dc tincion,
tiempos y temperaturas de incubacién y otras condiciones de crecimiento

como aerobiosis, nutricion, etc.

Un ¢jemplo de las hojas de trabajo se presenta a continuacion:

16
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ESQUEMA 1

HOJA DE TRABAJO BACTERIAS

CARACTERISTICAS DE IDENTIFICACION
Cultivo (No. o ssp.):
Fecha:

CARACTERISTICAS EN MEDIO SOLIDO
Medio de cultivo:

Temperatura:

Tiempo:

Forma:

Elevacion:

Color:

CARACTERISTICAS EN MEDIO LIQUIDO
Medio de cultivo:

Temperatura:

Tiempo:

Turbidez:

Sedimento:

MORFOLOGIA MICROSCOPICA
Forma:

Gram:

Capsula:

Esporas:

Flagelos:

RAGEER
TAU ADE f?«}CEL‘\




Establecimiento de un cepario en ¢l area de microbiologia

HOJA DE TRABAJO BACTERIAS (continuaciéon)

CARACTERISTICAS DE CRECIMIENTO
Temperatura:

Requerimicnto de oxigeno:

Crecimiento en medios selectivos/diferenciales

MacConkey Eosina Azul
Salmonella Shigcella de Metileno
Sales manitol Otros

Tolerancia a NaCl
4.5% 10.0%
7.0% 18.0%

Resistencia a temperatura

4°C 15°C 42°C
CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS
Enzimas respiratorias

Catalasa Oxidasa

Metabolismo de carbohidratos

OF Hidr. almidén
VP Hidr. esculina
MR Leche tomasol

Citratos ONPG
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HOJA DE TRABAJO BACTERIAS (continuacion)

Produccioén de acidos de:
Arabinosa:

Glucosa:

Manitol:

Xilosa:

METABOLISMO DE COMPUESTOS
NITROGENADOS

Nitratos:

Indol:

Fenilalanina:

Arginina:

Ornitina:

Urea:

Tween 80:

OTRAS

TSI:

Superficie/ fondo:

Glucosa: Sacarosa:
Lactosa: Gas:

Gas: Ac. sulfhidrico:

SIM A
Indol. Motilidad. Ac. sulfhidrico

TESIS COU
FALLA DE ORIGEN
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HOJA DE TRABAJO HONGOS

CARACTERISTICAS DE IDENTIFICACION .

Cultivo (No. O ssp)
Fecha:

CARACTERISTICAS cOLo IALES.
Medio de cultivo:
Forma:

Color:
Pigmentacion:

MORFOLOGIA MICROSCOPICA
Forma:

Tincidn:

Capsula:

Micelio:

Pigmentacion:

Estructura de reproduccién asexual:

20
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HOJA DE TRABAJO HONGOS (continuacién)

CARACTERISTICAS DE CRECIMIENTO

Temperatura:

Tiempo:

Crecimiento en medios sclectivos y/o especiales:
Sabouraud con accite Biggy

Medios de Prucba Niger

Para Dermatofitos Otros.

CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS
Carbohidrato Asimilacién Fermentaciéon
Glucosa:

Sacarosa:

Galactosa:

Maltosa:

Trealosa:

Lactosa:

Resistencia al pH:
Hidrolisis de urea;

D) HOJA MAESTRA

Consiste en un registro que integra o recopila informacion completa y
detallada de cada cepa contenida e la hoja dc trabajo, abarca desde el
ingreso de la cepa, su procedencia, presunta identidad, personal que recibe,

procesa e identifica.
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A continuacion se presente un ejemplo de la hoja maestra:

ESQUEMA 2
HOJA MAESTRA

IDENTIFICACION
Géncro y especie: No:
Origen:
Aislado por:
Recibido por: para:
Registrado por: fecha:
Confirmado por: fecha:

Fecha de ingreso:

Fecha de conservacion:
Fecha de rcactivacion:
Me¢étodo de conservacion:
Existencia:
Caracteristicas:

Referencias literarias:

TESIS GO
FALLA DE ORIGEN

22



Establecimiento de un cepario en el area de microbiologia

HOJA MAESTRA (continuacion)

MORFOLOGIA COLONIAL

Medio: temp:
Forma:

Tarnaifio:

Bordes:

Superficie:

Agrupacion:

Caracteristicas:

MORFOLOGIA MICROSCOPICA

Gram: Cépsula: T. &cida:
Tincion: : . S
Motilidad:

Esporas:

Forma:

Pared:

Otras Estructuras:

23
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HOJA MAESTRA (continuacion)
ANEXO BACTERIAS

MEDIOS DE CULTIVO
Apgar:

MacConkey.

Sangre telurito:

Agar Sangre:

Otro:

Caldo:
BHI:
Casoy:
Nutritivo:
Otro:

PRUEBAS BIOQUIMICAS

Catalasa: Linasa:
Oxidasa: Arginina:

OF: Ormitina:
Nitratos: KCN:

MR: Indol.

VP: Ac. sulfhidrico:
Malonatos: TSI:

Citratos: KIA:

Urea:

Esculina:

TESI
FALLA DI

|2}
P
O
=

=1
Q
’,_3
f’)

1N
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ANEXO HONGOS

MEDIOS DE CULTIVO

Sabouraud: Niger:
Biggy: Micosel:
Dermatofitos: Selec. Candida:

UTILIZACION DE CARBOHIDRATOS
Arabinosa:
Celobiosa:
Dextrosa:
Galactosa:
Glicerol:
Inositol:
Lactosa:
Maltosa:
Manitol:
Sorbitol:
Sucrosa:
Trealosa:
Xilosa:
Adonitol:

TESIS CON

FALLA DE ORIGEN
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"‘ANEXO HONGOS

TINCIONES
Gram:

Azul de algodon:
Tinta china:
Otras:

ESTRUCTURAS MICOTICAS
Tamaiio:

Forma:

Micelio:

Color:

Grosor:

Diametro:

Scgmentacion:

Estructuras de reproduccion asexual:

TESIE COH
FALLA DE ORIGH

N
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E) SOLICITUD DE CEPAS
Para podcr brindar el servicio de provisiéon de cepas, los usuarios
deberan llenar una solicitud como la que se muestra a continuacion:
ESQUEMA 3

SOLICTUD DE CEPAS

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
CUAUTITLAN
SECCION CIENCIAS DE LA SALUD HUMANA
CEPARIO MICROBIOLOGICO

Solicitud No.

SOLICITUD AL CEPARIO

Nombre del solici Depend

Fecha de solicitud Arca

Fecha de utili 16 Asi
DESCRIPCION DE LA CEPA . """ SE ENTREGARA EN:
Familia " B tubo caja Petri vial

dio de tivo o dici de
conservacion:

G‘élicrq

Comentarios: :

Fecha dé cntregaf'

Firma de Recibido:
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1.2.4 REGLAMENTO

Para tener un adecuado control en los movimientos dc las cepas, los

procedimientos de solicitud y entrega de las mismas se rigen por el

siguiente reglamento:

REGLAMENTO DEL CEPARIO

Sc publicara una lista con las cepas disponibles en el cepario.

Solo sc asegurara la entrega de cepas qt'xe se encuentren registradas en la
lista.

Para solicitar una cepa se hara por escrito llenando la solicitud
correspondiente.

Sc debera llenar una solicitud por cepa.

Sdlo se atendera y se dara prioridad a las solicitudes que tengan 15 dias
de anticipacién a la fecha de utilizacion.

Al solicitar la cepa se debera proporcionar el medio de cultivo en el que
se desea rediﬁirié, ‘o en su defecto debera especificar el medio de cultivo

y restituir el material al momento de recibirla.

28
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7. Al rccoger la cepa se debera presentar copia de la solicitud y firma de
recibido en la bitacora de entrega de cepas.

8. No dcberan tomarse cepas directamente del cepario.

Con la finalidad de presentar el proceso de solicitud de una cepa de

manera ilustrativa, se muestra un diagrama de procedimiento.

29
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DIAGRAMA 2

PROCESO DE SOLICITUD AL CEPARIO DE LA FESC

RESTITUTIR
MATERIAL.

NO

[:pUBLICACION
DE CEPAS
DISPONIBLES

!

(SE ENCUENTRA LA
CEPA REQUERIDA EN LA
PUBLICACION?

SI

ELABORAR UNA
SOLUCITUD POR
CEPA

“.PROPORCIONA

‘MEDIO DE CULTIVO?

81

+| :RECIBE CEPA? ]

S1

FIRMA BITACORA
DE ENTREGA

TESIS CON
LLA DE ORIGEN
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CAPITULO 2

BACTERIAS

LLas bacterias son organismos procariontes unicelulares, la mayoria
son de vida libre y se reproducen asexualmente por fision binaria, poseen

un cromosoma circular unico de doble cadena de ADN que se replica de

forma no mftc’)tica, algunos cuentan con un fragmento pequeiio de ADN
conocido cdmo plasmido, No tien¢ nucleo, reticulo endoplasmico,
milécondn'as, etc., sus ribosomas se encucntran dispersos por el citoplasma.
Entfc los organelos que puecden presentar existen flagelos cuya funcion es la
locomocioén y microfibrillas o fimbrias que funcionan como mecanismos de

adhesién y transmisores de material genético. **

La identificacion bacteriana en cl laboratorio se rige por criterios
morfolégicos, metabélicos, tintoriales, bioquimicos, etc., lo cual genera

diversas catcgorias por cada caracteristica. **
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Bajo -esta -perspectiva se puede describir a las bacterias por su
morfologia ,éémo cocos (esferas), bacilos (bastones), espiroquetas
(esplrales) etc.,. por su agrupaciéon se conocen como pares, cadenas,
mcnmos f'lamcnlos por su cantidad de glucopéptidos y lipidos en pared y
su resnstencna a la decoloracién se denominan Gram positivos (morados),

Gram negativos (rojizos) y acidorresistentes (no decolorables por icido). **

Por:su tolerancia al oxigeno se conocen como aerobias, anacrobias,
aero(olerames. Ou'os criterios incluyen la utilizacion de diversos nutricntes
del medlo como protcmas y carbohidratos, los productos del mctabolismo

de los m|smos la rcsnstcncua a variantes de temperatura, pH, presencia de

antibioticos'y mdrfologia colonial en distintos medios de cultivo. **

Por sus’ ara'cicristicas propias las bacterias presentan problemas par

su clasificacion; taxondmica debido a los constantes descubrimicntos de
nuevas propiedades, y la carencia de antecesores evolutivos por variacion y
diversificacion de los mismos. La taxonomia bacteriana en la actualidad sc

basa en los lineamientos establecidos por la 8°. Edicion del Manual Bergey
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un e¢jemplo se¢ presenta a

REINO DIV‘ISION' ORDEN FAMILIA GENERO
Procaryotae Bacle_rrr-lfax L | Eubacteriales Pseudc e P cd nas
e ‘ Enterobacteriaceae Escherichia
Brucellaceae Haemophilus
Micrococaceae Sraphylococcus
Lactobacillaceae Streptococcus
Corynebacteriaceae |Corynebacterium
Bacillaceae Clostridium
Actinomycetales | Mycobacteriaceae Mycobacterium
Nocardiaceae Nocardia

