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LISTA DE ABREVIATURAS

ADN Acido Desoxirribonucleico

ADP Agar Dextrosa Papa

AST Agar Soya Tripticaseina
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BD Becton, Dickinson and Company
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Conc. Concentrado (a)

Dr. Doctor

ES Estufa
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Fig. Figura

g Gramo

H,O Agua

HEPA High Efficienc y Particulate Air
hrs Horas

I Yodo

KI Yoduro de potasio
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L Litro
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OF Oxidacion- Fermentacion

OFF Apagado

OMS Organizacion Mundial de la Salud
ON Prendido

p.€j. Por ejemplo

RNA Acido Ribonucleico

RPBI Residuos Biologicos Potencialmente Infecciosos
S Segundo

S. aureus Staphylococcus aureus
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PROLOGO

Una guia es un documento o persona que orienta o dirige algo hacia un objetivo.
Puede utilizarse en multiples contextos (guia turistica o guia de viaje, guia didactica o guia
de trabajo). Por ejemplo existen guias practicas que contienen orientaciones basicas para
realizar determinadas tareas o aprendizajes. Los manuales son textos utilizados como medio
para coordinar, registrar datos e informacion en forma sistémica y organizada.También es
el conjunto de orientaciones o instrucciones con el fin de guiar o mejorar la eficacidad de
las tareas a realizar.

La “Guia Practica de Microbiologia General” no es un manual, ha sido concebida
como un material educativo que va a servir para afianzar conocimientos, desarrollar o
fortalecer habilidades y destrezas, asi como orientar la autoeducacion permanente. Por ello
se ubica como un material de lectura independiente, desempena un papel motivador, se
orienta a facilitar la lectura comprensiva, crear habitos y actitudes, asi como a desarrollar y
fortalecer destrezas para el procesamiento de informacion, adquisicion y generacion de
conocimientos.

Este guia explica minuciosamente como deben realizarse cada uno de los métodos y
técnicas utilizadas por docentes para ensefiar de forma practica y didactica que se apegan a
los planes de estudio la asignatura de Microbiologia General I/ Microbiologia General.

Hoy en dia la Microbiologia es un area que se ocupa del estudio de los
microorganismos y de sus interacciones con otros microorganismos y con el medio
ambiente. El ser humano estd en contacto diariamente con microorganismos como son las
bacterias, hongos, virus y parasitos; algunos forman parte de una flora normal de cuerpo
humano y otros son propios de una contaminacion de superficies inertes o biologicas.
Algunos de estos microorganismos causan enfermedad al ser humano, por lo que es
importante su diagndstico asi como la aplicacion de un tratamiento en superficies inertes o
técnicas de eliminacion (aplicacion de antimicrobianos, fungicidas, métodos de
esterilizacion, o desinfectantes). Otros de estos microorganismos son de importancia en la
industria alimenticia, farmacéutica, cosmética, entre otras (por sus aportaciones nutritivas,
curativas o estéticas). Areas en las cuales se desempefiaran profesionalmente el QFB, BQD
y Lic. Farmacia.

Como estudiante de la licenciatura de Q.F.B. en la cual se incluye el estudio
microbioldgico he observado frecuentemente que los alumnos que tienen el primer contacto
con el area de la Microbiologia a pesar de una busqueda bibliografica no encuentran las
técnicas y los métodos mas descriptivos, sino que estan sintetizados y no son claros ya que
se maneja terminologia que en la mayoria de las ocasiones no comprenden por ser temas a
ver durante el curso de la asignatura de Microbiologia General 1 (QFB)/ Microbiologia
General (BQD y Lic. Farmacia).
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Hay ocasiones en que los alumnos no conocen la interpretacion de los resultados
que obtienen durante la reproduccion de los métodos y las técnicas; los resultados son mas
cualitativos que cuantitativos por lo que la observacion y comparacion serdn las habilidades
a fortalecer al presentar una serie de imagenes de los posibles resultados a obtener.

El objetivo general de la Guia Practica de Microbiologia General es que el alumno
inicie en el conocimiento bésico de los microrganismos, con sus caracteristicas
morfologicas, de crecimiento y control, y adquiera las habilidades necesarias para la
aplicacion y uso de técnicas de una forma clara y didactica.

La presente guia, constituye un material de apoyo al desarrollo de la asignatura y
esta organizada en seis temas: Tema 1: Bioseguridad, Tema 2: Esterilizacion, Tema 3:
Desinfeccién, Tema 4: Medios de Cultivo, Tema 5: Técnicas de sembrado, Temas 6:
Tinciones, Tema 7: Pruebas bioquimicas primarias, Tema 8: Pruebas bioquimicas
secundarias, Tema 9: Pruebas de evaluacion de antibidticos, Tema 10: Paréasitos, Tema 11:
Hongos, Tema 12: Virus.

Aplicada comprende: Microbiologia Clinica, Microbiologia Alimentaria,
Microbiologia en la Industria Farmacéutica y Cosmética y de Trabajo de Campo; siendo
una herramienta de consulta permanente tanto para la docencia como en la vida laboral.

Q.F.B. Karla Edith Aguilar Vazquez
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TEMA 1

BIOSEGURIDAD

En el laboratorio de Microbiologia debe ser primordial proteger la seguridad del
personal de los riesgos relacionados con el manejo y estudio de los microorganismos asi
como de los residuos biologicos infecciosos que se generan con estas actividades; y
proteger el medio ambiente y a la poblacion que pudiera estar en contacto con estos
residuos dentro y fuera de sus instalaciones. Por lo que la bioseguridad se define como el
conjunto de medidas preventivas (conocimientos, técnicas y equipamiento) con el objetivo
de reducir dichos riesgos.

Segun la capacidad de causar infecciones en humanos, los microorganismos se
clasifican en cuatro grupos de riesgo (Cuadro 1) (Gamazo, Lopez-Goiii y Diaz, 2005). En
un laboratorio de practicas de microbiologia se sugiere trabajar con microorganismos del
grupol; pero también dependerd de las adecuaciones de las instalaciones, del equipo, las
practicas y los procedimientos necesarios para trabajar con seguridad con las que cuente
dicho laboratorio. Con lo que podemos clasificar a los laboratorios de acuerdo a niveles de
bioseguridad que brinden (Cuadro 2) (OMS, 2005).

El laboratorio de Microbiologia es un lugar donde se pueden manejar y examinar
microrganismos con normas establecidas. Uno de los principales objetivos cuando un
estudiante esta en contacto por primera vez con microrganismos, es ensefiarlo a
manipularlos adecuadamente.

Aunque los microorganismos con los que se trabaje no sean considerados
patogenos, todos los cultivos de todos los microorganismos deben ser manejados bajo
normas de bioseguridad. Una vez manipulados y estudiados los microorganismos es de
suma importancia la forma de eliminarlos de objetos, instrumentos y equipos por el manejo
bioldgico que presentan. Este tipo de trabajo debe ser llevado a cabo con una buena técnica
de asépsia y por tanto se requiere un ambiente limpio y ordenado. Por ello, se debe de
trabajar bajo condiciones de esterilidad. En el laboratorio de Microbiologia encontraremos
estas condiciones en camaras de seguridad bioldgica, o bien, en la proximidad de la llama
de un mechero de alcohol o de gas.



Cuadro 1 Clasificacion de los microorganismos infecciosos por grupos de riesgo

Grupo de riesgo 1 (riesgo individual y poblacional escaso o nulo)
Microorganismos gue tienen pocas probabilidades de provocar enfermedades en el ser humano
0 los animales.

Grupo de riesgo 2 (riesgo individual moderado, resgo poblacional bajo)

Agentes patdgenos que pueden provocar enfermedades humanas o animales pero que fienen
pocas probabilidades de entraniar un riesgo grave para el personal de laboratorio, la poblacion,
el ganado o el medio ambiente. La exposicion en el laboratorio puede provocar una infeccion
grave, pero existen medidas preventivas y terapéuticas eficaces y el riesgo de propagacion es
limitado.

Grupo de riesgo 3 (riesgo individual elevado, nesgo poblacional bajo)

Agentes patdgenos que suelen provocar enfermedades humanas o animales graves, pero que
de ordinario no se propagan de un individuo a otro. Existen medidas preventivas y terapéuticas
eficaces.

Grupo de riesgo 4 (riesgo individual y poblacional elevado)
Agentes patdgenos que suelen provocar enfermedades graves en el ser humano o los animales
y que se transmiten facilmente de un individuo a otro, directa o indirectamente. Normalmente

no existen medidas preventivas y terapéuticas eficaces.

Manual de Bioseguridad en el Laboratorio, 3 edicion, Organizacion Mundial de la Salud, Ginebra Suiza, 2005.

Cuadro 2 Relacion de los grupos de riesgo con los niveles de bioseguridad, las

practicas y el equipo.

GRUPO DE  MIVEL DE TIPO DE PRACTICAS DE EQUIPO DE
RIESGO BIOSEGURIDAD  LABORATORIO LABORATORID SEGURIDAD
1 Basico Ensenanza basica. TMA Ninguno; trabajo en
Nivel 1 investigacion mesa de laboratorio
al descubierto
2 Basico Servicios de TMA v ropa Trabajo en mesa al
Nivel 2 atencion primaria; protectora; descubierto y CSB
diagndstico, senal de riesgo para posibles
investigacion bioldgico aerosoles
3 Contencion  Diagnodstico Practicas de nivel 2  CSB ademas de otros
Nivel 3 especial, mas ropa especial, medios de contencian
investigacion acceso controlado primaria para todas
y flujo direccional las actividades
del aire
4 Contencion  Unidades de Practicas de nivel 3~ CSB de clase lll o trajes
maxima patdgenos mds camara de presurizados junto
Nivel 4 peligrosos entrada con cierre con CSB de clase |1,

hermético, salida con
ducha y eliminacion
especial de residuos

autoclave de doble
puerta (a traveés de la
pared), aire filtrado

Manual de Bioseguridad en el Laboratorio, 3* edicion, Organizacion Mundial de la Salud, Ginebra Suiza, 2005.
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El laboratorio debera de estar disefado de manera que permita facilmente su
limpieza, debe contar con tarjas y grifos, con el material y equipo minimo necesario el
cual deberd de estar ordenado. Su entrada debe ser restringida solo para el personal
autorizado para su permanecia dentro de él. El uso de bata es obligatorio ya que es una
barrera de proteccion en caso de derrames o contaminacion quimica o bioldgica, al igual de
cubre bocas, guantes, trajes de proteccion especiales; el uso de estas barreras dependera del
nivel de riesgo donde se encuentre clasificado el microorganismo a trabajar. El trabajo
dentro de las instalaciones debe ser tranquilo y siempre seguro en lo que se esta realizando,
evitando asi accidentes o riesgos biologicos.

Después del trabajo con los microorganismos queda una serie de material
desechable, vidrieria, entre otros; que se encuentran contaminados. Por lo que se debe de
conocer el conjunto de dispositivos y procedimientos adecuados para un depdsito y
eliminacion sin riesgo.

Dentro de la NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002, se detalla el manejo y
eliminacion de estos Residuos Biologicos Potencialmente Infecciosos (RPBI).