N

Tl
3

~
LB

CON

I
FALLA DE ORIGEN
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2.1 COCOS GRAM POSITIVOS

Los cocos Gram positivos son células esféricas y ovoides, anacrobios
facuhtativos entre los cuales se encucntran los géncros Staphyviococcus y
Streptococcus, €l género Staphylococcus tiecne un metabolismo respiratorio
que le confiere la propicdad de ser catalasa positivo, ademas de un
metabolismo fermentativo; en cambio el género Streprococcus solo posce
metabolismo fermentativo por lo que en catalasa negativo. Algunas espccies

tienen requerimicntos nutricionales complejos.* 7%

Estos organismos ticnen una alta concentracion de glucopéptidos y
baja concentraciéon de lipidos en su pared, por lo que retienen el colorante

cristal violeta y se tifien de color azul morado, %274

La diferenciacion de dos de los principales géneros de los cocos

Gram positivos sc esquematiza en ¢l siguiente diagrama.
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DIAGRAMA 3

DIFERENCIACION DE COCOS GRAM POSITIVOS '¢%

COCOS GRAM
POSITIVOS

RACIMOS

COL.ONIAS:
" GRISES
PUNTIFORMES

COLONIAS
BLANCAS
GRANDES

CATALASA CATALASA

Staphviococcus Streptococcus

FALLA UE ORIGEN
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2.1.1 Staphylococcus

Son cocos Gram positivos, de 0.5 a 1.5 um de diametro, son inméviles,
anacrobios facultativos, catalasa positivos, crecen en presencia de cloruro
de sodio al 7.5% y a temperaturas de 18°C a 40°C. En agar sangrc forman
colonias grandes, blancas, opacas, cupulares, lisas y cremosas. S. aqureus

ticne un color amarillento. *?2

S. aureus produce una gran cantidad de productos extracelulares entre
los qut:: destacan hemolisinas y coagulasa; las hemolisinas lc dan Ia
propiedad de producir B hemolisis en agar sangre, la coagulasa le conficre
una caracteristica especifica de diferenciacion de las otras especies al poder

coagular plasma in vitro, ?8-16%

También tiene la capacidad de fermentar el manitol y adquirir una

coloraciéon amarilla al sembrarse en agar sales manitol. **

Otras especies impontantes de género son: S. saprophyticus, el cual

resiste también las altas concentraciones de cloruro de sodio pero no
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fermenta al manitol, produce o hemolisis, es coagulasa negativo, es

resistente a novobiocina y es incapaz de reducir nitratos. >*16-224

S. epidermidis muestra la misma reaccion que S. saprophyticus en
agar sales manitol, su hemélisis es igualmente de tipo o ,es también

coagulasa negativo, es sensible a novobiocina e hidroliza la urea, 3516224

Las caracteristicas de identificacion de éstas especies sc¢ pueden

observar en la tabla 1 y el diagrama 3A.

37



Establecimiento de un cepario en el area de microbiologia
plAQRAMA 3A
lDENTlFICA}ClO!"\‘T’ bE ‘Staphylococcus **

NOVOBIOCINA

S. aureus

S. epidermidis S. saprophvticus

TABLA |

IDENTIFICACION DE Sraphylococcus 22

Novobiocina Urca Nitratos Manitol Cc 1
S. aureus s / / + +
S. epidermidis S + + - =
S. saprophyvticus R - - - Z
S= Sensible R= Resistente /= No realizada

T CON
FALL~ ui ORIGEN »
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2.1.1 Streptococcus

Son cocos Gram positivos, catalasa negativos, sc agrupan en cadenas
o pares, son inmoéviles, no esporulados, anaerobios facultativos con

metabolismo fermentativo, crecen a 37°C, &#16:22:44

Son células ovales o csféricas de 0.5 a 1.0 um de diametro, forman
cadenas largas al sembrarse en medio liquido y presentan sedimento en el
fondo del tubo, producen hemolisis de tipo a, B o y. Algunas especics
tienen requerimicentos mas cxigémcs como atmosfera anacrobia con
nitrégeno. Crecen en agar sangre formando colonias pcquefias puntiformes

grises y opacas, 3816224

Lancefield establece una clasificaciéon para el género basandose en su
composiciéon de carbohidrato C de la pared cclular, designando grupos
dentro de los cuales ubica a las especics, tales grupos se caracterizan por
serologia. LLas espccies que pertenccen a algunos de cstos grupos pueden

identificarse por medio de las prucbas que se¢ mucstran en la tabla 2 y el
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diagrama 3B. A continuacion se muestra un ejemplo de especies agrupadas

de acuerdo a Lancefield: **

Grupo A: S. pyogenes

Grupo B: S. agalactiae

Grupo C: S equisimilis. S. equi, S. dysgalactiae

Grupo D: S. faecalis; S. faecium, S. durans (enterococos); S. bovis,
S equmus (no enterococos)

Grupo F: S angmosus

Grup_d H‘:i ;S.’siang":‘xi:is

Grupo K: ' S. ;{alivarius
La prucba dec diferenciacion caracteristica de los géneros

Streotococcus 'y Staphylococcus cs la catalasa y el proceso se seiala en ¢l

diagrama 3.
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DIAGRAMA 3B

IDENT lFIC}AVC'[O‘N‘, DE Streptococcus 2

"CATALASA (-)
HEMOLISIS |

[ orToQuUINAO.Ga g |-~ [BACITRACINA 5 ug |
S. pneumoniae S. viridans Grupo A | CAMP E HIPURATO" | ’

Grupo B | BILISESCULINA |

5

Grupo D Grupo C

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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TABLA 2

IDENTIFICACION DE. Streprococcus *2

Optoquin-| Hidrélisis | CAMP

Grupo | Hemolisis | Bacitracin Bilis NaCl Sol.
a0.04 ug a$ pg- | hipurato esculina | 6.5% | bilis
A £ -+ - < - - - -
B B - - + + - - -
c B - - = =1 - | -
D aof - - - + + -
Pn [od - + ] - - - +
Nota: Pn = Streptococcus pneuménli‘qe i Sol: = solubilidad

TESIS CON
FALLA DE ORIGE
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2.2 BACILOS GRAM POSITIVOS NO ESPORULADOS

Son microorganismos pleomoérficos, suclen tener forma de bacilos
cortos ligeramente curvos, de metabolismo respiratorio y por lo mismo

catalasa positivos, con excepcion de algunas especies. **

A excepcion del género Corvnebacterium, el cual es inmovil, los
demas micnbros de este grupo son moviles a 25°C ¢ inmoéviles a 35°C;

suelen agruparse cn pares, cadenas o empalizadas. ***

Pucde ser aerobios o anaerobios facuhtativos, no son
acidorresistentes, excepto por ¢l Corynebacterium el cual posee cierta
resistencia parcial por la presencia de un bajo porcentaje de acido micélicos

en su pares, #27%

En el siguente diagrama se sintetiza 1a manera de diferenciar los

géneros Corynebacterium y Listeria, pertenecientes a éste grupo.

43



Establecimiento de un cepario en ¢l drea de microbiologia

DIAGRAMA 4

DIFERENCIACION DE BACILOS GRAM POSITIVOS NO
ESPORULADOS 62244

©UBACILOS ../ N
“ L PLEOMORFICOS .
GRAM POSITIVOS |

B HEMOLISIS. |
‘BAJO'LA COLONIA

MOTILIDAD AGAR'SANGRE '{

‘| MOTILIDAD

Corynebacterium

Listeria

TESIS COW
FALLA DE ORiGEN
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2.2.1 Corynebacterium

Bacilos pleomérficos, rectos o ligeramente curvos, no esporulados,
Gram positivos, oxidasa negativos, no acido-alcohol resistentes. Son
aecrobios o anacrobios facultativos, catalasa positivos, son inmoviles,

tienden a agruparse ¢n cmpalizadas o lo que sc llama “letras chinas™. '82%*

Si se tiflen algunas especias con azul de metileno, se observa la
presencia de granulos de polimetafostato conocidos como granulos

metacromiticos. #1622+

La especie principal es C. diphteriae; crece en agar sangre de forma
semejante al género Streptococcus, en agar Léffler forma pequenas colonias
blancogrisiceas y en agar sangre con telurito de potasio al 0.04% dando
colonias de color gris-negro con tres tipos colonial: gravis, mitis,
intermedius;, producen acido de glucosa y maltosa, se desarvollaan a 37°C,

no hidroliza urca y gelatina. 3162244
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El proceso de diferenciacion de las espccies del género

Corynebacterium se detalla en la tabla 3 y en el diagrama 4A.

DIAGRAMA 4A

IDENTIFICACION DE Corynebacterium™

AGAR SANGRE
TELURITO

: GRISES
|HEM0usm|] ?ERM[’;-fI«ﬁnRATogj [ urea ]

'SACAROSA |

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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TABLA 3

Hemadlisis - Fer. Nitratos Urea Granulos
' Sacarosa Metacormilticos
C. diphtheriae + - + - +
C. pseudodiphtericum - - + + ~
C. xerosis - + + - ~
C. pscudotuberculosis® + \ v v +
C. verale - - - + _
C. kutscheri - + ~ + =
C. equis - - + _ ~
C. bovis - - -z + .

*C. ovis v = variablec

TESIS COt

FALLA DE ORIGEN
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2.2.2 Listeria

Son bacilos pleomérficos no esporulados, miden de 0.4 a 0.5 por 0.5
a 2 um, Gram positivos. L. monocytogenes es movil a 25°C por la presencia

de flagelos peritricos y a 37°C por un flagelo polar, ¢s catalasa positivo.

8,16.22.44

Su morfologia colonial cs semejante a Streptococcus, forma colonias

pequeilas, grises y traslucidas. *

Produce hemolisis B en agar sangre bajo las colonias en su variedad
clinica y presenta un sinergismo hemolitico con las hemolisinas B de S.
aureus dando una reaccién de Christie, Atkins, Munch-Pcterson (CAMP)

semejante a la observada cn ¢l género Streptococcus. 672+

Esta bacteria es microacrofilica y su crecimiento incrementa al
incubarla a 10% de dioxido de carbono y baja concentracion de oxigeno, su

temperatura de desarrollo esta entre 4°C y 35°C, 3*.16.22.44
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La identificacion de las especies de éste género se detalla en el cuatro

4 y en diagrama 4B.

DIAGRAMA 4B

IDENTIFICACION DE Listeria™

bGAR SANGRE |

AscC | [ camp

[ MoTILIDAD | [ MANITOL ‘[-crec.
TABLA 3

IDENTIFICACION DE Listeria™

B Hemolisis | Manitol Motilidad a 25°C| CAMP
L. monocytogenes + - + +
L. innocua - - - -
L. murrayi - + - -
L. soyi - + - -

TRSLS CUL
FALLA DE ORIGEN
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Establecimiento de un cepario en el area de microbiologia

2.3 BACILOS GRAM POSITIVOS ESPORULADOS

Son bacilos Gram positivos, no acidorresistente, flagelados en su
mayoria, dependiendo del género pueden ser acrobios o anacrobios

estrictos. *

Una caracteristica importante en estas bacterias es la capacidad de
formar endosporas como formas de resistencia contra condiciones agresivas
tales como falta de nutrientes, temperatura elevada, presencia de oxigeno en

el caso de anaerobios estrictos, ectc. 5

Las esporas asi como las ecndotoxinas producidas por algunas
especies son liberadas al exterior por lisis cclular, las esporas protegen el
material genético de agresiones como las ya descritas y las endotoxinas

funcionan como mecanismos de patogenicidad. '***

Los anaerobios tienen también otro mecanismo de patogenicidad que
consiste en la produccion de enzimas proteoliticas cuya funcion principal es

conferirles capacidad invasiva, %1¢-27%
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En el sigueinte diagrama s¢ muestra la diferenciacion de los géncros
Bacillus y Clostridium.

DIAGRAMA 5
DIFERENCIACION DE BACILOS GRAM POSITIVOS
ESPORULADOS '6:224%

BACILOS
GRAM POSITIVOS

TINCION DE
ESPORAS

[ caTaLAsA I,___l: ANAEROBIOSIS : CATALASA

Clostridium

AGAR SANGRE

Bacillus [ TeEEs
TESIS ¢~
BLAD Oriomy]
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2.3.1 Bacillus

Este género se agrupa solo en cadenas, es movil, catalasa positivo,
excepto B. anthracis y B. cereus; son bacilos largos Gram positivos, miden
entre 0.5-1.2 por 2.5-10 um; crecen en agar sangre ¢ infusiéon cercbro
corazén formando colonias planas, irrcgulares de borde ondutlado, presentan
endosporas cilindricas o helicoidales en posicién central, se¢ cncuentran
esporas en tierra y agua, B. anthracis, B. subtilis y otros forman capsula de

4cido poliglutamico, '¢***

B. subtilis es la cepa que se usa como modelo para cstablecer las
caracteristicas del género debido al patrén regular que presenta en sus
pruebas de identificacion, las cuales no muestran ninguna prueba con
resultado variable ni crecimicnto anacrobio como algunas otras especies del

mismo género. ¢4

B. stearotermophylus cs usado como control bioldgico de métodos de

esterilizacion en calor humedo a 121°C por la resistencia de sus csporas.

16,44
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Este bacilo es aerobio, esto

Clostridium, ademas de la prucba de catalasa (diagrama 5)

16.22.44

lo distingue de anaerobios como

Las pruebas quc diferencian las especics del género sc detallan en cl

diagrama SA y la tabla 5.

DIAGRAMA 5A

IDENTIFICACION DE Bacilus '***

IAGAR SANGRE I

GAS DE [ niTrATOS | | ALMIDON - | lerECl'VTlNASA:I
‘ GLUCOSA | o

TABLA'S

IDENTIFICACION DE Bacillus ‘%%

Anacrobiosis | Gas de | Lecitinasa | Hidrélisis | Nitratos | VP

glucosa almidon ‘, .
B. anthracis + - + &+ + =
B. cereus + - + + + s
B. subtilis z Z C = ¥ V+;~ _

B. brevis - - - + d _

FALLA

D0

RIGEN |
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2.3.2 Clostridium

Bacilos anacrobios estrictos aunque algunas espccies son
aerotolerantcs, moviles con flagelos peritricos, Gram positivos y
esporulados, catalasa negativos, s¢ cncuentran solos, en pares o cadenas,

miden entre 0.3-1.6 por 1-14 pm, '¢322744

Su morfologia colonial en agar sangre cs circular, lisa, grande,
clevada con bordes enteros o filamentosos, las cepas moéviles producen el
fenémeno de swarming, en ¢l cual las colonias se expanden por todo ¢l agar
perdiendo su forma y bordes. 7%

Su habitat es ambiental, se¢ encuentran esporas en la ticrra y en el
aparato digestivo del hombre y animales; producen hemolisina y ticnen

propiedades sacaroliticas y proteoliticas. ®'%274

Fermentan polioles, azucares y aminoacidos, acidos organicos,
purinas y otros compuestos organicos. Su funciéon en la naturaleza es la
degradacion de maiteria organica cn acidos, alcoholes, bioxido de carbono,

hidrégeno y mincrales. '***



Establecimiento de un cepario en ¢l &rea de microbiotogia

Los requerimientos atmosféricos son variables dc acuerdo a las
especics, algunas requieren 100% de CO;, otras requieren 90% de nitrégeno
y 10% de CO,, y otras 100% de nitrégeno. Los métodos de anaerobios
usados comunmente cn ¢l laboratorio son el de generacion de CO; por
medio de una tableta efervescente cn agua y el consumo de O; por medio de
una vela encendida en un contenedor hermético, el sistema comercial
GasPak que utiliza perlas de paladio como catalizador reductor de O; a H,O
y sobres generadores de H, , N2 y CO; en un contenedor hermético
especialmente disefiado para el sistemna, %!6-2227%

Sus caracteristicas diferenciales de especies se observan en la tabla 6

y el diagrama 5B.

DIAGRAMA 5B

IDENTIFICACION DE Clostridium '

I AGAR SANGRE ]

[mooL | [ GeLaTivasa | [ Lipasa | [ Leciminasa’]
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Establecimiento de un cepario en ¢l area de microbiologia

TABLA 6

IDENTIFICACION:DE Clostridium '¢*

Lecitinasa Lipasa Gelatinasa Indol
C. perfringes + - + -
C. tetani - - + v
C. botulinum - -+ -+ -
C. novii “+ v + v

v = variable

FALLA DE ORIGEN
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2.4 BACTERIAS GRAM NEGATIVAS ENTERICAS

Bacterias Gram negativas del tracto gastrointestinal, bacilos no
esporulados, aerobios y anaerobios facultativos, resistentes a sales biliares.
Forman colonias lisas convexas; muchas cepas son comensales, otra son

palo’gcnas 9.16,22,27.44

Su principal forma de identificacion es realizando pruebas
bioquimicas secundarias donde sc observa su rcaccion ante diferentes
metabolitos; éste sistema muchas veces solo permite conocer ¢l génecro y
muy pocas cspecies, las cepas bacilares Gram ncgativas, catalasa positivas,

oxidasa negativas v reductores de nitratos pertenecen a esta familia. 6222743

Debido a que su clasificacion es compleja, se han tenido que agrupar
en tribus de acuerdo a las caracteristicas dec los géneros; ademas
recientemente se han logrado clasificaciones mas precisas y complejas

basandose cn sus caracteristicas patogénicas, de resistencia, genéticas, elc.

16.22.27 .44
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La observacion de su morfologia colonial en los distintos medios
selectivos y diferenciales nos ayudan a tener un criterio importante acerca

de 1a identidad de las enterobacterias.

A continuacion sc¢ muecstra una tabla que presenta algunas

caracteristicas en estos medios.
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TABLA 7
MEDIOS DE CULTIVOS SELECTIVOS Y DIFERENCIALES PARA
ENTEROBACTERIAS?

Medio de cultivo

Componentes

Reaccion ¢ interpretacion

Agar MacConkey
(MC)

L.actosa, sales biliares,
rojo necutro, cristal
violeta

Escherichia, Klebsiella, y Enter
(lactosa +) forman colonias rojas.
Citrobacter, Serraiia, Providenciay Hafnia
(lactosa débiles) son incoloras o ligeramente
rosadas.

Proteus, Edwarsiclla, Salmanella y Shigella

son incoloras o trasparentes.

Agar eosina azul
de metileno
(EMB)

Lactosa, eosina, azul
de metileno.

E. coli produce colonias vede metilico.
Kiebsiella, Enterobacter, Serratiay Hafnia
forman colonias violetas (lactosa +).
Proteus, Salmonella y Shigella forman
colonias trasparentes (lactosa -).

Y. erterocolitica es trasparente en la formula
clasica y violeta-negro en la formula con
sacarosa.

Agar desoxicolato
citrato (DC) . -

Lactosa, desoxicolato
de sodio, citrato de
sodio, citrato férrico,
rojo neutro.

. coli produce colonias pequenias rojas,
Klebsiella y Enterobacter forman colonias
mucoides incoloras con centro rosa (lactosa
+). Proteus, Salmonella y Shigella forman
colonias gmades incoloras (lacotsa-).

Agar Sahﬁonella—
Shigella (SS)

Lactosa, sales biliares,
citrato de sodio, citrato
férrico, tiosulfato de
sodio, rojo neutro,
verde brillante.

Color rojo por ccpas lactosa +, Salmonella
gpo. Arizona semcja a k. coli. Sulmonella
forma colonias incoloras con centro negro,
Shigella no muestra ennegracimicnto. Las
cepas moviles de Protews no invaden el agar.

Apgar xilosa linasa
desocilato. (XLD)

Xilosa, linasa, lactosa,
sacarosa, extracto de
levadura, rojo de fenol,
desoxicolato de sodio,
tiosulfato de sodio,

citrato aménico férrico.

E. coli y algunas especic de Kiebsiclla,
Enterobacter y Proteus forman colonias
amarillas, Citrobacter puede presentar centro
negro.

Salmanella y Arizona forman colonias rojas
con centro negro.

Shigella, Providencia y algunos Proreus
forman colonias traslicidas.

Agar sulfito
bismuto (SB)

Glucosa, sulfato
ferroso, sulfito de
bismuto, verde
brillante.

Shigella y lactosa + son inhibidos. S. tvphi
son negras brillantes. S. enteriridis no tienen
brillo, S. gallinarum, cholerasuis 'y paratyphi
son verdosas.
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Este grupo abarca una gran variedad de géneros y especies, por lo
cual sec manejan en el prescnte trabajo de manera conjunta, en vez de tratar

cada géncro, ademas de que sus métodos de identificacion son comunes a

todos cllos (diagrama 6).

DIAGRAMA 6

IDENTIFICACION DE ENTEROBACTERIAS '622.27:4

BACILOS GRAM NEGATIVOS

MEDIOS SELECTIVOS » MORFOLOGIA
Y DIFERENCIALES COLONIAL

3

AGAR SOYA
TRIPTICASEINA

v

PRIMARIAS PRUEBAS SECUNDARIAS
BIOQUIMICAS

TARI.AS

l

AGAR SOYA
TRIPTICASEINA

SEROLOGIA

TESIS CON s
FALLA DE ORIGEN




Establecimiento de un cepario en ¢l drea de microbiclogia

{.as pruebas bioquimicas secundarias y la serologia son determinantes

para la identificacion de éstas bacterias; a continuacion se muestran la

prucbas y los resultados correspondientes a cada género,

algunas especcies (tabla 8).

incluyendo

TABLA 8
PRUEBAS BIOQUIMICAS PARA LA IDENTIFICACION DE
ENTEROBACTERIAS?Y

BACTERIA IND | MR ve CIT | H:S UR LIS | ORN | MAL
Escherichia coli + + - - - - v Vv -
Shigella v + - - - - - - -
Salnomelia typhi - + - - - + - Z
Ciurobacter freundi - -+ - + + v - v v
Kiebsiella pneumoniae - \' + - - + + - +
Klebsiella oxytoca + v + + - + + - +
Enterobacter acrogenes - - + + - - + + v
Scrratia - v -+ + - v + - -
Proteres mirabilis - + v Vv + v - + -

Abreviaturas: IND= indol, MR= rojo de¢ metilo, VP= Voges Proskauer,

CIT= citratos, H;S= acido sulfhidrico,

MAL= malonatos., V= variable.