En el laboratorio de microbiologia los principales RPBI que se generan son cultivos
y cepas de agentes bioldgico-infecciosos, materiales desechables y de vidrio para contener,
inocular, transferir y mezclas cultivos de dichos agentes. Estos deberan de ser tratados por
métodos fisicos o quimicos que garanticen su eliminacion y poder realizar su disposicion
final en sitios autorizados (ver tema 2 y 3). Para eliminar los desechos la NOM-087-
SEMARNAT-SSA1-2002 maneja colores de bolsas y/o contenedores dependiendo el tipo
de residuo a eliminar. A continuacion se describe brevemente esta disposicion por colores:

Tabla 1. Clasificacion de los RPBI segiin la NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002.
Tipo de residuos Estado fisico Envasado/ color
Punzocortantes: Agujas de
jeringas, lancetas, navajas de
bisturi. Con sangre y sin sangre.

Material de curacion empapada en
sangre o liquidos corporales.

Materiales  desechables  que Solido
contengan secreciones de
pacientes sospechosos de

enfermedades infecciosas.

Materiales desechables usados
para el cultivo de agentes
infecciosos.




Tipo de residuos Estado fisico Envasado/ color
Patologicos: placentas, partes de
tejido humano, partes del cuerpo Soélido
humano. Cadéveres o parte del
cuerpo de animales (que no se
encuentren en formol).

Muestras  para  analisis  de
laboratorio excluyendo orina y Liquido
excremento

Materiales libres de todo lo

anterior (papel, carton, pléstico, Soélidos
desecho de alimentos, entre
otros).

No solo debemos de hacer énfasis al manejo adecuado de los RPBI y de los
microorganismos, si no también la seguridad en caso de incendios, problemas eléctricos; el
manejo, almacenamiento y la eliminacion de compuestos quimicos y sustancias reactivas, y
las técnicas para levantar o desplazar con seguridad objetos pesados.

Las causas de accidentes son debido al incumplimiento de los estandares de
seguridad y regulaciones de seguridad.



Foto 1. Laboratorio de Microbiologia de la FESC-1

Foto 2. Rombo: Codigo de Foto 3. Sefialamiento de usos obligatorio en el
colores para sustancias. laboratorio de Microbiologia (cubre bocas,

guantes, cofia y bata respectivamente).




Foto 4. Contendores de RPBI: punzocortantes y Foto 5. Senalamiento de

desechos empapados con sangre. prohibicion.
Foto 6. Localizacion de equipos de seguridad, auxilio y Foto 7. Reglamento interno
prevencion. del Laboratorio.
Foto 8. Campana de extraccion. Foto 9. Senalamiento de ubicacion de la
salida de emergencia.




TEMA 2

ESTERILIZACION

La esterilizacion es un proceso de eliminacién de todo tipo de microorganismos y
que asegura la ausencia absoluta de cualquier forma viviente. (Aquiahuatl Ramos, Pérez
Chabela. 2004.). Se logra por medios fisicos y quimicos.

Los métodos fisicos de esterilizacion son:

e Incineracion: el material se reduce a cenizas, se aplican temperaturas desde los 870 a
980°C (p. ej. Flamear el asa bacteriologica después de su uso, incineracion en muflas,
hornos para la  eliminacion residuos sélidos organicos y algunos inorgéanicos
infecciosos).

e Calor hiimedo: vapor bajo presion (autoclave). Para esterilizar principalmente desechos
biologicos peligrosos y objetos termoestables. Las condiciones mas utilizadas son
121°C, 15 1b, 15 min.

e Calor seco: se utilizan estufas de calor seco, el cual se genera con resistencias eléctricas.
Requiere periodos de exposicion prolongados de 1.5 — 3 horas y temperaturas
superiores de 160 - 180°C, a diferencia de las utilizadas en el calor huimedo. Se puede
esterilizar material de vidrio, aceites, vaselina o polvos.

e Filtracién: puede ser de liquidos. Los liquidos se pasan a través de una membrana de
acetato o nitrilo de celulosa por el efecto de vacio. El aire por mediante filtros disefiados
para eliminar microorganismos de mas de 0.3um. método de eleccion para soluciones
de antibioticos, vacunas.

e Radiacion: las radiaciones ionizantes como los rayos gamma rayos X tienen una
longitud de onda corta y energia transportan mas energia comparada con las radiaciones
no ionizantes. Estas radiaciones penetran profundamente pero pueden requerir horas
para esterilizar grandes volumenes. Utilizadas para materiales desechables como
jeringas, guantes o catéteres.

Las radiaciones no ionizantes tienen longitud de onda mayor. El mejor ejemplo de
radiacion no ionizante es la luz ultravioleta (UV). La luz lesionada el DNA de las
células expuestas por que forman enlaces entre bases de pirimidina adyacentes. La
longitud de onda UV mas eficaz para eliminar a los microrganismo es de alrededor de
260nm; como no es muy penetrable los microrganismos deberdn estar expuestos
directamente a los rayos para que mueran.



M¢étodos quimicos:

e E] agente esterilizante quimico mas comun es el 6xido de etileno, que se utiliza en
forma de gas para la esterilizacion de objetos sensibles al calor.

e También se utiliza formaldehido en forma gaseosa y perdxido de hidrogeno para
esterilizar filtros HEPA.

e Otro agente es el glutaraldehido que es un agente esporicida en 3-10hrs., este es
muy utilizado para equipos médicos ya que es un agente que no corroe algunos
materiales como micas, metal o goma.

Técnica de preparacion de una suspension bacteriana para su posterior utilizacion en
algunos métodos de esterilizacion.

Tomar con la asa estéril un inoculo pesado
de un cultivo de 24hrs. de la bacteria.

T1: Caja AST con crecimiento
. . 1
bacteriano. Inactivar en autoclave RI
121°C/30"/151b. Desechar en | /

basura municipal.

Inocular el Matraz que contiene caldo AST estéril,
introduciendo el asa y agitarla suavemente para
suspender las bacterias.

l

Rotular el matraz con el nombre de la bacteria que se encuentra en la
suspension por ejemplo: Suspension Bacteriana de E. coli o S. aureus.

R1: Residuo 1
T1: Tratamiento 1

Foto 10. Preparacion de una
suspension bacteriana.




Método 1: Esterilizacion por calor himedo a condiciones ideales.

[ Equipo Autoclave }

[ Preparar suspension bacteriana }

\ 4

Esterilizar el matraz de
suspension bacteriana en

continuo de 2min.

Autoclave bajo las condiciones
121°C/15°/151b con un purgado

> Una caja de AST

T2: Matraz de caldo AST
e inoculo bacteriano.

Inactivar en autoclave
121°C/30'/151b. Desechar

al drenaje.

Sembrar en D la suspension
bacteriana con ayuda de un
hisopo estéril, utilizando la
técnica de sembrado
“masivo”

dividirla a la mitad y

rotularla como:
AyD

Sembrar en A la
suspension bacteriana con
ayuda de un hisopo
estéril, utilizando la
técnica de sembrado
“masivo” (ver Tema 5
pags.42-43).

R2: Residuo 2
T2: Tratamiento 2
R3: Residuo 3
T3: Tratamiento 3
A: Antes

D: Después

T3: Caja AST con crecimiento
bacteriano. Inactivar en autoclave
121°C/30'/151b. Desechar en

basura municipal.

> Incubar 24hrs 37°C en
Estufa bacteriologica.

[w]

Observar crecimiento




Encendido de la autoclave: girar la perilla en Preparar el material a esterilizar.
calentamiento alto.

Colocacion de la manguera de descarga Nivelacion de las tapa para evitar fugas de
aire/vapor. vapor
Cerrado de la autoclave. Purgado contintio.

Foto 11. Serie fotografica utilizacion de la autoclave (Descripcion detallada Anexo 1)
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Esterilizacion en autoclave 151b de presion,
121°C (250°F) y 15min.

Apagado de la autoclave.

Esperar a que la Autoclave se enfrie a
temperatura ambiente.

Apertura de la autoclave con un mango de
apoyo.

Retiro de la tapa direccionando de modo
que el vapor caliente no tenga contacto con
las manos.

Material esterilizado.

Foto 12. Continuacion: Utilizacion de la autoclave (Descripcion detallada Anexo 1)
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Foto 13. Resultados obtenidos al comprobar la eliminacion completa de E. coli utilizando el
método de esterilizacion por calor humedo

Foto 14. Indicadores biologicos y quimicos utilizados para monitorear y validar
ciclos de esterilizacion por calor himedo.

Biologicos: esporas de Bacillus stearothermophilus o B. subtillis (amplolletas).
Quimicos: sustancias quimicas que cambian de color si se cumple un elemento clave

del proceso de esterilizacion (papel especial, cintas autoadhesivas)
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Método 2: Esterilizacion por calor seco a condiciones ideales

[ Equipo Horno Pasteur }

Se tiene dos cajas de Petri de

vidrio sin esterilizar. | 3

Una caja rotularla como:
sin esterilizar

. T4: Matraz de caldo AST
Otra caja rgt‘ularla como: e inoculo bacteriano.
esterilizada a Inactivar en autoclave
180°C/30min. 121°C/30'/151b. Desechar
al drenaje.

Agregar 20 ml de Agar
Blando, dejar gelificar a
temperatura ambiente.

l

Esterilizar la caja en el Horno
Pasteur bajo las condiciones
180°C/30°*

Incubar 24hrs. 37°C en
Estufa bacteriologica.

{RS /_>

T5: Caja AST con
Agregar 20 ml de Agar crecimiento bacteriano.

Blando, dejar gelificar a Inactivar en autoclave

temperatura ambiente. 121°C/30'/1 51@. Desechar
en basura municipal.

*Nota: Se pueden manejar otros tiempos (10, 15, 20min.)

R4: Residuo 4
T4: Tratamiento 4
R5: Residuo 5
T5: Tratamiento 5

) 4
[ Observar crecimiento ]
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Foto 15. Resultados obtenidos al comprobar la contaminacion bacteriana presente en una
caja Petri de vidrio antes de ser sometida a esterilizacion por calor seco en Horno Pasteur:
Observandose crecimiento y diferentes morfologias coloniales.

Foto 16. Resultados obtenidos al comprobar la eliminacion de bacterias presente en la caja

Petri de vidrio. Utilizando el método de esterilizacion por calor seco: después de someterse
a las condiciones ideales (30min y 180°C en Horno Pasteur) sin crecimiento de bacteriano.
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Método 3: Esterilizacion por Filtracion

[ Material filtro Millipore ]

Preparar suspension bacteriana

Con ayuda de un filtro
Millipore de 0.22um filtrar la
suspension recibiéndola en un

recipiente estéril.

2 Caja de AST rotularlas
una como A y otra como D

T6: Matraz de caldo AST e
inoculo bacteriano. Inactivar
en autoclave 121°C/30'/151b.
Desechar al drenaje.