FALLADE O

UR= urea, LIS= lisina, ORN= ornitina,

S

SIS GO

) 117}
RIGEN
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Establecimiento de un cepario en el area de microbiologia

2.5 BACTERIAS GRAM NEGATIVAS NO ENTERICAS

Son bacterias pleomorficas, comunmente bacilares rectas o curvas,
variando en funcién del género o la especie, pueden ser acrobios o
anaerobios facultativos con mctabolismo oxidativo, algunas especies

pueden ser fermentadoras, ®!¢27%

Suelen desarrollar lentamente en agar sangre o chocolate y muy
pocas especics crecen en agar MacConkey; pueden requerir de CO; como
Haemophilus, pH alcalino como Vidrio, factores heminicos como c¢n
Actinobacillus y Haemophilus, temperaturas distintas a la corporal como

Pasteurella medlos de cultivo cspecificos como Bordetella, y otras

condncnones dc crecimiento, %1627+

Una excepcion en este grupo cs ¢l género Pseudomonas, cl cual es no
fermentador, ticne metabolismo respiratorio, es de crecimiento rapido y
poco exigente nutricionalmente, ademas puede desarrollar bien en agar

MacConkey, 16224

v L.,.,‘ S b[\.) \\
FALLA DE ORIGEN
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Establecimiento de un cepario en cl area de microbiologia

La diferenciacion de algunos géncros agrupados en esta categoria se

muestra en cl diagrama siguiente:

DIAGRAMA 7

DIFERENCIACION DE BACTERIAS GRAM NEGATIVAS NO
ENTERICAS !62>#

I CEPA |

GRAM

n Oxidasa (-) BACILOS GRAM
Enlcro?aclcnn NO; (+) NEGATIVOS
MOTl LIDAD REQUERIMIENTO DE CRECIMIENTO AGAR BORDET
(+) FACTORES Xy V A pH 85 EN GENGOU
l TCBS l
Pseudomonas l Bordetella
Vibrio

Haemophilus

Actinobacillus

TESS CON )
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Establecimiento de un cepario en ¢l area de microbiologia

2.5.1 Pseudomonas

Género que agrupa a un gran numero de bacilos Gram negativos no
fermentadores de carbohidratos y de habitat ambiental, méviles por flagelos
polares, aerobios estrictos, son capaces de usar compucstos simples de
carbono organico ¢ inorganico como fuente de energia; son catalasa y

oxidasa positivos, crecen entre 4°C y 43°C (tabla 9 y diagrama 7A). 1622

Algunos de éstos bacilos tienen la caracteristica de producir
pigmentos en medios de cultivo; un medio selectivo para éste género es el
agar Pscudocel, ¢l cual contiene cl detergente cetrimida (bromuro de
hexadecil trimetil amonio) para favorecer la produccion de pigmentos

(diagrama?7). '6*

Los pigmentos producidos por ecspecies de éste género son la
piocianina, quc sc observa en ¢l medio de cultivo de color azul verdoso y la
fluoresceina o pioverdina, la cual se observa de color amarillo verdoso con

lampara de Wood. 16?7



Establecimiento de un cepario cn el drea de microbiologia

Ademas de sus pruebas bioquimicas, puede identificarse por su
morfologia colonial irregular, con produccion de pigmentos, B hemoliticas

y su olor caracteristico a tortilla mojada. '**

Son bacilos no esporulados, resistentes a la desinfeccién quimica y a

varios antibi6ticos. El espécimen tipo es P. aeruginosa. ™

DIAGRAMA 7A

IDENTIFICACION DE Pseudomonas '¢***

[ otrO GENERG. |.__| MOTILIDAD (+) |

[~itraTOS | [PiaMEnTOs | [ Lia | [Mio | [ crECIMIENTO
- , A 42°C

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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‘ TABLA 9
IDENTIFICACION DE Pseudomonas '"***

Nitratos pigmentos LIA MIO Crec. a 42°C
P. aeruginosa v p/f - - +
P. cepacia - - + v v
P. mallei - - - - -
P. pseudomallei + - I - +
P. maltophilia - + - v
P. fluorescens - f - - _

v.== variable; p= piocianina; f= fluoresceina

2.5.2 Bordetella

Cocobacilo Gram negativo que mide entre 0.2 a 0.3 por 0.5a 1 um,
se pucde observar solo o en pares, crece a temperatura de 35-37°C, catalasa

positivo, produce idol. '?2%4

La especie representativa es B. pertussis, que cs oxidasa positivo y de

16,44

la cual se produce una bacterina con fines inmunogenicos.




Establecimiento de un cepario en el area de microbiologia

La especie B. bronchiseptica es notoriamente menos patégena y la

unica cepa moévil del género. ‘¢

Lo mas recomendable para la recuperacion de éste género es el uso
de agar sangre glicerol papa (Bordet-Gegou) en casos de primoaislamiento,
aqui presenta colonias lisas, convexas, brillantes como gotas de mercurio
con una zona de hemoélisis no definida, esto la distingue de otros géncros

Gram negativos no entéricos (diagrama 7), 622274

Las caracteristicas de identificacion de sus especies sc detallan en el

diagrama 7B y la tabla 10.
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DIAGRAMA 7B

IDENTIFICACION DE Bordetella ‘6227

| +) oTRO GENERO MOTILIDAD (-)

AGAR BORDET-GENGOU |

COLONIAS CONVEXAS, LISAS,
BRILLO PLATEADO. MUY
PEQUENAS (GOSTAS DE MERCURIO) -

[MoTiLibaD | [witraTos | [citraTOs | | T GREA ]

TABLA 10
IDENTIFICACION DEL GENERO Borderzelia *

Motilidad | Nitratos | Citratos | Ureca | Crec.Bordet-Gengou

B. pertussis - - - - 3-4 dias

B. parapertusis - - + 1-2 dias

B.bronchiseptica + + | + 1-2 dias
1

TESIS CON
FALLA DT ORIGEN
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2.5.3 Haemophilus

Estc género esta formado por bacilos Gram negativos de 0.5 a 1.5
wum, pueden presentar formas cocobacilares, filamentosas y plecomorficas,

forma colonias pequeiias, puntiformes, redondas y convexas no hemoliticas.

16,44

Son inmoéviles, no esporulados, los cultivos jovenes presentan
capsula, requicren de los factores X termoestable (hemina) y V termolabil
(nicotinamina adenin dinucledtido) presentes en la sangre y que se liberan
en el medio al hemolizarse los eritrocitos por medio de calor como en el
agar chocolate, o por la presencia de una cepa hemolitica como S. aueus en
agar sangre, produciendo ¢l fenémeno llamado satelitismo en el cual las
colonias de Haemophilus crecen unicamente en torno a la colonia de la cepa
hemolitica y dentro de la zona de hemdlisis, esta caracteristica hace que

tales bacterias sean denominadas hemofilicas. **

Estos requerimientos nutricionales le permiten distinguirse de los
demas géneros no cntéricos (diagrama 7) ¥y la identificacion de las

principales especies de mucstra en el diagrama 7C y la tabla 12.
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DIAGRAMA 7C
IDENTIFICACION DE Haemophilus'®**

[ FAcTORES X vV

Il

| aGar sanGre |

[ “sateLimismo |

[ AGAR ]

[ 10% COp |

— SEROLO(;I'

TABLA' 11"

IDENTIFICACION DEL GENERO Haemophilus'$*

Requerimiento | Requerimiento | Requerimiento | Hemélisis
de factor V de factor X de CO;
H. influenzae + + + -
H. aegyptius + + - -
H. haemolvticus + + - +
H. ducreyi - -+ + -
H. parainfluen-zae + - - -
TESIS CON )

FALLA DB
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Establecimiento de un cepario en el arca de microbiclogia

2.5.4 Actinobacillus

Este género esta formado por unos pcqueios cocobacilos Gram
negativos ¢ inmoviles que requicren de CO» estas caracteristicas pucden
flevar a confundirlo con Haemophilus, pero se distingue porque las colonias
al incubarse por tiempo prolongado crean unos filamentos que le dan forma

de estrella de mar. **

Su crecimiento ¢s mas adecuado en agar suero O €n agar sangrc;
requiere par su desarrollo dec una atmaésfera de diéxido de carbono al 10%.

El crecimiento 6ptimo s¢ observa al incubarlos a una temperatura dec 37°C.

44

Su morfologia colonial en muy caracteristica ya que crece tras 2 o 3
dias de incubacion en forma de estrella de 1 mm de diametro y con una gran

adherencia ai agar. **

El crecimicnto de esta bacteria cuando es cultivada en caldo sc

distingue por formar grumos insolubles. **
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Establecimiento de un cepario en el arca de microbiologia

La especic mas tipica de éste géncro es el Actinobacillus

actinomycetemcomitans, reconocido por ser un patégeno humano. “

2.5.5 Vibrio

El género Vibrio sec conforma por bacilos Gram negativos en forma
de coma, de 0.4 a0.6 por 1 a 3 um, son anacrobios facultativos, algunos
oxidasa positivos, moéviles por flagelos peritricos y polares, no esporutan ni

forman capsula. 62744

Este géncro ticne la capacidad de crecer en medios dc alta
concentracion salina y pH alcalino, lo que se convierte en unas
caracteristicas importantes para su aislamiento ¢ identificaciéon al sembrarse
en agar tiosulfato citrato bilis sacarosa (TCBS) donde crece formando
colonias amarillas, lisas, de centro opaco y periferia trasparente (diagrama

7).t

Muchas especies son reconocidas por ser patdogenos importantes en

humanos, entre ellas destaca Vibrio cholerae, el cual para su identificacion
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Establecimiento de un cepario en ¢l drea de microbiologia

requiere, ademas de varias de las pruecbas bioquimicas de rutina conocidas
como lisina, omitina arginina, indol, y VP (tabla 12), prucbas de tipo
inmunolégicas, fagotipicas, de resistencia, etc., tales como aglutinaciéon de
eritrocitos de pollo, hemolisis de eritrocitos de camero, resistencia a fagos,
aglutinacion con suero polivalente para detectar al antigeno somatico O:1
que presentan las cepas mas importantes de la especie, ademas de las cepas
O:1 sc dividen cn dos biotipos conocidos como Clasico y Eltor (tabla 13) '3,
y cada biotipo tiene tres serotipos que se distinguen por la distribucién de
los antigenos A, B y C que presentan y se denominan de la siguiente
manera: Inaba (A,C), Ogawa (A, B) ¢ Hikojima (A, B, C); de los cuales el

ultimo es poco comun en México o se transforma en alguno de los otros. '
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DIAGRAMA 7D

IDENTIFICACION DE Vibrio'?