T7: Filtrado de suspension
bacteriana. Inactivar en
autoclave 121°C/30'/151b.
Desechar al drenaje

Sembrar en D la suspension
bacteriana con ayuda de un

[ ]

Sembrar en A la
suspension bacteriana
con ayuda de un hisopo
utilizando la técnica de
sembrado “masivo”.

l

Incubar 24hrs 37°C en
Estufa bacterioldgica.

hisopo utilizando la técnica
de sembrado “masivo”

R6: Residuo 6
T6: Tratamiento 6
R7: Residuo 7
T7: Tratamiento 7
R&: Residuo 8
T8: Tratamiento 8
A: Antes

D: Después

[=]—

T8: Caja AST con crecimiento
bacteriano. Inactivar en autoclave
121°C/30'/151b. Desechar en
basura municipal.

4

Observar crecimiento
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Foto 17. Serie fotografica de resultados obtenidos al comprobar la eliminacion completa de E.

coli utilizando el método de esterilizacion por filtracion (B1 y B2 filtro Millipore de 0.22um):

A) antes de ser filtrada la suspension bacteriana (Crecimiento de E. coli) y C) después de ser
filtrada (sin crecimiento de E. coli.).
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Método 4: Esterilizacion por Rayos UV

[ Equipo Lampara de UV ]

B ) Caja de AST rotularla
Preparar suspension bacteriana > como: Control
v
Caja de AST rotularla Sembrar la suspension
como: Problema 1 bacteriana con ayuda de

un hisopo estéril,
utilizando la técnica de
sembrado “masivo”

Sembrar la suspension

bacteriana con ayuda de un T9: Matraz de caldo AST
hisopo estéril, utilizando la e inoculo bacteriano.
fon Inactivar en autoclave
tecmcf = _Sen’l’brado 121°C/30'/151b. Desechar
masivo al drenaje.
v
E la caia abi Incubar 24hrs 37°C en
ner i .
HEAES , a caja abierta > Estufa bacterioldgica.
a la lampara UV

durante 15min*.

T10: Caja AST (control) con
crecimiento bacteriano. Inactivar
en autoclave 121°C/30'/151b.
Desechar en basura municipal
RO: Residuo 9 Tll:' nga AST (prloblema 1).con
T9- Tratamiento 9 crecimiento bacteriano. Inactivar
. en autoclave 121°C/30'/151b.
R10: Res}du(? 10 Desechar en basura municipal.
T10: Tratamiento 10
R11: Residuo 11
T11: Tratamiento 11

Observar crecimiento

*Nota: Se pueden manejar diferentes tiempos (10, 20,30 min.), para observar si entre mas tiempo
de exposicion die la cantidad de crecimiento bacteriano.

17



Foto 18. Serie fotografica de resultados obtenidos al comprobar la eliminacion
completa de S. aureus utilizando el método de esterilizacion por rayos UV: antes de
ser expuesta la suspension bacteriana (Crecimiento de S. aureus) y después de ser
expuesta en tiempos de 5y 15 min. (Con crecimiento de S. aureus). Se concluye que
la longitud de onda de la [ampara UV no fue suficiente para la eliminacion de la
bacteria.
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Técnica de comprobacion de la esterilizacion con oxido de etileno en productos

plastico y telas.

2 botellas con 90 ml de CN 6
CST 6 CBHI estéril.

Una botella rotularla como: No
Estéril.

Colocar en condiciones de
esterilidad el producto
sospecho de no estar estéril.
(Jeringa manipulada, gasa
manipulada, filtro ya
utilizado, ampolleta ya
abierta)

Una botella rotularla
como: Estéril

Colocar en condiciones de
esterilidad el producto
estéril (Jeringa, gasa,
filtro, ampolleta)

R12: Residuo 12
T12: tratamiento 12

T3: 2 botellas con medio de
cultivo con o sin crecimiento
bacteriano evidente. Inactivar en
autoclave 121°C/30'/151b. Tirar el
liquido a la tarja y desechar el
producto a la basura municipal.

> Incubar 24 - 48hrs 37°C
en Estufa bacterioldgica.

Y

Observar el crecimiento:
presencia o ausencia de
turbidez
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Foto 19. Productos en CN antes de ser incubados a 37°C para
comprobar su esterilidad. Se Observa que el medio de cultivo es
translucido.

Foto 20. Resultados obtenidos después de 24hrs. de incubacion a
37°C. Se observa crecimiento bacteriano solo en la jeringa no estéril
(presencia de turbidez).
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TEMA 3

DESINFECCION

La desinfeccion es el proceso de eliminacion de la carga microbiana sobre los

objetos o superficies inanimadas con la excepcion de las formas esporuladas (Aquiahuatl
Ramos, Pérez Chabela; 2004.). Al igual que en la esterilizacion, la desinfeccion se puede
lograr mediante métodos fisicos y quimicos.

Un desinfectante es un producto que destruye o elimina microorganismos en

superficies inanimadas. Por otro lado, un antiséptico es un producto que destruye la vida de
una bacteria o un virus, pero que se puede aplicar en superficies vivas.

Algunos métodos quimicos de desinfeccion:

1.
2
3
4
5.
6.
7
8
9
1

0.

Alcoholes.

Aldehidos.

Halogenos.

Metales pesados.

Compuestos de amonio cuaternario.
Fenoles.

Colorantes.

Agentes Oxidantes.

Agentes surfactantes.

Biguadinas (clorheximina).

Los mecanismos de accion de los productos desinfectantes se pueden dividir en seis grupos:

SN

Desnaturalizacion de proteinas.

Procesos de oxido-reduccion.

Combinacion de grupos acido con grupos basicos.
Inactivacion de enzimas.

Modificacion de la permeabilidad de la membrana celular.
Interferencia con los grupos activos de las proteinas.

Diversos factores influyen en la actividad de los desinfectantes, por ejemplo:

Tipos de microrganismos.

Temperatura y pH del proceso.

Cantidad de microorganismos (carga microbiana).

Concentracion del desinfectante.

Cantidad de compuestos organicos (sangre, moco, pus).
Naturaleza de la superficie a desinfectar (madera, metales, vidrio).
Tiempo de exposicion.

Concentracién de la solucion.
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Tabla 2. Mecanismos de accion de algunos desinfectantes
» Glutaraldehide
Alguilacian de sus grupos sulfhidrilo, carboxile v amino

* Formaldehide

Alguilacidn de sus grupos sulthidrile y amine
« Acido peracético

Ruptura de uniones sulfhidrilo y sulfuro en proteinas y enzimas
» Pardxido de hidrégeno

Produccién de radicales libres que destruyen lipidos de membrana, ADMN y
otras comp.

« Claro
Oxidan a loz grupas tiol y grupes amino
* Compuestos fendlicos
Destruye pared celular, precipita proteinas celulares y anzimas

Podemos clasificar a los desinfectantes en grados de accion:

e QGrado alto: destruyen toda clase de microorganismos con excepcion de esporas
bacterianas.

e Grado intermedio: destruyen micobacterias, bacterias, la mayoria de los virus y
hongos.

e QGrado bajo: destruyen la mayor parte de bacterias, algunos hongos y algunos virus.

El punto mas importante que se debe de recordar al trabajar con desinfectantes es la
preparacion de una solucion exactamente de acuerdo con las especificacion del fabricante.

Fig. 1. Desinfectantes y antisépticos comunes.
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Procedimiento para determinacion de CMI de un desinfectante comercial

T1: Tubo con
suspension bacteriana.
Inactivar en autoclave
121°C/30"/151b.
Desechar al drenaje.

Lo

Preparar 5 ml de suspension bacteriana (de la
bacteria a evaluar) en SSF al Tubo 0.5 del
Nefelometro de Mc Farland.

p
Preparar las siguientes diluciones como indica la siguiente tabla:
\
1/ 1/ 1/
Soluciéon | Conc 1/ 1/ 1/ 1/ 1/ 1/
Dilucion V2LV T e | a2 | e | 128 | a6 | siz | 197 [ 204 | 4 | OV CP
Tubo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 12 13 14 | 15
Medio de
cultivo - 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
CST (ml)
Desinfect 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 | -
(o) NN NN NN N
m
Desecho
Tubo 1 2 | 3| 4| 5|6 | 7| 8|9 10|11 |12]13]|14]15
Suspension
bacteriana | 0.2 | 02 | 02 | 02 | 02 | 02 | 02 [ 02 | 02 | 02 | 02 | 02 | 02 | — | 0.2
(ml)

[ R2 }‘

Incubar 24hrs. a 37°C en estufa bacteriologica.

T2: Tubos con
suspension bacteriana y
desinfectante. Inactivar

en autoclave
121°C/30'/151b.
Desechar al drenaie.

Concentracion Minima Inhibitoria
Observar el tubo donde se encuentra la mayor
dilucion donde hay ausencia de crecimiento
bacteriano
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3 cajas de AN o BHI (SDA para Candida sp.) dividirlas en 4
cuadrantes y rotular cada cuadrante (2 al 13)

Sembrar una asada (asa de 0.01) del tubo correspondiente al
cuadrante.

Incubar 24hrs. a 37°C en estufa bacterioldgica.

Observar el cuadrante donde se encuentra la mayor dilucién
donde hay ausencia de crecimiento bacteriano

Comprobar si la Concentracion

T14: Cajas de AN 6 BHI (6 SDA) Minima Inhibitoria es la misma

con c.rec:1m1ento bacteriano. obsetvada por e
Inactivar en autoclave

121°C/30'/151b. Desechar en basura
municipal
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Foto 21. Concentracion Minima Inhibitoria del Benzal (cloruro de Benzalconio) contra
Candida albicans.

A) Inhibicion del crecimiento de la levadura (T2-T5).

B) Inhibicion del crecimiento de la levaduraT6- T9 donde en T 9: se encuentra la MIC).

C) Crecimiento de la levadura (T10-T11).

D) TI1 corresponde a la accion del desinfectante concentrado inhibiendo su crecimiento en su
totalidad. T14 control negativo comprobando que el desinfectante y el diluyente estan libres de
contaminacion y el T15 Control positivo de crecimiento de la levadura.

NOTA: Para conocer la dilucion y contraccion correspondiente de T1 a T13 consultar Anexo 3.
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Procedimiento para comprobar la efectividad de un desinfectante comercial en una
superficie.