BACILOS GRAM )
NEGATIVOS CURVOS ’

K N[EDIOS TCBS

[ poLiMixmna B | [ FAGO IV—IIVP

MAGLUTINACION ]

TESIS CON
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TABLA 12

IDENTIFICACION DEL GENERO Vibrio'®

Crec. sin VPH+ 12% | Lisina | Omitina | Arginina | Indol
NaCl |- NaCl
V. alginolyticus - : + + v - v
V. cholerae + LV -+ -+ - 4
V. cincinatiensis - o + - - -
V. havialis - S e - - + v
V. hollisae - - - - _ -+
V= variable
TABLA 13

DIFERENCIACION DE BIOVARIEDADES DE V. cholerae 0:1'¢

Clasico Eltor
Hemolisis de eritrocitos de carnero - +
Vorges — Proskauer - -+
Aglutinacion de eritrocitos de pollo - -+
Polimixina B, 50 Ul S R
Fago Clasico IV S R
Fago Eltor 5 R S
S= sensible, R= resistente
TESIS CON 7

FALLA DE QRIGEM{
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2.6 ACTINOMYCETALES

En este orden taxondémico se agrupan las familias, géneros y especies
de bacterias llamadas filamentosas, algunas de las cuales producen
pseudomicelios cortos microsifonados, Gram positivos, formados por
bacilos cortos no esporulados; existen géneros con acidorresistencia
parcial, total o nula. Algunos dec éstos géneros son: Mycobacterium,

Actinomadura, Nocardia y Streptomyces. '**16274

Para su observacién microscopica se utiliza comunmente 1a tincion de
Zhiel-Nielssen, que utiliza una solucién ctandlica de fucsina basica fijada al
calor y azul de metileno como colorante de contraste previa decoloracion
con acido clorhidrico en soluciéon ctandlica; por éste método se observan los
bacilos teflidos de rojo, los no acidorresistentes y ¢l entorno de azul.
También se usa una modificacion en frio de ésta técnica llamada tincion de

Kinyoun, la cual utiliza los mismos coloranies con idénticos resultados. ¥’
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Estos organismos fucron confundidos durante un tiempo con hongos,
pero al no encontrarles estructuras especializadas en reproduccion asexual o

una fase sexual y ser procariontes fueron reconocidos como bacterias. *'%*

Algunos son acrobios estrictos, otros son anacrobios facultativos,
crecen lentamente, aproximadamente 14 dias en promedio, preferentemente
en medios de cultivo con altas concentraciones de lipidos, los cuales son
muy impbr}anlcs en la composicion de su pared, principalmente c¢n el
caso de los écidoncsislcnlcs porque éstos lipidos son los que le confieren tal
capacidad. 164
La diferenciacion de algunos de los géneros mas comunes en funcion

de sus propiedades se esquematiza en el siguiente diagrama:

77



Establecimiento de un cepario en ¢l area de microbiologia

DIAGRAMA 8-
DIFERENCIACION DE ACTINOMYCETALES. "'¢*

. ACIDORRESISTENTECIA
ZHIEL-NIELSSEN Y KINYOUN

MORFOLOGIA COLONIAL
EN AGAR SABOURAUD

' :

Actinomadura Streptomyces

PSEUDOHIFAS

Mycobacterium Nocardia
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2.6.1 Mycobacterium

Microorganismo bacilar no esporulado de 4.0 por 0.4 um, aerobio
estricto, con una composicion de pared de cerca del 60% de lipidos y ceras,

lo que lo hace acidorresistente, '-1%%*

Para observarlo al microscopio sc utilizan las técnicas de tinciéon de.
organismos acidorresistentes ya mencionadas. Asimismo se utilizan
técnicas de fluorescencia para la observaciéon microscopica de las

micobacierias. 2’

Ademas la composicion de pared de las micobacterias las convierten
en organismos exigentes nutricionalmente que requierc medios de cultivo
con fuentes de lipidos como glicerol, agar suero o agar huevo-papa, donde
las colonias crecen con forma pequeia rugosa y seca; cntre los medios de
cultivo mas utilizados destaca ¢l medio de Lowenstein-Jensen, utilizado

rutinariamente para su crecimiento. 42744
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Las micobacterias se clasifican en ftunciéon de su velocidad de
crecimiento en rapidas (menos de 7 dias), de velocidad intermedia ( 7 a 10
dias) y lentas (mas de 10 dias) y por su capacidad de producir pigmentos en

presencia de luz como fotocromégenas y no fotocromoégenas, 27+

Actualmente los investigadores trabajan en el desarrollo de medios
selectivos para su aislamiento de muestras altamente contaminadas, ya que
al crecer mas lentamente que otros organismos corren el riesgo de danarse
con los deshechos metabdlicos de éstos, y en caso de crecer su aislamiento

puro se complica. '627%

El crecimiento lento de las micobacterias, ademas de sus perfiles
bioquimicos caracteristicos, son los criterios que permiten la identificacion
de las distintas especies del género, los cuales sc ejemplifican en el

diagrama 8A y la tabla 15, '¢%7
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DIAGRAMA 8A
IDENTIFICACION DE Mycobacterium '¢*7*
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TABLA 14
IDENTIFICACION DE Mycobacterium %"

T° y velocidad | Niacina |NO3; |Catalasa | Tween 80 | Arilsulfatasa | Urea |Fotocr
de 68°C 10 dias 3 dias omoge

crecimiento pH 7 nicidad
M. tuberculosis |37° C 12-25d. + + - +/- - + -
M. bovis 37°C 24-40d. - - - - - -+ -
M. kansasit 37°C 10-20 d. - + - “+ - + +
M. ulcerans 32°C 28-60d. +/- - + - - - -
M, marinum 32°C 5-14 d. - - - -+ +/e -
AL, siruae 37°C 7-14 d. + +/- + - - + +

* sin datos suficientes

2.6.2 Actinomadura

Microorganismo Gram positivo, no es acidorresistente,

FALL

TED:

NN

Cub

A DE ORIGEN

1

catalasa

positivo, aerobio; no hidroliza urea y los filamentos que desarrolla no son

tabicados.

A.

439

madurae forma

colonias blanquccinas o beige

de forma

cercbriforme cn agar Sabouraud, puede tardar en crecer al cultivarse hasta

dos meses a temperatura ambiente, con esta excepcion las demas especies
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del género crecen entre 8-15 dias; A. pelletieri muestra una morfologia

colonial semejante pero con una coloracion rojiza en agar Sabouraud. *

2.6.3 Nocardia

Este género esta constituido por bacilos aerobios Gram positivos, no
esporulados, catalasa positivos; ¢l micelio vegetativo se segmenta en forma

de rosario y el filamento aéreo en células que parecen esporas. **°

Nocardia es parcialmente acidorresistente debido a la presencia de
acidos micolicos denominados acidos nocarddlicos que tienen cerca de 50
carbonos, a diferencia de los &cidos micélicos que llegan a tener hasta 90
atomos de carbono en los bacilos acidorresistentes, y los acidos
corinemicolicos de las cepas no acidorresistentes que tienen de 32 a 36
carbonos, por lo que requieren, por lo que requieren sembrarse en

Lowenstein-Jensen en primoaislamiento, tardando de 8 a 15 dias en crecer.
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2.6.4 Streptomyces

Género integrado por bacilos areobios, Gram positivos, no
aAcidorresistentes; forma micelio vegetativo largo, altamente ramificado y no
segmentado. 2%

El micelio aéreo puede ser poco desarrollado o muy extenso y pucde
presentar forma de hélice, espiral o con multiples ramificaciones, muchas
especies producen esporas en forma de cadena a partir del micelio aéreo,
crece de 8 a 15 dias a temperatura ambicnte en agar Sabouraud, BHI o agar

sangre.?

La identificacion de los géneros y algunas especies de actinomicetos

se detalla en cl diagrama 8b y ia tabla 16.
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DIAGRAMA 8B

IDENTIFICACION DE ACTINOMICETOS**

GRAM Y ZHIEL-
NIELSSEN

!

AGAR SANGRE O INFUSION
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v

MORFOLOGIA COLONIAL
- Y MICROSCOPICA

| PRUEBAS BiOQuUIMICAS |

TESIS 0N
FALLA DE GiliGEN
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TABILA 15
DIFERENCIACION DE ACTINOMICETOS*
ORGANISMO MORFOLOGIA CASEINA | XANTINA | TIROSINA
COLONIAL® LT
Act dura durae Cerebriforme beige + - sl
Actinomadura pelletieri Cerebriforme roja + N
Nocardia asteroides Cerebriforme naranja - - i
Nocardia brasiliensis Cerebriforme naranja - Cla
Streptomyces somaliensis | Beige-gris con surcos + -

e cn agar Sabouraud

TABLA 15A
DIFERENCIACION DE ACTINOMICETOS (continuacién)®

ORGANISMO ACIDORRESISTEN | HIPOXANTINA | UREA | GELATINA
CIA
Actinomadura madurae - + - +/-
Actinomadura pelletieri - + - -
Nocardia asteroides + - - +/-
Nocardia brasiliensis + - + -
Streptomyces somaliersis - + - +

TESIS CO)
FAL_LJ{, 15 CON

A CRIERT
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CAPITULO 3

HONGOS

Los hongos son organismos cucariontes, inmdéviles, no productores
de clorofila, tienen pared celular compuesta de quitina, celulosa o ambas,

son capaces de reproducirse por mecanismos sexuales o asexuales.?®

Son heterotrofos, con talos que pueden estar dentro o fuera del

sustrato.’

Crecen adecuadamente entre 10°C y 40°C con un intervalo 6ptimo de
20°C-37°C, aunquc cstas temperaturas varian con cada cspecie, casi todos
crecen a temperatura ambiente mientras que los patégenos de mamiferos
crecen a 37°C; son altamente afines a los carbohidratos y también son

acidéfilos, con un pH 6ptimo de crecimiento de 5.6.4'°

Existen varios tipos de hongos que se diferencian de acuerdo con

determinadas caracteristicas. Una primera clasificacion s¢ basa en
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caracteristicas como el tamafio y la complejidad; asi se clasifican
empiricamente en macromicetos (setas) y micromicetos (hongos
microscépicos), también se dividen en unicelulares (levaduras) y

plirucelulares (filamentosos). .

Una clasificacion mas formal sc basa en la capacidad de reproducirse
sexualmente dando lugar a una clasificacion taxonémica, la cual aun se esta

transformando en la medida que se descubren nuevas propiedades en ellos.

Casi todos los hongos han mostrado la capacidad de reproducirse
sexualmente; la reproduccion sexual se lleva a cabo en tres fases que son
plasmogamia (unién de citoplasmas), cariogamia (unién de nucleos
haploides) y meiosis (duplicacion y division en nuevos nuclecos haploides en

células hijas) y que dan por resultado las siguientes estructuras: '*193°

Basidiosporas: formadas por células haploides a partir de esterigmas, las

cuales provienen de una bolsa o basidio. **°
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Zigosporas: formadas por la fusion de hifas sexualmente diferenciadas

aunque morfolégicamente iguales llamadas donadoras (+) y receptoras (-),

de cuya unién se forma un huevo o zigospora que da origen por meiosis al

nuevo hongo. *

Ascosporas: esporas formadas por meiosis a partir de una bolsa o asca que

conticne un namero caracteristico de esporas. *

Los hongos que presentan alguna de estas estructuras son clasificados

en las categorias respectivas, aquellos cuya reproduccion sexual es poco

frecuente o no ha sido descubierta son clasificados como Deuteromycetes.