EFECTIVIDAD EN SUPERFICIES

A 4 x A 4

MANOS (MA) MESA (ME) ESTUFA (ES)

A ¥ ¥

Con ayuda de un hisopo estéril - - :
humedecido de caldo nutritivo Con ayuda de un hisopo estéril humedecido
hisopar una mano de uno de tus de caldo nutritivo hisopar la superficie
comparieros
v ¥
Sembrar utilizando la técnica de Sembrar en forma de masivo el hisopado en
sembrado “masivo” en una caja una caja de agar nutritivo marcada como:
de agar nutritivo marcada como
M1 antes ¢ ¢
¢ ME ANTES ES ANTES
Pedirle al compaiiero que \11 ll

desinfecte sus manos con Desinfecta 1 fici . .
GEL- ANTIBACTERIAL esinfecta la superficie respectivamente con:

espera 5 min. & ¢

& FORMALDEHIDO 10% FENOL 5%

Con ayuda de un hisopo
estéril humedecido de caldo .
nutritivo hisopar la misma —| Espera S min. e

mano de tu compafiero. 4

- v — Con ayuda de un hisopo estéril humedecido
Sembrar el hisopado utilizando la de caldo nutritivo frotar la superficie
técnica de sembrado “masivo” en una

caja de agar nutritivo marcada como \1:
MA después

Sembrar en forma de masivo el hisopado en una
caja de agar nutritivo marcada como ME después
y ES después respectivamente

Incubar las cajas 24hrs. a
37°C

\ Observar la cantidad de crecimiento y determinar si es
efectivo o no el desinfectante en la superficie en estudio

T15: Cajas de AN con crecimiento
bacteriano. Inactivar en autoclave
121°C/30'/151Ib. Desechar en basura

municipal R15: Residuo 15

T15: Tratamiento 15
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Foto 22. Delimitacion del area (mesa de Foto 23. Hisopado antes del uso del
trabajo) desinfectante (benzal).

Foto 24. Cultivo antes del tiempo de Foto 25. Tiempo de accion del desinfectante
accion del desinfectante. Observandose sobre la superficie (Smin.).
carga bacteriana.

Foto 26. Muestreo después del tiempo de Foto 27. Cultivo después del tiempo de

accion del desinfectante (benzal). accion del desinfectante. Observandose
una disminucion en la carga bacteriana.




Foto 28. Muestreo de Estufa bacteriologica antes del uso del desinfectante (fenol al 5%).

Foto 29. Cultivo antes del tiempo de accion Foto 30. Tiempo de accion del
del desinfectante. Observandose carga desinfectante en la superficie (3 min).
bacteriana.

Foto 31. Muestreo de Estufa
bacteriologica después del uso del

Foto 32. Cultivo después del tiempo de
accion del desinfectante. No se observa

desinfectante (Fenol al 5%). carga bacteriana.
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Foto 33. Muestreo de manos antes del
uso del desinfectante.

Foto 34. Cultivo antes del tiempo de
accion del desinfectante.
Observandose carga bacteriana.

Figura 35. Aplicacion del desinfectante (Gel antibacterial).

Foto 36. Muestreo de manos
después del uso del desinfectante
(Gel antibacterial).

Foto 37. Cultivo después del tiempo
de accion del desinfectante. Se
observa escasa carga bacteriana.
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TEMA 4

MEDIOS DE CULTIVO

Comunmente se requiere el crecimiento bacteriano para la identificacion y
caracterizacion colonial. El cultivo es el proceso de crecimiento de microorganismos
mediante la toma de bacterias del sitio de infeccion o donde se encuentre contaminando con
el objetivo de la recuperacion por métodos de recoleccion de la muestra y el crecimiento en
un medio ambiente artificial. Por lo que un cultivo tiene como propdsito:

e Facilitar el crecimiento y aislamiento de todas las bacterias y asi determinar cuéles
de las bacterias que se desarrollan la causa de la infeccion y/o contaminantes.

e Obtener desarrollo suficiente de las bacterias relevantes para permitir su
identificacion y caracterizacion.

Las bacterias tienen numerosas necesidades nutricionales, de atmosfera, agua,
diversos iones, nitrégeno, fuentes de carbono, sales, fosforo. En los laboratorios de
microbiologia estos nutrientes son incorporados dentro de medio cultivo (liquido o s6lido)
en el cual se desarrollan las bacterias; ya que algunas bacterias tienen diferentes
necesidades nutricionales, algunas pueden ser mas complejas (bacterias exigentes) y otras
no fastidiosas (bacterias no exigentes).

El desarrollo de un microorganismo en un medio de cultivo también depende de
otros factores como son:

Existencia de oxigeno requerido.

Grado de humedad apropiado.

Valores de pH adecuados.

Temperatura de incubacion.

Condiciones de esterilidad del medio y proteccion de posibles contaminantes.

Los medios de cultivo se pueden clasificar de distintas maneras, atendiendo a
algunas de sus caracteristicas.

e Segun la composicion: definidos e indefinidos.

e Segun su estado fisico: liquidos, solidos, y semisélidos.

e Segin su aplicacion: Medios basicos, medios enriquecidos, medios de
enriquecimiento, medios selectivos y medios diferenciales.

e Segun su uso: promociéon de crecimiento, transporte, conservacion y/o
mantenimiento.
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Tabla 3. Ejemplos de medios de cultivo segun la clasificacion de acuerdo a su aplicacion y uso.

TIPO DE MEDIO DE EJEMPLO
CULTIVO
BASICO Agar nutritivo, caldo triptosa, agar soya tripticaseina.
ENRIQUECIDO Agar sangre, Agar chocolate, Agar suero.
DE ENRIQUECIMIENTO Caldo selenito de sodio, Caldo tetrationato.
SELECTIVO Medio Lowenstein-Jensen, Agar Sales Manitol.
DIFERENCIAL Agar Salmonella-Shigella, Agar cetrimida.
DE TRANSPORTE Medio de Stuart y medio de Carry- Blair.
DE MANTENIMIENTO Agar nutritivo, Medio de Robertson y Medio de Dorset.

Método de preparacion de medio de cultivo en caja con esterilizacion en autoclave.

1. Tomando en cuenta el nimero y tamafio de cajas requeridas, realizar los céalculos de
preparacion de acuerdo a lo indicado en el marbete del frasco del medio de cultivo.
Pesar los gramos del polvo correspondientes con ayuda de una balanza de precision
o0 granataria.

2. Hidratar el polvo pesado en la mitad del volumen de agua destilada necesaria. Esto
en un matraz. Homogenizar el polvo y agregar el resto del agua destilada. Esperar
5-10 minutos.

3. Clarificar el medio: Colocar en ebullicion durante un minuto, homogenizando
constantemente para que se disuelva bien el polvo y evitar que se derrame. Colocar
un tapon de algodon y capuchon de papel.

4. Seguir las especificaciones de esterilizacion en autoclave segun sea el caso:

121°C, 15 1b de presion, 15 min.
121°C, 15 1b de presion, 10 min.

5. Transcurrido el tiempo de esterilizacion sacar el matraz de la autoclave y colocarlo
en un bano maria a 45°C para bajar la temperatura del medio. Desinfectar el area de
trabajo (mesa) y mantener un area estéril con ayuda de un mechero encendido (o en
una campana de flujo laminar).

6. Servir el medio en cajas Petri estériles segun el tamafio que se requiere:

Cajas de 100x15mm agregar 25 ml del medio.
Cajas de 60x15mm agregar 15ml del medio.

Dejar que gelificar a temperatura ambiente.

7. Marcar con las siglas del Agar de manera individual las cajas en la parte de la base.
Guardarlas en bolsas, rotular con la fecha de elaboracion y conservar a una
temperatura de 2 a 8°C.

8. Tomar una caja del medio de cultivo preparado. Incubar a 37°C por 24hrs para
control de esterilidad.
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Procedimiento de preparacion de medio de cultivo solido enriquecido (Agar Sangre)

Agar sangre

\ 4
Pesar 40g de Base agar sangre con ayuda de una balanza de precision o granataria.

v

Rehidratar en 500 ml de agua destilada. Dejandolo reposar de 10 a 15 minutos y
después colocar el resto de agua.*

\ 4

Calentar agitando frecuentemente hasta el punto de ebullicion durante 1 minuto para
disolverlo por completo
A 4

Colocar al matraz un tapon de algodon y capuchdn de papel. Esterilizar en autoclave
a 121°C/ 15 1b / 15 minutos.

v
Enfriar en bafio maria el matraz aproximadamente a 45°C. Agregar el 5% de sangre
de carnero desfibrinada estéril (50 ml). Girando suavemente el matraz para no generar
burbujas.

.

Homogenizar y vaciar en cajas Petri de 100x15mm 25ml del agar, o en cajas de
60x15mm vaciar 10ml. En condiciones estériles.

v

Esperar a que gelifiquen a Temperatura ambiente, rotular con nombre y fecha de
preparacion. Refrigerar en bolsa de 2 a §°C.

*NOTA: debes de restar el volumen de sangre al volumen total de agua destilada y el porcentaje de sangre
dependera del laboratorio.

Calculos para saber la cantidad de sangre a agregaren la preparacion de acuerdo a las instrucciones del
marbete del frasco de medio de cultivo:

Ejemplo: Se desea preparar 30 cajas de Agar Sangre con 25 ml cada caja

40g de base agar sangre para 1 litro de agua destilada y se agrega el 5% de sangre.
30cajas x 25ml de agar sangre = 750 ml de agar sangre .

1000ml agua — 40g de base agar sangre

750ml de agua — X

X = 30 g de base agar sangre

750ml de agua X 0.05 de sangre = 37.5 ml de sangre
750ml de agua — 37.5 ml de sangre = 712.5 ml de agua

Por lo tanto para preparar 30cajas de agar Sangre requiero 750ml de este agar. Y para prepararlo
necesito 712.5ml de agua destila y 30 g de base agar sangre; agregando 37.5 ml de sangre desfribinada estéril.
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Método de preparacion de medio de cultivo en caja por método de ebullicion.

1. Tomando en cuenta el nimero y tamafo de cajas requeridas, realizar los calculos de
preparacion de acuerdo a lo indicado en el marbete del frasco del medio de cultivo.

2. En un matraz verter solo la cantidad de agua destilada requerida y colocarle tapon
de algodon y capuchon de papel.

3. Esterilizaren autoclave a 121°C, 15 1b. de presioén, 15minutos. Transcurrido el
tiempo de esterilizacion. Bajar la temperatura del matraz con agua a 45°C en bafio
maria.

4. Pesar los gramos del polvo correspondientes con ayuda de una balanza de precision
o granataria. Hidratar el polvo pesado en el volumen de agua destilada esterilizada
en el paso 1. Esperar 5-10 minutos. Homogenizar el polvo.

5. Clarificar el medio. Colocar en ebullicion durante un minuto, moviendo
constantemente para que se disuelva bien el polvo y evitar que se derrame. Evitar
sobrecalentamiento.

6. Bajar la temperatura del medio a 45°C en bafio maria. Desinfectar el area de trabajo
(mesa) y mantener una area estéril con ayuda de un mechero encendido (o
haciéndolo o en una campana de flujo).

7. Servir el medio en cajas Petri estériles segun el tamafio que se requiere:
Cajas de 100x15mm agregar 25 ml del medio.
Cajas de 60x15mm agregar 15ml del medio.

Homogenizar el medio en toda la caja y dejar que gelifique a temperatura ambiente.

8. Marcar con las siglas del Agar de manera individual las cajas en la parte de la
base. Guardarlas en bolsas, rotular con la fecha de elaboracion y conservar a una
temperatura de 2 a 8 °C.

9. Tomar una caja del medio de cultivo preparado. Meterlo a incubacion a 37°C por
24hrs para control de esterilidad.
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Procedimiento de preparacion de medio de cultivo s6lido por método de ebullicion.
(Agar Sulfito Bismuto)

Agar Sulfito Bismuto

v

En un matraz de 2L agregar 1L de agua destilada. Colocar al
matraz tapon de algodon y capuchon de papel.
Esterilizar en autoclave a 121°C/ 15 1b de presién/ 15 minutos.