Un ejemplo de la clasificacion actual es como sigue:

1.10.28

REINO DIVISION SUBDIVISION CLASE EJEMPLO
Zygomycotina Zygomycetes Rhizopus
Fungae | Amastigomycota | Ascomycotina Ascomyceles Saccharomyces
o Basidiomycotina | Basidiomycetes Amanita
myceltae Deuteromycotina | Deuteromycetes Aspergillus

TESIS CON
ALLA DE ORIGEN
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3.1 LEVADURAS

Microorganismos de tipo unicelular, eucariontes, se reproducen por
blastosporas, aunquc en algunas especies como C. albicans y
ocasionalmente C. stellatoidea se observan clamidosporas al sembrarse en
medios de cultivo como el medio de harina de maiz (corn meal) con tween
80. Se observan en medios de cultivo formando colonias semejantes a las de

bacterias, algunos producen un pscudomicelio unicelular en ciertos medios.

1,4.9,10,28,.39

La coleccion comprende los géneros Candida, Cryptococcus y
Rhodotorula los cuales se diferencian de acuerdo a los criterios sefialados

en el diagrama 9.
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DIAGRAMA 9

DIFERENCIACION DE LEVADURAS'
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3.1.1 Candida

Género que agrupa a varias especies de levaduras, algunos ¢jemplos
son: C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. krusei, C. ulilis, etc. Su
tamafio es dc 2-3 por 4-6 um, ticnen forma oval y se tifien como Gram
positivos, tiene propicdades dimorficas ya que, por ejemplo, C. albicans
puede presentar pseudomicclio en suero humano o de conejo y micelio

verdadero en microcuftivo. '4'10:243?

Candida crece a un intervalo de pH entre 4.5 y 7.5 con una acidez
6ptima entre 5.0-5.6. Existen medios de cultivo para éste género como cl
agar Biggy, en ¢l cual las colonias crecen dc un color café; o el agar
micosel, donde C. albicans crece perfectamente, en éste ultimo existe cl
riesgo de que algunas especics distintas a C. albicans sean inhibidas por la

ciclohexamida. *!°

Para identificar las diferentes cspecies se requicre de pruebas de
utilizacion de carbohidratos (1abla 17); en ¢l caso de C. albicans, una

prucba que la distingue dc las demas especies es la formacion de un
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filamento de cerca de 5 a 15 um al incubarse en suero humano por no mas
de 3 hr a 37°C, o por la produccion de clamidosporas, las cuales son
estructuras de resistencia que aparecen bajo condiciones adversas de
temperatura, bajos niveles de oxigeno, humedad, nutrientes, etc, para
inducir la formacién de clamidosporas se efectian cultivos en medios como
agar harina de maiz con Tween 80, agar arroz con Tween 80 comercial o

preparado en el laboratorio o agar clamidosporas comercial.'*?*

La identificacion del géncro se ilustra cn el diagrama 9A:
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DIAGRAMA 9A

DIFERENCIACION DE Candida '*%%?%
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3.1.2 Cryptococcus

Levadura grande, redonda u oval y capsulada de 15-20 um
incluyendo la capsula, destaca la especic C. neaformans como la mas
importante del género, produce colonias grandes de aspecto liso, color
blanco y consistencia suave en medios de cultivo, al teflirse con Gram se
observa como Gram positiva y al teflirse con tinta china se puede distinguir
la capsula como una estructura rcfringente no tefiida alrededor de la

levadura, ':4-9.10.28.39

La capsula es ¢l principal determinante antigénico y de patogenicidad
de ésta levadura, a partir de su composicion de polisacaridos se distinguen
cuatro serotipos llamados A, B, C, y D y que se diferencian por reacciones
serolégicas o de cultivo, por ejemplo los serotipos B y C resisten la
presencia de ciclohexamina o canavanina y utilizan glicina y malato como
fuente de nitrogeno y carbono a diferencia de los serotipos A y D, los cuales

producen amoniaco que inhibe la creatinina desaminasa de los seotipos B y

0.39.43
C. 1
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Existen ademas dos scrovariedades conocidas en el género de C.
neoformans, una llamada gatti y owra neoformans, las cuales se diferencian
por pruebas antigénicas y fisioldgicas, 0 por su crecimicnto en agar
canavanina glicina azul de bromotimol, en el cual la variedad gai utiliza la
glicina como fuente de carbono y nitrégeno, no se inhibe a la presencia de
la canavanina y altera ¢l pH del medio tornandolo amarillo verdoso
difcrencia de la variedad neoformans que no produce tal efecto. Hay autores
que las consideran especics diferentes, se ha observado que la variedad garter

produce pseudomicelio in vivo e in vitro. *

Ademas de las caracteristicas ya mencionadas, éste género se
identifica por su crecimiento en agar niger, donde forma colonias de color
café por la transformacion del acido cafeinico a un polimero semejante a
melanina mediada por fenoloxidasas. Bioquimicamente se observa
hidrélisis de urea y un perfil caracteristico de asimilacion y fermentacién de

carbohidratos (tabla 11), 45102839

El proceso de identificacion del género se muestra en ¢l diagrama 9B.



Establecimiento de un cepario en el irca de microbiologia
DIAGRAMA 9B

IDENTIFICACION DE Cryptococcus 42102639
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3.1.3 Rhodororula

Aunque déste género es mas conocido como contaminante, sus
caracteristicas coloniales son de interés comparativo con respecto a las
demas levaduras, ya que forma colonias de pigmentaciéon carotenoide y
consistencia cremosa; microscopicamentec no se¢ observa la prescncia de
pseudomicelios o clamidosporas, se reproduce por blastosporas de 2-4 ym

de diametro. *

Bioquimicamente sc¢ observa que esta levadura puede efectuar
hidrolisis de urea, lo que podria generar confusion con Crypfococcus, sin
embargo su morfologia colonial, microscopica y su incapacidad de asimilar

inositol la distinguen.

Los criterios de identificacion para esta levadura son la morfologia

colonial, microscopica y un perfil caracteristico de asimilacién vy

fermentacion de carbohidratos (tabla 11).%1028-39

La identificacion de esta levadura se detalla en el diagrama 9C
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DIAGRAMA 9C

IDENTIFICACION DE Rhodotorula %243
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TABLA 16
REACCIONES DE CARBOHIDRATOS DE LEV ADURAS*%102%3

LEVADURA | C.alb | C.gla ngui ICkm ICparlC. tcl C.tro LRho |Eneo
ASIMILACION - i :

GLUCOSA + -+ + 4+

MALTOSA + - k

SACAROSA + Z

LACTOSA - -

GALACTOSA + -

TREALOSA + +

GLUCOSA F F

MALTOSA F -

SACAROSA - -

LACTOSA - _

GALACTOSA F - PEED S -
TREALOSA F F F - - - 2 ST P B

Abreviaturas: C.alb = C. albicans; C. gla = C. glabrata;, C.gui = C. guillermondii, C.kru
= C. kruseir, C.par = C.parapsilosis;, C.ste = C. stellatoidea, C.tro = C.tropicalis, Rho =

Rhodotorulla, C.neo = Cryptococcus neoformans.

TESIS CCH
FALLA DE ORIGEHN
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3.2 HONGOS FILAMENTOSOS

Hongos pluricelularcs constituidos por estructuras llamadas hifas y
que en conjunto se denomina micelio; su reproduccion ¢s basada en esporas
o conidias que se generan a partir de un micelio reproductivo o aéreo a
diferencia del micelio vegetativo que sirve como cstructura de fijacion al

medio de cultivo y de nutricién, *'%%%°

Dentro de su metabolismo primario y secundario, muchos hongos
producen metabolitos de impornancia farmaceéutica, industrial o alimenticia

como antibioticos, alcaloides, psicotropicos, vitaminas, proteinas, etc. >

La reproduccion asexual csta presente cn todos los hongos y es el
mecanismo mas importante de propagacion de la especie, ya que ocurre un
mayor namero de ocasiones que la sexual que ocurre esporadicamente y es
util para la identificacion de géneros cn cultivos de laboratorio al observar

4,10.28

sus estructuras Las estructuras de reproduccion asexual son las

siguicentes:
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Talosporas: esporas que se forman de la hifa por fragmentacién
(artrosporas), gemacion (blastosporas), engrosamiento (clamidosporas),
reticulacién (dictiosporas), y las que surgen dec la hifa sin caer en alguno de

los casos anteriores como en los dermatofitos (aleuriosporas). *3°

Conidias: son las formadas en estructuras espccializadas y se dividen en dos
tipos; unicelulares (microconidias) y pluricelulares (mmacroconidias). Las
estructuras de formacion de conidias son las prolongaciones especializadas
de la hifa (conidioforos), ramificaciones de las hifas (esterigmas),
estructuras en forma de botella (fidlides), y las que sosticnen las bolsas

membranales o csporangios (esporangioforos). 439

Este grupo abarca una gran varicdad dec géncros entre los cuales se
cncuentran: los dermatofitos; éste es un grupo de hongos que incluyen tres
géneros de importancia clinica: Epidermophyion, Trichophyton v

Microsporum. 4102839
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El género Aspergillus abarca especies de importancia clinica e
industrial, por ¢jemplo A. niger, una especie de importancia industrial por

su capacidad de producir acido citrico. >°

Existen hongos dimoérficos, los cuales tienen la capacidad de alternar
entrc la forma micelial y levaduriforme, algunos son nutriente dependientes
como C. albicans que cn medios pobres toma forma micelial y en medios
ricos la levaduriforme; otros son temperatura y nutricnte dependientes,
formando micclios en medios pobres a 25-28°C y levaduras ¢n medios ricos
a 35-37°C, algunos cjemplos son: Sporotrhix schenkii, Histoplasma
capsulatum; otros pueden requerir presencia de dioxido dec carbono, por
ejemplo Mucor rouxi. También hay hongos bifasicos que pueden pasar de la
forma micelial a otra distinta a la levaduriforme, por ejemplo Coccidioides

immitis que toma forma de esférulas en su fase parasitaria. **°

La identificacion de los hongos se basa en los siguientes criterios

(diagrama 9): *'°
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Por el grosor de la hifa:
Menor a 1 um: microsifonados

Mayor a 1 um: macrosifonados

Por la presencia o ausencia de septos en las hifas:

Septados

No septados o cenociticos.

Por la pigmentaciéon que presentan:
Sin pigmento: hialinos
Pigmento amarillo-naranja: carotenoides

Pigmento café-necgro: dematiaceos

El desarrollo de cstas estructuras se ve favorecido si se siembran los
hongos por la técnica de microcultivo, la cual proporciona una mayor
superficie de crecimiento en una minima cantidad de medio de cultivo, mas
humedad y mayor facilidad de manipular la muestra para la observacion

microscopica reducicndo el riesgo de daiar las estructuras.
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DIAGRAMA 10

[DENTIFICACION DE HONGOS MICELIALES*"
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A continuacién se mencionan algunos ecjemplos de hongos

filamentosos y sc¢ describiran algunas de sus estructuras.

Alternaria

Cladosporium

Aspergillus fumigatus

Aspergillus niger

Aspergillus flavus

Penicillium

Microsporum canis
Trichophvton
mentagrophytes

Epidermophyton
Sloccosum

Rhizopus

Hifas color amarillo, septadas, dictiosporas
marrones con septos transversales y longitudinales
multicelulares.

Hifas amarillas, septadas, conidiéforos ramificados
terminados en cadenas de conidias.

Hifas hialinas septadas, conidiéforos terminados en
esterigmas que producen cadenas de conidias.

Hifas hialinas septadas, conididoforos largos poco
visibles por la gran cantidad de esporas negras.

Hifas hialinas septadas, conidiéforos con dobles
hileras de esterigmas y conidias en cadenas conas.

Hifas hialinas septadas, conidiéforos ramificados
en fidlides que originan csterigmas y terminan en
largas cadenas de conidias.

Hifas y microconidias poco visibles, macroconidias
multiseptadas de pared gruesa.

Microconidias abundantes en racimos, hifas en
espiral microsifonadas, macroconidias alargadas.

Microconidias ausentes, macroconidias grandes,
lisas multicelulares en forma dc clava.

Hifas macrosifonadas no septadas terminadas en
rizoides, esporangiéforo terminado en bolsa que
contiene varias conidias.
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OBJETIVOS

OBJETIVOS GENERALES

#* Establecer un cepario de bacterias y hongos en la Facultad de Estudios
Superiores Cuautitlan para brindar apoyo a las actividades académicas y

de investigacion cn el area de microbiologia.

* Promover con ¢l cepario el desarrollo de programas de investigacion,

diagnostico, servicio social y tesis.
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OBJETIVOS PARTICULARES

Recopilar cepas de diversas fuentes tales como muestreo ambiental,

clinico, donaciones, intercambios, practicas académicas, etc..

Realizar la caracterizacion correspondiente a cada microorganismo.

Establecer ¢l método de conservacion mas adecuado para cada cepa.

Evaluar pureza y viabilidad antes y después de la conservacion.

Registrar la informacion en el archivo del cepario.

Proveer las cepas disponibles a quien las solicite.
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CAPITULO 4

METODOLOGIA

4.1 BACTERIAS

4.1.1 IDENTIFICACION DE BACTERIAS

L.as bactcrias se someticron a los criterios de identificaciéon senalados
en el capitulo 2 para conocer el género y especie de las mismas si este dato
no es conocido o para corroborarlo en ¢l caso de que ingresen con una

identidad previa.

4.1.2 CINETICA DE CRECIMIENTO

LLas bacterias se inoculan en un matraz con caldo casoy y se colocan
cn baiio de agitacion a 37°C y 150 revoluciones por minuto ¢n un sistema
cerrado; ¢l crecimiento es scguido por lecturas espectrofotométricas de

turbidez hasta alcanzar una concentracion igual al tubo 0.5 del nefelémetro
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de MacFarland, que es equivalente a 10 ® unidades formadoras de colonia

por mililitro (UFC/ml).

4.1.3 CUENTA VIABLE POR ESPARCIMIENTO EN PLACA

Una vez alcanzada la concentracién, se toman 0.5 ml del caldo y se
vierten en un tubo con 5 ml de solucion salina fisiologica estéril y de ahi se
hacen diluciones sucesivas desde 10 ~! hasta 10 ~®. Postcriormente s¢ toman
0.1 ml de las altimas 5 diluciones y se inoculan en cajas petri con agar
casoy o infusiéon ccrebro corazén esparciendo el inoculo con espatula de
Driglasky por duplicado; las cajas se incuban a 37°C por 24 hrs. Al finalizar
el periodo dc incubacién, sec realiza ¢l conteo y se multiplica el resultado

por el factor de dilucion, expresando el resultado en UFC/ml.

4.1.4 CONSERVACION

Decl tubo con caldo usado en la cinética se toman 20 pul y se inoculan

en tubos con 10 m! dc agar basc sangre inclinado. Por cada cepa se forman

tio
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lotes de 6 tubos y se distribuyen entre los diferentes tipos de sellado,

temperaturas y plazos.

4.1.5 EVALUACION POST-CONSERVACION

Al cumplirse los plazos respectivos, los tubos y viales se sacan de la
conservacion, se toman muestras de los tubos y se incuban para
reactivarlos, se efectua tincién de gram, resiembra y se realizan prucbas de

identidad para corroborar la viabilidad y pureza.

4.2 HONGOS

4.2.1 IDENTIFICACION DE HONGOS

Los hongos son identificados siguiendo los procedimientos dctallados

en ¢l capitulo 3 y bajo los mismos criterios que en el caso de las bacterias,

tanto para la identificacion de las cepas sin identificar como para confirmar

a las ya identificadas.
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4.2.2 CONSERVACION

Todos los hongos son inoculados por triplicado en tubos con agar
dextrosa Sabouraud inclinado y mantenidos en refrigeracion a 4°C por un

plazo minimo de tres meses hasta un maximo de 18 meses.

4.2.3 EVALUACION POST-CONSERVACION

Al término del periodo se evalia su viabilidad y pureza por resiembra

en medio nuevo, obscrvaciéon de morfologia colonial, tinciones y demas

reacciones caracteristicas de identificaciéon sefaladas en el capitulo 3.
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CAPITULO 5

RESULTADOS

En cste trabajo se logré una coleccion total de 67 cepas, 39 bacterias
(67%) y 28 hongos (33%), cuya distribucion se¢ muestra en la siguiente

grafica:

GRAFICA 1

DISTRIBUCION DE CEPAS

TESS CON |
FALLA DT ORIEN ]

P 4
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5.1 BACTERIAS

5.1.1 CEPAS

Hasta la finalizacion del presente trabajo, el cepario cuenta con 34

bacterias;

18 gram positivas (46%),

16 gram negativas (41%) Y S

actinomicetos (13%6) las cuales se mencionan en el siguiente listado:

GRAM POSITIVAS

Bacillus subtillis

Corynebacterium dyphteriae
Listeria monocytogenes
Micrococcus

Staphylococcus aureus ATCC 12598
Staphylococcus aureus f3-lisina
Sraphyvlococcus aureus Cowan-I
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus saprophviticus

Streptococcus agalactiae

GRAM NEGATIVAS
Bordetella bronchiceptica
Citrobacter freundii
Enterobacter aerogenes
Escherichia coli
Escherichia coli W 3350
Klebsiella oxytoca
Klebsiella. pneumoniae
Pasteurella multocida
Proteus mirabilis

Pseudomonas aeruginosa
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Streptococcus grupo B Salmonella enteritidis
Streptococcus grupo B fFhemolitico Salmonella tiphy
Streptococcus p-hemolitico I1 Salmonella tiphymurium
Streptococcus grupo D Serratia spp.
Streprococcus fecalis ATCC 10471 Shigella spp.
Streptococcus pneumoniae Vibrio cholerae var. inaba
Streptococcus pyogenes

Streptococcus viridans

ACTINOMICETOS
Actinomadura madurae Nocardia asteroides
Actinomadura pelletieri Nocardia brasiliensis

Streptomyces spp.

La distribuciéon de las cepas bacterianas sc muestra en el siguiente

grafico:
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GRAFICA 2

DISTRIBUCION DE BACTERIAS

ACTINOMICETOS
(5) 13%

POSIMTIVAS |
(18) 46% !

NEGATIVA!
(16) 41%

L.

5.1.2 RECUPERACION POST-CONSERVACION
Varias bacterias fueron sometidas a los diferentes tiempos, métodos y

temperaturas de conservacion obteniéndose los siguientes resultados:

FALLA DE ORICEN
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TABLA 17

VIABILIDAD DE BACTERIAS A CORTO PLAZO (8-15 DIiAS)

SELLADO SIN SELLO SELLO DE CERA Y ACEITE
- CERA .

TEMPERATURA [4°C| 0°C | -20°C | 4°C .| 0°C | -20°C | 4°C | 0°C | -20°C

S. aureus ATCC C C C P P

S. aureus C-1 P P

S. aureus B-lisina | P P

St. fecalis ATCC P C

E. coli C P

S. vyphi P C
B. subtilis C - - P - - - - —

Notas: P=bact. Puras; C=bact. Contaminadas; -—bact. Muertas;, *=aceite

vegetal comestible

TESIS COM
FALLA DE ORIGEN

117




Establecimiento de un cepario en el drea de microbiologia

TABLA 18

VIABILIDAD DE BACTERIAS A MEDIANO PLAZO (40-90 DIiAS)

SELLADO SIN SELLO SELLO DE CERA Y ACEITE
CERA .
TEMPERATURA | 4°C | 0°C | -20°C { 4°C | 0°C | -20°C | 4°C | 0°C | -20°C
S.aureus ATCC P - -
S.aureus C-1 P P -
S. aureus Blisina | - P C P
e e e
E. o}"" : -
S. typhl : C
B. Sub;ilis C - - C - - - - _
Notas: P=bact. Puras; C=bact. Contaminadas; -=bact. Muertas; *=aceite

vegetal comestible

TESIS CON
FALLA DE ORIGEHN
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TABLA 19

VIABILIDAD DE BACTERIAS A LARGO PLAZO (1-3 ANOS)

SELLADO SIN SELLO SELLO DE CERA Y ACEITE
‘ ’ CERA .

TEMPERATURA [4°C| 0°C | -20°C |-4°C | 0°C> =20°C | 4°C | 0°C | -20°C

S. aureus ATCC .|.C |-

S.aureus C—l s

S. aureus p-lisina’

St. fecalis ATCC

E.coli =

S. typhi

B. subtilis - - - - -‘ . — e - .’,’- :

Notas: P=bact. Puras; C=bact. Contaminadas; -=bact. Muernas; *=aceite

vegetal comestible

TEEIS CON
FALLA DE ORIGEN 1o
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Los resultados de éstas tablas se pueden visualizar de manera

respectiva en las graficas que se presentan a continuacion.