!

Enfriar en bafio maria aproximadamente a 45°C.
Pesar 52¢g de agar sulfito bismuto con ayuda de una balanza de
precision o granataria.

Rehidratar en el agua destilada estéril. Dejar reposar de 10
a 15 minutos. En condiciones estériles.

!

Calentar agitando frecuentemente hasta el punto de ebullicion
durante 1 minuto para disolverlo por completo. No prolongar el
calentamiento

!

Homogenizar y vaciar en cajas Petri de 100x15mm 20ml del agar, o
en cajas de 60x15mm vaciar 10ml. En condiciones estériles.

!

Esperar a que gelifiquen a temperatura ambiente, rotular con nombre y

fecha de preparacion. Refrigerar en bolsa de 2 a 8°C. Proteger de la luz.
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Foto 38. Serie fotografica. Preparacion de los medios de cultivo [A) pesado, B) disolucion,
C) clarificacion, D) esterilizacion y E) presentacion para gelificar y/o envasado].
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Foto 39. Serie fotografica de vaciado de medios de cultivo en placa (caja Petri de
100x15mm) [A) preparacion del area estéril y Cajas Petri estériles, B), C), D) y E)
Llenado de los paquetes de cajas Petri, F) Gelificacion del medio de cultivo a temperatura
ambiente.
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Método de preparacion de pruebas bioquimicas en tubo.

1.

Tomando en cuenta el nimero de tubos y el medio de cultivo, realizar los calculos
de preparacion de acuerdo a lo indicado en el marbete del frasco del medio de
cultivo. Pesar los gramos del polvo correspondientes con ayuda de una balanza de
precision o granataria.

Hidratar el polvo en la mitad del volumen de agua destilada necesaria. En un
matraz. Homogenizar el polvo y agregar el resto del agua destilada. Esperar 5-10
minutos.

Medios liquidos: agitar hasta que se disuelva perfectamente el medio.

Medios sélidos y semisélidos: Clarificar el medio. Colocar en ebulliciéon durante un
minuto, moviendo constantemente para que se disuelva bien el polvo y evitar que se
derrame. Evitar sobrecalentamiento.

Colocar en tubos de 13x100mm el volumen requerido segtn el medio:

Tabla 4. Ejemplo de medios servidos en tubo.

Liquidos (2ml) Semisolido Sélido (3.5ml)
(2.5ml)

*Arginina *OF KIA
*Urea de Stuart SIM TSI
Nitratos MIO LIA
Carbohidratos* Citratos de Simmons
Malonatos **Urea de Christensen
MR-VP (3ml) Fenilalanina
Bilis esculina

** Esta bioquimica se esteriliza por filtracion por lo que se recomienda ver en el marbete del frasco
el modo de preparacion.

Colocar el tapon de baquelita y cerrar parcialmente los tubos, colocar en una
gradilla adecuada para el tamafio de tubo o en un bote de aluminio. Seguir las
especificaciones de esterilizacion en autoclave segin sea el caso:

121°C, 15 1b de presion, 15minutos
*121°C, 15 Ib de presion, 10minutos

Transcurrido el tiempo de esterilizacion sacar de la autoclave y tapar los tubos
perfectamente bien.

Medios liquidos y Medios semisdlidos: dejar que se enfrien o gelifiquen a
temperatura ambiente en posicion vertical.

Medios sdlidos: dejar que gelifiquen a temperatura ambiente en una posicion
inclinada generando la formacion de un pico de flauta prolongado, o la formacion
un pico de flauta y fondo amplio.

Una vez gelificados rotular el tubo con las siglas del Agar (o Bioquimica) de
manera individual. Guardarla en botes de aluminio o en gradillas. En un lugar fresco

y protegido de la luz.
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9. Tomar un tubo preparado. Incubar a 37°C por 24hrs. Para control de esterilidad.

Foto 40. Medios solidos servidos en tubo

Foto 41. Medios semisolidos

Foto 42. Medios liquidos
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TEMA 5
TECNICAS DE SEMBRADO

La finalidad que se persigue en el primo aislamiento es la obtencion de colonias
aisladas para su posterior estudio. Un segundo cultivo persigue la finalidad de obtener una
biomasa o cultivo mas abundante. Vamos a exponer con brevedad las técnicas de sembrado
habituales:

1. Siembra de medios de cultivo soélidos.

PASOS A TOMAR EN CUENTA ANTES DE SEMBRAR UNA CAJA DE CULTIVO

1.- Antes de sembrar es necesario revisar que el medio no esté contaminado.

2.- Revisar que el medio de cultivo no esté humedo

3.- Si el medio de cultivo se encuentra en refrigeracion se debe atemperar antes de su
sembrado.

4.- Tomar la placa de la forma mas comoda para su manipulacion durante el sembrado.

Fig. 2. Formas de manipular una placa para su sembrado.
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Técnica de sembrado por dilucion (Técnica Americana)

Esta técnica se para obtener cultivos puros y colonias aisladas de muestras que
contienen flora polimicrobiana; es también util para estudiar la morfologia macroscopica y
propiedades hemoliticas de colonias bacterianas aisladas. A continuacidon se expone con
brevedad la técnica:

Fig. 3. Colocacién de la impronta a partir de una muestra liquida para realizar un sembrado
por dilucion.

Fig. 4. Colocacion de la impronta a partir de un cultivo en placa para realizar un sembrado
por dilucion.
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Fig. 5. Sembrado por dilucion después de colocar la impronta.

tercer cuadro de estrias

Girar en contra delas
manecillas del relgj

2 &
|

segundo cuadrante

*
Flamea y enfria

primer cuadrante

v

SJUBIPEND OLIENd '

*
Flamea y enfria
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Técnica de extension en superficie o sembrado masivo.

Consiste en distribuir la muestra de manera uniforme por la superficie del medio de
cultivo contenido en la placa. Es el método idoneo para el recuento de colonias y para la
realizacion de antibiograma por el método de difusion. La metodologia general a seguir
seria la siguiente:

Fig. 6. Colocacion de la impronta con hisopo a partir de un cultivo en placa para realizar
un sembrado masivo.

Fig. 7. Colocacion de la impronta con hisopo estéril a partir de una muestra liquida para
realizar un masivo.

A partir de una muestra liquida primer cuadrante

cultivo bacteriano
de 24Hrs.

hisopo esteril

=

SJUBIPEND OPUILas

cuarto cuadrante

impronta inicial
tercer cuadrante

Si se utiliza un hisopo o un asa calibrada de pléstico no se esteriliza en la flama del
mechero y se utilizaran para hacer el sembrado en los cuatro cuadrantes.
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Fig. 8. Sembrado masivo después de colocar la impronta.
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Fig. 9. Colocacion de la impronta con asa calibrada a partir de una muestra liquida y

forma de realizar el sembrado masivo.

A partir de una muestra liquida 1)

cultivo bacteriano
de 24Hrs.

asa normal o
calibrada

= =>

cuarto cuadrante

Flamea y enfr 2

*Enfriar el asa de siembra tocando la superficie del medio en placa lejos de una
zona de estrias con crecimiento bacteriano.

primer cuadrante

tercer cuadrante
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Foto 43. Serie fotografica colocacion de la impronta de bacteria para realizar estriado
del medio de cultivo en placa. A. Esterilizacion del asa bacteriologica. B. Enfriamiento
del asa para toma de inoculo. C. Toma de inoculo. D. Colocacion de la impronta. E.
Esterilizacion del asa bacteriologica. F. Comienzo del estriado después de enfriar el asa.
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Fig. 10. Forma de manipular un cultivo en tubo.
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Foto 44.

Serie fotografica de la manipulacion de un medio de
cultivo en tubo para inoculacion de otro medio de cultivo
en tubo. Foto relaciona con la figura 10.

Los pasos H se realizan igual que la figura antes
mencionada unicamente el paso H d2 en vez de tomar
muestra se realiza el estriado, la picadura o simplemente
una agitacion segin sea la técnica de sembrado a
emplear.
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Foto 45. Rotulacion de los medios de cultivo en placa o en tubo. En placa
debe de ser en la base y en el tubo debe de ser en la boca del tubo.

Inoculacion de un medio de cultivo liquido.

Con asa de siembra: se toma directamente con el asa estéril normal una colonia
bacteriana. Se introduce el asa en el tubo y se dispersara el inoculo bacteriano agitando el
asa o golpeando suavemente las paredes del tubo. (Esto se realizara cerca del mechero).
Para inocular de un medio liquido a otro medio liquido podemos usar asas calibradas o
normales.

Con pipeta: tomar un volumen adecuado o deseado de una suspension bacteriana o una
muestra liquida. Depositarlo en el medio liquido, tapar el tubo y agitar suavemente. Las
pipetas pueden ser Pasteur o graduadas.

Inoculacion de medios de cultivo sélido, semisolido y liquido en tubo.

La inoculacién en medios de cultivos en tubo se practica para la transferencia de
cultivos puros y estudio bioquimico. El medio puede ser dispuesto en medio soélido,
semisolido, liquido, en forma vertical o con ligera inclinacion (pico de flauta).

Tubo de agar sélido (pico de flauta): se inocula en su superficie ya sea con pipeta, asa
en circulo o recta segin como se pida. Algunas pruebas bioquimicas secundarias requieren
que el tubo se inocule con picadura y estriado; por lo que se utiliza el asa recta
introduciéndola hasta el fondo (asi como entra sale por el mismo lugar) y al sacar el asa al
final se realiza el estriado en el pico de flauta sin tomar nuevamente muestra.

Tubos de agar semisodlido: cuando se estudia la motilidad delas bacterias, se emplea
necesariamente el asa de siembra recta, introduciéndola hasta el fondo con un movimiento
recto vertical (picadura).

48



Tubos con medio liquido: si se inocula con asa, se introduce la misma hasta
aproximadamente % de la profundidad del medio y se rota para depositar la muestra;

también se puede inclinar ligeramente el tubo y frotar el asa suavemente contra la pared y el
medio, por debajo del menisco. Si se inocula con pipeta o jeringa, basta dejar caer una

cantidad adecuada de la muestra y homogeneizar.

Fig. 11. Formas de inoculacion de medios de cultivo sélido en tubo.

Fig. 12. Formas de inoculacion de medios de cultivo semisoélido y
liquido en tubo.
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Foto 47. Inoculacion por picadura. Foto 48. Inoculacion por estria en agar
inclinado.

Existen otras técnicas de estriacion, con ligeras modificaciones, que persiguen fines
concretos: estriacion de varias placas en cadena para muestras con flora mixta dificil de
separar (aislamiento por agotamiento), descarga central con estriaciones laterales para
muestras con escaso contenido microbiano, estriacion libre, vaciado en placa y por
diluciones en tubo para recuento de unidades formadoras de colonias.

Después del sembrado o la inoculacion, los medio deben de incubarse a temperatura
Optima lo mas pronto posible, para la mayoria de los patdgenos humanos esta proxima a la
corporal (37°C). Solo en ocasiones se incuban a temperaturas mas elevadas con el fin de
seleccionar alglin patdogeno (42°C) o a temperaturas mas bajas para lograr el aislamiento de
los que no toleran la temperatura corporal (25°C). Asi como una atmosfera con oxigeno o
didxido de carbono segun sea el requerimiento del microorganismo

Los cultivos se examinan habitualmente después de 18-24 horas de incubacion,
algunas bacterias necesitan una incubacion adicional para desarrollarse bien y han de
mantenerse hasta 48 6 72 horas.

El estudio macroscopico de colonias bacterianas (morfologia colonial) debe ser
observado con el microscopio estereoscopico, dado el tamafio pequefio de estos
microorganismos. El més usado en el laboratorio de microbiologia bésico es el microscopio
estereoscopico. El disefio de este instrumento es también llamado lupa binocular, pues se
utiliza para ofrecer una imagen estereoscopica (3D) de la muestra.
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Cada colonia procede

generalmente (UFC) y es el resultado de la
agrupacion masiva de

colonias

aspecto,
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presentan  unas
variadas en cuanto a su tamafio, morfologia,
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textura 'y

identificacion taxondmica.
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bacteria

Las
muy
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Fig. 13. Partes que componen al
microscopio estereoscopico.
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Fig. 14. Estudio macroscopico de las colonias bacterianas.
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Foto 48.

Escherichia coli
Lactosa (+).
Colonias grandes, rosa
intenso con halo de

AGAR DE MAC CONKEY

Foto 49.

Salmonella typhimurium
Lactosa (-).
Colonias medianas,
incoloras
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Foto 50.

Escherichia coli
Lactosa (+).
Crecimiento inhibido o
colonias amarillas a

verdes.

AGAR VERDE BRILLANTE

Foto 51.

Salmonella typhimurium
Lactosa (-).
Crecimiento bueno,
colonias rosa a rojas,
transltiicidas con halo

rojo brillante.
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Foto 52.

Salmonella typhimurium
Lactosa (-).
Colonias medianas,
incoloras transparentes
con centro negro.

AGAR SALMONELLA Y SHIGELLA

Foto 53.

Escherichia coli
Lactosa (+).
Marcada inhibicion o
colonias rosa intenso
con halo de
precipitacion.
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Foto 54.

Escherichia coli
Lactosa (+).
Colonias azules a
moradas, con brillo
metalico azul verdoso.

AGAR EOSINA Y AZUL DE METILENO

Foto 55.

Salmonella typhimurium
Lactosa (-).
Colonias incoloras,
transparentes.
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Foto 56.

Staphylococcus aureus
Manitol (+)
Colonias con pigmento
amarillo caracteristico
y halo de color
amarillo.

AGAR DE SAL Y MANITOL

Foto 57.

Staphylococcus
epidermidis
Manitol (-)

Colonias blancas, con
halo rosa-rojo.
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Foto 58.

Pseudomonas aeruginosa.
Crecimiento con pigmento
verde alrededor de las
colonias

AGAR CETRIMIDA

Foto 59.

Pseudomonas aeruginosa
Fluorescencia bajo luz
UV (254 nm)
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Foto 60.
Crecimiento masivo de
Escherichia coli en Agar
de Nutritivo.

Foto 61.

Tipos de hemolisis en
Agar Sangre:
Beta o Completa. Alfa o
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TEMA 6

TINCIONES

En general todas las bacterias vivas son practicamente incoloras o
imperceptibles, pero si se tifien se produce un gran contraste con respecto al medio que las
rodea. Ademads, algunos de estos colorantes pueden también tefiir estructuras internas o
externas de la bacteria, lo que nos sirve para observar su morfologia, flagelos, esporas, o
conocer caracteristicas tintoriales orientdndonos hacia un grupo taxondémico u otro en la
clasificacion bacteriana.

Las técnicas de coloracion, como primer paso, constituyen una practica diaria en
el laboratorio de microbiologia, por lo que se debera considerar que son muchos los
factores que pueden alterar los resultados obtenidos en toda técnica de tincion.

Para tefiir los microorganismos se disponen de un gran nimero de compuestos
organicos e inorganicos con cardcter de proporcionar color: los colorantes, dichos
compuestos son mas o menos complejos en cuanto a su estructura molecular y, de acuerdo
con esto, se clasifican en diversos grupos:

e Colorantes segln su origen: naturales y artificiales.
e Colorantes segiin su comportamiento quimico: acidos, basicos y neutros.

Existen también diferentes tipos de tinciones bacterianas como son:

1. Tinciones simples: las cuales necesitan una fijacion previa, solo se une un solo
colorante, y permite la visualizacion de la morfologia bacteriana.

2. Tincidn negativa: es un tipo de tincion simple pero con ciertas diferencias, ya que
nos permite observar caracteristicas estructurales de las bacterias ademés de su
morfologia. No necesita fijacion previa. Se utiliza un solo colorante. Nos permite
visualizar sobre un fondo oscuro la forma de la bacteria ademés de alguna otra
caracteristica estructural, como es la presencia de capsula.

3. Tinciones diferenciales. Estas tinciones requieren de una fijacion previa
generalmente por calor. Se utilizan dos colorantes, siendo el ultimo el colorante de
contraste. Nos permite visualizar su morfologia y otras caracteristicas, como pueden
ser el diferenciar la pared bacteriana, su resistencia a la decoloracion 4cida, etc.
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Asi pues, los principales factores que pueden afectar a una tincion son:
e Pureza, concentracion y pH del colorante.

Conservacion y su elaboracion del colorante.

Técnica empleada.

Temperatura.

Cantidad de muestra.

Realizacion correcta del frotis.

Soluciones mordientes.

Tiempos de tincion.

e Viabilidad del cultivo.

Fig. 15. Preparacion de un frotis bacteriano a partir de una muestra de un medio sélido.

NOTA: con la practica podras realizar hasta 5 frotis en un solo portaobjetos.
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Fig. 16. Preparacion de un frotis bacteriano a partir de una muestra liquida.
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Foto 62. Serie fotografica donde se observa los diferentes pasos de una tincion: A. rotulo

del portaobjetos, B. elaboracion de un frotis, C. fijacion, D. tincion y E. montaje en el
microscopio optico.
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M¢étodo para realizar la tincion de Gram

1. Realizar un frotis a partir de una colonia bacteriana obtenida de un cultivo de 18 a
24 horas, la cual este aislada y pura (ver figura 15).

2. Fijar la preparacion pasandola rapidamente sobre la flama de 1 mechero.

3. Agregar 2 gotas de cristal violeta cubriendo toda la zona de muestra, dejar en reposo
durante 1 minuto.

4. Lavar levemente al chorro de agua, escurrir.

5. Agregar2 gotas de lugol cubriendo toda la zona de muestra, dejar en reposo durante
1 minuto.

6. Transcurrido el tiempo decantar el lugol.

7. Decolorar con 2gotas de alcohol — acetona (3 segundos) y lavar inmediatamente al
chorro de agua.

8. Agregar 2 gotas de safranina cubriendo toda la zona de muestra, dejar en reposo
durante 1 minuto.

9. Lavar levemente al chorro de agua, escurrir y dejar secar al aire.

10. Observar al microscopio. Enfocar en objetivo de 10x, pasar a 40x y observar en el
objetivo de 100x adicionéndole 1 gota de aceite de inmersion (Ver Anexo 7).

Fig. 17. Pasos de la tincion de Gram.
Interpretacion:

» C¢élulas bacterianas de color rojo-rosado Gram (-)
» C¢lulas bacterianas color violeta-azul Gram (+)

Fundamento de la tincion de Gram consultar el tema 7 de esta guia.
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Foto 63. Cocobacilos
Gram (-) en pares y sin
agrupacion (Tincion de

Gram 100x).

Foto 64. Bacilos largos
Gram (+) sin agrupacion;
con esporas deformantes

terminales. (Tincion de

Gram 100x).
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Técnica para realizar la tincion de bacilos acido-alcohol resistentes (BAAR). Método de
Ziehl-Neelsen.

1. Realizar un frotis de una colonia bacteriana obtenida de un cultivo de 72 a 120
horas por su lento crecimiento, la cual este aislada y pura.(ver figura 15)

2. Color un fragmento de papel filtro encima de los frotis cubriendo el extendido.

3. Disponer dos varillas de vidrio en forma paralela a una distancia aproximadamente
5 centimetros entre una y otra sobre un soporte dentro de la tarja/pileta de
decoloracion.

4. Colocar sobre el soporte los frotis fijados manteniendo el orden y una separacion de
al menos 1 cm entre ellas.

5. Cubrir totalmente la superficie del extendido con fucsina.

6. Con la llama de una antorcha calentar suavemente por debajo de los extendidos,
hasta observar el desprendimiento de vapores blancos manteniéndolos durante 5
minutos. No calentar con mechero, no dejar secar el preparado agregar mas fucsina
y no dejar que hierva el colorante.

7. Con una pinza, levantar cuidadosamente el fragmento del papel filtro del
portaobjetos y desecharlo en un frasco con fenol 5%.

8. Tomar con las pinzas el portaobjetos y enjuagar con abundante agua a baja
presion®, girar para lavar la parte de abajo. Inclinar la laminilla para eliminar el
exceso de agua.

9. Decolorar con solucion alcohol-4cido (ver Anexo 5) cubriendo en su totalidad el
extendido, dejando actuar aproximadamente 30 segundos.

10. Enjuagar con abundante agua a baja presion®. Inclinar la laminilla para eliminar el
exceso de agua.

11. Cubrir totalmente la superficie del extendido con azul de metileno. Dejando actuar
durante un minuto.

12. Enjuagar con abundante agua a baja presion. Inclinar el frotis sobre un papel
absorbente para eliminar el exceso de agua y dejar secar a temperatura ambiente.

13. Observar al microscopio. Enfocar en objetivo de 10x, pasar a 40x y observar en el

objetivo de 100x adicionéndole 1 gota de aceite de inmersion (Ver Anexo 7).

*NOTA: Recolectar los desechos de enjuagado en un frasco con Benzal o fenol 5% para su
posterior inactivacion.
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Fig. 18. Pasos de la Técnica para realizar la tincion de BAAR.

Interpretacion:

> Bacilos tefiidos de color azul sobre un fondo del mismo color: Bacilos Acido-
Alcohol Resistentes (-).

> Bacilos tefiidos de color rojo sobre un fondo verde: Bacilos Acido-Alcohol
Resistentes (+).

Los bacilos alcohol-acido resistente se denomina asi porque su pared celular contienen
acidos grasos (acidos micdlicos) de cadena larga (50 a 90 atomos de carbono) que les
confieren la propiedad de resistir la decoloracién con alcohol-acido, después de la tincion
con colorantes basicos. Se requiere calor o un decolorante para permitir que el colorante
primario penetre.
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Foto 65. Bacilos tefiidos de
color rojo sobre un fondo
azul: Bacilo acido-alcohol

resistentes. (Tincion de
Ziehl-Neelsen.100x).

Técnica para la tincion de esporas (Método de Schaeffer-Fulton)

1.