GRAFICA 3

’ RECUPERACION A CORTO PLAZO SIN SELLO

@BPURAS

W CONTAMINADAS

'
OMUERTAS !
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GRAFICA 4
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RECUPERACION A CORTO PLAZO Y SELLO DE CERA :

DPURAS
B CONTAMINADAS
OMUERTAS

TESIS COM
FALLA DE ORIGEN
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GRAFICA S

RECUPERACION A CORTO PLAZO Y SELLODE CERA Y
e ACEITE COMESTIBLE
100% 1 — g =3

BPURAS
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ac oc ’ -20°C

TESIS COH
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GRAFICA 6

RECUPERACION A MEDIANO PLAZO SIN SELLO

OPURAS :
S CONTAMINADAS |
OMUERTAS :
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GRAFICA 7
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GRAFICA 8

pario en ¢l drea de microbiologia

j ) RECUPERACION A MEDIANO PLAZO Y SELLO DE CERA
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GRAFICA 9
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RECUPERACION A LARGO PLAZO SIN SELLO
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TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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GRAFICA 10

RECUPERACION A LARGO PLAZO Y SEL.LODE CERA

GPURAS j
@ CONTAMINADAS
CIMUERTAS k

TESIS CON
FALLA DE QRIGEN
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GRAFICA 11

! RECUPERACION A LARGO PLAZO Y SELLODE CERA Y
! P ..____ACEITECOMESTIBLE . ____ _
100% -~ |
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5.1.3 VIABILIDAD

Al probar la viabilidad de las cepas se observa que Bacillus subtillis

no sobrevive a mas de 4°C y de mediano plazo.

TESIS CON ‘
FALLA DE ORIGEN | .=
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En el género Streptococcus se observa crecimiento tras la
conservacion incluso a largo plazo; pero a excepcion de los pertenecientes
al grupo D, los demas no recuperaron sus propiedades bioquimicas

caracteristicas.

S5.2HONGOS

5.2.1CEPAS TESIS COI\I
| FALLA DF. 010N

Hasta la terminacién del presente trabajo se cuenta en cl cepario con
28 diferentes hongos divididos en. 12 levaduras (43%), 15 miceliales (53%)

y 1 dimodrfico (4%6) los cuales se enlistan a continuacion:

LEVADURAS MICELIALES
Candida albicans Alternaria spp.
Candida albicans ATCC 10231 Aspergillus flavus
Candida glabrata Aspergillus fumigatus
Candida guillermondii Aspergillus niger
Candida kruseii Cladosporium spp.
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Candida parapsilosis
Candida stellatoidea
Candida tropicalis

Candida wutilis
Cryptococcus neoformans A
Cryptococcus neaformans B

Rhodotorullia

DIMORFICOS

Sporothrix schenckii

Establecimiento de un cepario en el area de microbiologia

Colletotrichum spp.

Fusarium spp.

Microsporum canis
Penicillium spp.

Phialophora verrucosa
Rhizopus spp.

Trichophyvton mentagrophytes
Trichophyton rubrum
Trichophyton terrestre

Trichophyton tonsurans

La distribucion de las cepas micologicas s¢ muestra en el siguiente

grafico.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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GRAFICA 12

i DISTRIBUCION DE HONGOS

| DIMORFICOS
(1) 4%

LEVADURAS
(12) 43%

MICELALE
(15) 53%

5.2.2 RECUPERACION POST-CONSERVACION

A excepcion del Epidermophvion floccosum, todas las cepas fueron

recuperadas de manera pura tras la conservacion,

5.2.3 VIABILIDAD

Todas las cepas conservaron intactas sus caracteristicas morfolégicas,

bioquimicas y de crecimiento.
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ANALISIS DE RESULTADOS

BACTERIAS

Los tubos sin sello mostraron una recuperacion aceptable, la cual se
reduce conforme sc incrementa ¢l tiempo y disminuye la temperatura. Estos
tubos se encuentran cxpuestos a contaminacion y deshidratacién de los

agares.'$

Los tubos con sello de cera logran una mejor conservacion del medio
de cultivo y ausencia de contaminacion en la gran mayoria de los casos ain
a largo plazo, como lo mencionan Gallardo y cols.'®; el inconveniente que
presentan es que al romperse ¢l sello para tomar muestras, se desprenden
fragmentos de cera que caen al interior ensuciando ¢l cultivo ¢
introduciendo contaminacion del exterior. La efectividad de éste método se
reduce con las tempceraturas bajas, lo cual dafna los medios de cultivo y las
cepas por faita de un crioprotector adecuado de la misma mancra que a los

- 3
tubos sin sello. 232
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Los tubos con accite no aportaron beneficios a la conservacion de las
cepas a ninguan plazo ni temperatura. Se utilizé aceite vegeial comestible
con el fin dc¢ probarlo como una alternativa econdémica para crioproteccion
sin buenos resultados; ¢l aceite a bajas temperaturas forma un depdsito de
grasa sélida que hace imposible la recuperacion de las cepas probadas, lo
cual lo imposibilita para ser usado aun como método de

proteccién  contra deshidratacion como cl acecite mineral usado por De la

12 31

Cruz '2, Foster '*, Gallardo '* y Martinez Cruz *': por lo quc no es una

opcion eficaz,*?

De los métodos de conservacion probados para bacterias se encontré
que ¢l mas adecuado cs la refrigeracion en base agar sangre a 4°C con sello
de cera, seguido de la conservaciéon en tubos sin scllo, ya que éstos
mostraron mayor indice de contaminacion. Con basc en esto, las cepas de

reciente ingreso sc han conservado a 4°C con secllo de cera.
El género Streprococcus logrd ser conservado dentro de éste estudio;
pero, a excepcion del grupo D, los demas miembros de éste géncro

perdieron sus propiedades bioquimicas. Se observa que las bacterias crecen
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al ser recuperadas y preservan su morfologia y coloracién caracteristica en
tincion de gram, pero no muestran sus propiedades originales como
hemédlisis, hidréolisis de hipurato, solubilidad en bilis, etc. Esto puede
deberse a una disminucion de la actividad de las autolisinas que no
destruyeron las células pero si las estructuras, enzimas o genes que daban
las propiedades; o a la retraccion por parte de las mismas bacterias de éstos
determinantes patogénicos por no serle necesarios durante su cultivo cn
medios artificiales y bajo conservacion. LLa opcion para éste géncro es la
busqueda de condiciones favorables y medios de cultivo adecuados como

recomienda Carrillo y cols.®

Bacillus subtillis fue la bacteria de la coleccion mas sensible, ya que
no resistié mas alla del mediano plazo sin contaminarse y morir; por lo cual
se recomienda conscrvarlo en forma esporulada, ya que las esporas que
produce son un buen mecanismo de resistencia contra las agresiones

ambientales y las que implica la conservacion.
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HOMNGOS

En todos los cultivos, a excepcion de uno, se¢ observa bucna
recuperacion sin pérdida de sus propicdades bioquimicas y morfologicas
tras haber sido cultivados después de la conservacion y de realizarse las
prucbas correspondicnies a cada tipo de hongo: sin embargo csto no debe
descartar la posibilidad de usar crioprotectores cuando se requiera

conservarlos a temperaturas menores y plazos mayores. >°

Aun es necesario determinar métodos y plazos mas convenientes para
lograr- una mejor conservacion y reducir los riesgos que involucra la

resiembra frecuente, %1520.30.31.34.3%.40,42

Se observa contaminacion en cultivos como resultado de la
incubacion simultariea de diferentes cepas y por cl uso de tapones de
algodén o tapones de rosca semiabiertos para permitir acceso de aire,® por
lo cual se recomienda procurar incubar las cepas lo mas separado posible y

sellar los tubos ya crecidos para evitar el deterioro de los agares. '*
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El Unico hongo que no resistio la conservacion en refrigeracion fue
Epidermophyton floccosum, lo cual deja la opcion a conservario a
temperatura ambiente con ¢l peligro de deshidratacion del medio de
cultivo, agotamiento de nutrientes, y los riesgos inherentes a ta
resiembra 515303134492 ., geshidrataciéon puede evitarse con un sellado de los

9

tubos, y la resiembra con algin otro método que permita su

conservaciéon a mayores plazos sin dafio a la viabilidad.

Para ésta cepa en particular, Chavez, Valencia® y Rybnikar*® han
observado que la liofilizaciéon la dafia notoriamente; no obstante, otras
opiniones como Munguia®*® y Valero*?, consideran que ¢ésta es totalmente

apropiada. Debe continuarse buscando un método 6ptimo para éste hongo.

Se observé que el unico método probado en éste estudio para hongos
es adecuado para casi la totalidad de las cepas; aunque no se debe descartar
otras metodologias que favorezcan la conservacién, reduzcan el espacio
ocupado, los gastos en material, medios de cultivo, energia, etc.; ademas de
reducir los riesgos de contaminacion, dailo del cultivo, mutaciones, pérdida

de viabilidad, y otros, *3%3%%2
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Existen otras variables quc pueden influir ¢n la viabilidad de los
microorganismos y quc debieran ser estudiados y controlados con fines de
conservacion, éstas variables son; presion osmética, concentracion de sales,

clectrolitos y metales, y el pH. !4!%192429.33.35.3637.38
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CONCLUSIONES

1. Se ha logrado crear un cepario de bacterias y hongos, el cual ya presta
sus servicios a las asignaturas de la seccion, las cuales son:

Microbiologia General | Microbiologia Farmacéutica
Microbiologia General 1 Microbiologia Industrial

Micologia Médica

2. Con los recursos que cuenta el cepario hasta la fecha, se han promovido

actividades de servicio social y tesis.

3. Las cepas existentes en ésta coleccion provienen de muestreco ambiental,
clinico y de donaciones de diversas instituciones como Facultad de

Quimica, CINVESTAYV, Escucla Nacional de Ciencias Biolégicas, etc.
4. Toda cepa quec ingresa cs probada en sus caracteristicas para corroborar

su identidad, purcza y viabilidad; 10 que ademas sirve de referencia para la

evaluacion postconservacion.
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5. No se han establecido métodos de conservacion propicios a cada cepa
especifica como proponen varios autores por falta de muchos de los

recursos necesarios.

6. La informacion generada durante ¢l trabajo se registrd en los archivos

correspondientes del cepario.

7. El cepario ha proporcionado servicio a otras dependencias de la facultad

y a otras instituciones y personas que lo soliciten.
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RECOMENDACIONES

Para pruebas posteriores dentro de éste proyecto, se recomienda
evaluar los demas métodos  utilizados por otras colecciones.
2.6.7.9.12.13,15.20.21,31,32,34,40,42
En lo que se refiere a los métodos de congelacion y ultracongelacion, se
recomienda usar glicerol como crioprotector, ya que el dimetilsulfoxido
interfiere con la viabilidad dc los cultivos, 26:!2:15.21:2331.33408293 A cryalmente
se estan poniendo en marcha proycctos para probar liofilizacion de bacterias

y hongos dentro de la catedra del cepario.

Para finalizar, e¢s importante hacer la puntualizacion de que el cepario
requicre de varios elementos para mejorar sus actividades y los resultados
de las mismas hasta llegar a ser una coleccién de referencia reconocida a
nivel nacional y mundial; una de ellas es la organizacion y plancacion
adecuada de las actividades para agilizar las labores, optimizar los
materiales y recursos humanos, ¢l cquipo y espacio disponibles: ** la otra es
1a valoraciéon por parte de las instancias correspondientes para lograr una

profesionalizacion del personal que labora en la coleccion y la ubicacion de
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la misma en espacios adecuados de trabajo y almacenamiento, ademas de
contar con el material y equipo necesarios que permitan llegar a las metas

anteriormente planteadas.
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