2.

Realizar un frotis a partir de un cultivo de Cooked Meat (ver Anexo 4) previamente
preparado.

Sumergir los frotis en verde de malaquita (ver Anexo 5) colocado en un contendor
para su calentamiento.

Calentar hasta observar el desprendimiento de vapores blancos. Manteniéndolos
durante 5 minutos. No calentar con mechero, no dejar secar el preparado agregar
mas verde de malaquita, y no dejar que hierva el colorante.

Con una pinza retirar el frotis del bano de verde de malaquita. Enjuagar con
abundante agua a baja presion, y girar para lavar la parte de abajo. Inclinar la
laminilla para eliminar el exceso de agua.

Cubrir totalmente la superficie del extendido con safranina. Dejando actuar durante
un minuto.

Enjuagar con abundante agua a baja presion. Inclinar el frotis sobre un papel
absorbente para eliminar el exceso de agua y dejar secar a temperatura ambiente.
Observar al microscopio. Enfocar en objetivo de 10x, pasar a 40x y observar en el
objetivo de 100x adicionéndole 1 gota de aceite de inmersion (Ver Anexo 7).
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Fig. 19. Pasos de la Técnica para la tincion de esporas.

Interpretacion:

o Las esporas se observan de color verde de forma redonda u ovalada, mientras que el

fondo se observa de color rojo.

o Es importante también describir si la célula bacteriana sufre o no una deformacién a

causa de esporulacion. Tomando en cuenta estos aspectos se tienen la siguiente
forma de describirlas:
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e ————————
NO Deformantes ENDOESPORAS Deformantes

. Redonda terminal

. ‘ Redonda subterminal
. ‘ Redonda cental .

. Ovalada Terminal

. ‘ Ovalada Subterminal
. ‘ Ovalada cental

Exoespora

Fig. 20. Forma de describir la forma y posicion de la espora, asi como el efecto que
casusa esporulacion en la célula bacteriana.
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Foto 66. Tincion de
Esporas A.

Dentro de las zonas
circulares se observan
bacilos con esporas
terminales y
subterminales ovaladas
redondas deformantes.

y

Foto 67. Tincion de
Esporas B.

Dentro de las zonas
circulares se observan
bacilos con esporas
terminales redondas
deformantes.
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Técnica para la tincidon de cépsula (tincion negativa)

1. Seleccionar un portaobjetos limpio y libre de grasa.
. Anadir una gota de tinta china (negra 6 azul) en el centro del portaobjetos.

3. Si esta un medio liquido: tomar una gota del crecimiento, depositandola a un
costado de la gota de tinta china. Mezclar ambas gotas y extender.
Si es un medio de cultivo solido: con el asa estéril tomar una pequefia muestra de
una colonia. Mezclar en la tinta china y extender.

4. Colocar un cubre objetos en la zona central del portaobjetos.

Retirar el exceso de colorante con papel filtro con cuidado de no frotar. Tirar el

papel en un contenedor para residuos contaminados.

6. Observar al microscopio en objetivo de 40x.

9]

Fig. 21. Pasos de la Técnica para la tincion de capsula.

Interpretacion:

Presencia de Cépsula: La cépsula se muestra como un halo alrededor de la célula bacteriana
la cual a adoptado una coloracion grisacea que destaca del fondo negro intenso de la
preparacion.

Ausencia de Capsula: La célula bacteriana adopta una coloracion grisdcea mds intensa la
cual destaca del fondo negro intenso de la preparacion. No se observa un halo alrededor de

esta.
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Foto 68. Capsula de
Cryptococcus
neoformans
(Tinci6n negativa).
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TEMA 7

PRUEBAS BIOQUIMICAS PRIMARIAS

La identificacion de un aislamiento bacteriano requiere el analisis de la informacion
obtenida por las pruebas de laboratorio. Que describen los perfiles caracteristicos de las
bacterias. Las pruebas y el orden en el que se utilizan para la identificacion del
microorganismo a menudo se denominan esquemas de identificacion. Los esquemas de
identificacion pueden clasificarse en dos categorias: los que se basan en las caracteristicas
genotipicas (genoma bacteriano) de las bacterias y los basados en caracteristicas fenotipicas
(caracteristicas fisicas o metabolicas).

El enfoque fenotipico es el punto de vista clasico para la identificacion bacteriana y
la mayoria de las estrategias de identificacion aun se basan en el fenotipo bacteriano. Y las
principales caracteristicas fenotipicas utilizadas en el diagnostico son las pruebas que
establecen la morfologia colonial y las pruebas usadas para evaluar la actividad bioquimica
o metabdlica de bacterias (por medio de la cual puede hacerse una identificacion del género
o especie). La cuales se lleva acabo mediante reacciones quimicas o mediante el subcultivo
del aislamiento primario en una serie de medios diferenciales, cuyos resultados pueden
interpretarse después de uno o dos dias de incubacion.

Existen dos series de pruebas bioquimicas que nos ayudan a identificar a las
bacterias: las primarias y las secundarias. La serie de pruebas bioquimicas primarias
permiten determinar el género al que pertenece la bacteria aislada; esto no aplica para las
Enterobacterias ya que solo nos confirman que pertenece a la Familia Enterobacteriaceae.
La serie de pruebas bioquimicas secundaria permiten determinar la especie a la que
pertenece la bacteria aislada. (Bailon Lira, Cruz Gonzélez Meléndez y Cervantes Sandoval,
2003).

Las Pruebas Bioquimicas Primarias son:

Tincién de Gram.

Catalasa.

Oxidasa.

Motilidad.

OF (Oxidacion - Fermentacion).
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TINCION DE GRAM

Esta tincion se denominada asi por el bacteridlogo danés Hans Christian Gram,
quien la desarroll6 en 1884. Sobre la base de su reaccion a la tincion de Gram, las bacterias
pueden dividirse en dos grupos, gram-positivas y gram-negativas.

Las bacterias gram-positivas y gram-negativas tifien de forma distinta debido a las
diferencias constitutivas en la estructura de sus paredes celulares. Generalmente, 80%-90%
de la pared de la célula gram-positiva es peptidoglicano. La pared de la célula gram-
negativa, por otro lado, contiene una capa mucho mas delgada, unicamente de
peptidoglicano y esta rodeada por una membrana exterior compuesta de acidos lipoteicoico;
solo 10% - 20% de la pared de la célula gram-negativa es peptidoglicano.

Fig. 22. Esquema de la pared celular de bacterias Gram (+) y Gram (-)
(TORTORA, Gerard J., 2007.)
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Fundamento:

La célula bacteriana se tifie con el colorante primario que es el cristal violeta; en
este paso todas las células bacterianas ya sean gram-positivas y gram-negativas se tifien de
morado o violeta. Se realizan lavados con agua para eliminar los restos de colorante no
fijado. Después afiadimos un mordiente que es el lugol (formado por I, [yodo] en equilibrio
con KI [yoduro de potasio]) el cual permite que el colorante se fije con mayor intensidad a
la pared de la célula bacteriana, el cual esta presente para solubilizar el iodo. El I, entra en
las células y forma un complejo insoluble en solucidon acuosa con el cristal violeta.
Decantamos el exceso de lugol.

Posteriormente se agrega la mezcla de alcohol-acetona la cual sirve para la
decoloracion, ya que en la misma es soluble el complejo I /cristal violeta. Los organismos
gram-positivos no se decoloran por tener mas peptidoglicano evitando asi la salida del
complejo I/cristal violeta, mientras que los gram-negativos si lo hacen por contener menos
péptidoglicano dejando salir el complejos Ip/cristal violeta. La funcion del alcohol-acetona
es eliminar el colorante de las bacterias por lo que el tiempo de contacto con la célula
tefiida debe de ser minimo y lavarse el exceso.

Para poner de manifiesto las células gram-negativas se utiliza un colorante de
contraste. Habitualmente es un colorante de color rojo, como la safranina. Después de la
coloracion de contraste las células gram negativas son rojas, mientras que las gram
positivas permanecen moradas (Guedea Ferndndez, 2012).

Técnica:

Fig. 17. Pasos de la tincion de Gram.
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Interpretacion:

Una vez realizada la Tincion de Gram nos permite describir 3 caracteristicas microscépicas:
1) Si se trata de una bacteria gram-positiva o gram-negativa.
2) Identificar la forma de la célula bacteriana.

3) Agrupacion de las células bacterianas.

e Gram:
Gram (+): célula bacteriana tefiida de color morado.

Gram (-): célula bacteriana tefiida de color rojo.

e Forma y agrupacion

Fig. 23. Forma y agrupacion bacteriana.




Foto 69.
Bacilos Gram (-)sin

agrupacion.

Foto 70. Cocos Gram (+)
en racimos.

Foto 71. Bacilos Gram (-)
curvos (forma de coma).
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Prueba de Catalasa

La enzima catalasa quimicamente son hemoproteinas de estructura similar a la
hemoglobina, excepto que los cuatro atomos de hierro de la molécula se encuentran en
estado oxidado (Fe’") en lugar de reducido (Fe*"). Esta presente en la mayoria de las
bacterias aerobias y fermentadoras facultativas (aerotolerantes) que contiene citocromo.

El perdxido de hidrogeno (H,O;) es un producto final oxidativo de la degradacion
aerobia de los azucares. La catalasa elimina en forma catalitica los intermediarios de la
reduccion del oxigeno. El H,O,, si se acumula, es toxico para la bacteria y produce su
muerte. Por lo que la enzima catalasa es esencial en la defensa bioldgica contra la toxicidad
del oxigeno (Mac Faddin, 2003).

Fundamento:

Si la bacteria produce la enzima catalasa al ponerla en contacto con el perdxido de
hidrogeno (H,0,), este se descompone por la accion de la enzima en agua y oxigeno.

catalasa

2H202 —— 2H20 + 02 T
Técnica:

1. En placa:

a) En un portaobjetos limpio y desengrasado se coloca una gota de H,O, al 30%.

b) Con ayuda de un asa estéril de plastico o un palillo de madera estéril, tomar un inoculo
pequefio de la colonia bacteriana de un cultivo de 24 hrs.

¢) Mezclar el inoculo en la gota de H,O, y observar la reaccion (burbujeo).

2. En tubo:

a) Con ayuda de un palillo de madera estéril, tomar un inoculo pesado de la colonia
bacteriana de un cultivo de 24 hrs.

b) Tocar con el palillo las paredes de un tubo limpio, dejando el inoculo de bacteria sobre
ella.

¢) Agregar un mililitro de H,O, al 30% y tapar ya sea con algodon o con su tapon de
rosca.

d) Proceder a que el inoculo bacteriano tenga contacto con el H,O,. Observar la reaccion.

Nota: Esta técnica en tubo se realiza solo a bacterias que produce aerosoles.
Interpretacion:

Catalasa (+): aparicion de burbujas al contacto.
Catalasa (-): ausencia de burbujas al contacto. Prueba de catalasa
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Foto 72.

Técnica en placa para la
prueba de catalasa.
A) Aparicion de
burbujas.
Catalasa (+)
B) Ausencia de
burbujas.
Catalasa (-)

Foto 73.

Técnica en tubo para la
prueba de catalasa.

A) Ausencia de burbujas.

Catalasa (-)
B) Aparicion de
burbujas.
Catalasa (+)
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Prueba de oxidasa

Esta prueba se basa en la produccion de una enzima oxidasa intercelular. Esta
reaccion de oxidasa se debe a un sistema de citocromo oxidasa que activa la oxidacion del
citocromo reducido por el oxigeno molecular, el que a su vez actia como un aceptor de
electrones en la fase terminal del sistema de transferencia de electrones. El oxigeno es el
aceptor final de hidrogeno y produce agua o perdxido de hidrogeno a partir del hidrogeno.
Las oxidasas catalizan la eliminacion del hidrogeno de un sustrato pero solo utilizan
oxigeno como aceptor de hidrégeno. El sistema citocromo, por lo comun presente solo en
los microorganismos aerobios, permite a estos utilizar el oxigenos como aceptor final de
hidrégeno para reducir el oxigeno molecular a peroxido de hidrogeno, este ultimo eslabon
en la cadena de la respiracion aerobia. (Mac Faddin, 2003).

Los citocromos son proteinas (hemoproteinas) de color oscuro que desempefian una
funcién vital en el transporte de energia quimica en todas las células vivas. Durante la
respiracion, las moléculas de citocromo aceptan y liberan alternativamente electrones, que
pasan a otro citocromo en una cadena de reacciones quimicas llamada transferencia de
electrones, que funciona con liberacion de energia.

Fundamento:

Si la bacteria produce la enzima oxidasa o citocromo oxidasa, estd oxida el
citocromo (citocromo c), el cual a su vez reacciona con el reactivo N,N,N,N- tetrametil-p-
fenilendiamina, que es una amina aromadtica oxidandola y dando como resultado una
quinona colorida.

Técnica:

1. En un portaobjetos limpio colocar con ayuda de unas pinzas estériles un disco
impregnado del reactivo o una tira disco o comercial para oxidasa (TAXO N BBL).

2. Con ayuda de un palillo de madera estéril, tocar la colonia bacteriana de un cultivo
de 24hrs. De modo que este tome un pequeiio inoculo con ella. Si la colonia esta en
un medio de cultivo con sangre evitar rasgar y llevarse parte del agar para no
interferir con la reaccion, ya que los eritrocitos tienen citocromos. Asi como medios
de cultivo que en su formula contenga colorantes.

3. Poner en contacto el inoculo bacteriano y el disco impregnado con el reactivo.
Hacer la lectura antes de los 20s después del contacto.
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Interpretacion:
Oxidasa (+): zona de contacto coloreada de azul o morado.

Oxidasa (-): zona de contacto no coloreada o amarillenta.

Foto 74.
Técnica en sensidisco para la prueba de oxidasa.
A) Oxidasa (+)  B) Oxidasa (-)

Foto 75. Presentaciones del reactivo de lectura para la prueba de oxidasa.
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Prueba de motilidad

Las bacterias son moviles debido a los flagelos. Los flagelos aparecen en los
bacilos. Estas bacterias moviles pueden contener un Unico flagelo o varios flagelos y su
ubicacion varia segun las especies bacterianas y las condiciones de cultivo. En ocasiones,
las bacterias motiles producen variantes inmoéviles que parecen estables y en raras
oportunidades o condiciones como la temperatura revierten a las formas moviles. Los
microorganismos inmoviles carecen de flagelos (esto principalmente para las bacterias en
forma de cocos).

La movilidad, es decir, el movimiento de traslacion de un punto a otro en forma
rapida y de zigzag permite alas bacterias responder a estimulos: quimicos, cuando las
bacterias son atraidas a determinados compuestos como la glucosa, la galactosa o por el
contrario son repelidas de algunos compuestos como los antibioticos, luminosos en las
bacterias fotosintéticas.

La movilidad debe distinguirse del movimiento pasivo de las bacterias en una sola
direccion como consecuencia de las corrientes en la preparacion, o del movimiento
Browniano que es la constante vibracion de las bacterias en un punto fijo comportamiento
que se presenta por estar suspendidas en medio liquido y por su pequefio tamafo (Pifia
Lopez, 2011).

Fig. 24. Las diferentes disposiciones
de los flagelos bacterianos:
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Técnica:
Gota suspendida

1. En un cubreobjetos colocar 4 bolitas de plastilina distribuidas de forma que queden
en cada esquina.

2. Colocar una gota de agua o SSF estéril.

3. Con el asa tomar un inoculo de bacteria y colocarla sobre la gota de agua o SSF
estéril. Homogenizar pero no extender la gota; de modo que la gota quede en
pendiente o suspendida.

4. Observar al microscopio a 40x. tener cuidado al enfocar para no romper el
cubreobjetos. Es incorrecto realizarlo a 100x pero si hay problemas para la
observacion se puede realizar.

Interpretacion

Motilidad (+): desplazamiento de la célula bacteriana en zigzag hacia una sola direccion.
Motilidad (-): no hay desplazamiento o se observa movimiento browniano.

Si la prueba se llevo acabo en ciertas condiciones de temperatura reportar: motilidad
a 37°C 0 25°C segun sea la temperatura.

Foto 76. Preparacion de la técnica de Foto 77. Motilidad positiva (100x)
motilidad por gota suspendida. Ver video en disco.
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Prueba de Oxidacion-Fermentacion

Esta prueba tiene como principio determinar el proceso metabdlico oxidativo o
fermentativo, por el cual una bacteria utiliza un hidrato de carbono. Algunas bacterias
pueden metabolizar un hidrato de carbono solo en condiciones aerobia (en presencia de
oxigeno atmosférico) o anaerobias (en ausencia de oxigeno atmosférico) mientras que otras
lo realizan de ambos modos. Las bacterias que pueden crecer, realizan su metabolismo y
reproducen en condiciones aerobias y anaerobias se denominan Fermentadoras Facultativas
(OF).

La principal diferencia entre el metabolismo fermentativo y el metabolismo
oxidativo de un hidrato de carbono es el requerimiento de oxigeno atmosférico y la
fosforilacion inicial. La fermentacion es un proceso anaerobio que requiere la fosforilacion
inicial de la glucosa antes de la degradacion a una mezcla de acidos relativamente fuertes;
mientras que la oxidacion es un proceso aerobio estricto que involucra la oxidacion
directamente de una molécula no fosforada de glucosa dando una mezcla de acidos mas
débiles que los de la fermentacion.

En esta prueba también se puede determinar motilidad y produccion de gas (CO; e
H,), ya que el estado semisolido del medio de cultivo de esta prueba permite el
desplazamiento de la bacteria y por su metabolismo podemos diferenciar se puede observar
la aparicion de burbujas de los gases antes mencionados.

Ingredientes del medio:

Formula en gramos por litro de agua destilada

Agar 2.0
Azul de bromotimol 0.08
Cloruro de sodio 5.0
Fosfato dipotasico 0.3
Triptosa 2.0
Glucosa 10
pH 6.8+0.2

Técnica:

1. Se inocula un par de tubos con medio basal OF de Hugh y Leifson por cada
microorganismo a probar.

2. Se marca un tubo como “abierto” y el otro como “cerrado”.

3. Tomar un inoculo liviano de un cultivo de 18 a 24hrs. puro, con el asa recta.

4. Sembrar ambos tubos por picadura hasta el fondo de este.

5. Al tubo marcado como “cerrado” agregar 1-2ml de aceite mineral estéril para
excluir el oxigeno.

6. Incubar a 37°C durante 18 - 24hrs.

7. Terminadas las 24hrs realizar la lectura e interpretacion.
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Interpretacion:

De acuerdo al cambio de color del indicador de pH Azul de bromotimol.

Proceso metabdlico Tubo abierto Tubo cerrado
Oxidativo (O) Color amarillo Color verde
Fermentativo (F) Color verde Color amarillo
Fermentador facultativo (Fg, Foru OF) Color amarillo Color amarillo
No fermentador Color verde Color verde

Con gas (G): si hay una separacion del medio del fondo o el medio se ve roto.

En este medio también se puede determinar la motilidad, si la turbidez del crecimiento se
observa tnicamente en la linea de inoculacion, se trata de una cepa inmovil y si estd

presente en todo el medio es una cepa movil.

Foto. 78. Prueba de Oxidacion - Fermentacion
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TEMA 8

PRUEBAS BIOQUIMICAS
SECUNDARIAS

Los microorganismos tienen la capacidad de crecer utilizando varias fuentes de

energia, algunos lo hacen utilizando la luz y otros sustratos organicos u inorganicos como
carbohidratos, aminoacidos, lipidos e incluso hidrocarburos; en otras palabras requieren de
una fuente de carbono, hidrogeno, oxigeno, nitrogeno y algunos oligoelementos que
funcionan como coenzimas.

Sin embargo, solo algunos de esos sustratos pueden difundir a través de la
membrana celular con facilidad e ingresar a alguna de las vias catabolicas ya conocidas,
muchas bacterias liberan al medio enzimas necesarias para la hidrolisis de polisacaridos,
proteinas, acidos nucleicos y lipidos; convirtiendo estos polimeros en pequefias moléculas.

Ademas de la difusion facilitada; otros sustratos requieren la translocacion de grupo
para su ingreso a la célula bacteriana una vez realizado este importante paso la obtencion de
energia dependera basicamente de enzimas especializadas.

Desde el punto de vista de la bioquimica, los procesos metabolicos dependen de la
oxidacion de un compuesto orginico (en el caso de los microorganismos
quimiorganotrofos) obteniéndose asi compuestos altamente reducidos, dichos compuestos
son usados en las lanzadoras de protones durante la respiracion aerobia de los
microorganismos. De esta manera es posible obtener una gran cantidad de ATP y agua o
peroxido de hidrogeno; el cual puede regenerase a agua y oxigeno mediante catalasas
presentes.

Cuando los microorganismos se desarrollan en condiciones anaerobias donde no
hay oxigeno disponible no hay sintesis de ATP; la unica forma de regenerar el ATP y
transferir los potenciales reductores producidos durante las fases primarias del metabolismo
(glucolisis y ciclo de Krebs) es en dos procesos: Reparacion anaerobia y Fermentacion. En
caso de la respiracion anaerobia se utilizan compuestos inorganicos como aceptores de
electrones y en la fermentaciéon los mismos componentes orgédnicos funcionan como
donadores y aceptores de electrones.
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L8

Foto. 79. Pruebas Bioauimicas Secundarias.




Prueba de Citratos de Simmons
Fundamento:

La energia puede ser proporcionada a algunas bacterias en ausencia de fermentacion
o produccion de acido lactico por la utilizacion del citrato como Unica fuente de carbono. El
metabolismo del citrato involucra una condensacion de acetilo con coenzima A y
oxalacetato para ingresar en el ciclo de Krebs. El metabolismo del citrato puede ser por la
via del &cido tricarboxilico o por la fermentacion del citrato. Estas bacterias pueden contar
con un mecanismo de transporte o permeasa que permiten que el citrato penetre al interior
de la célula. El desdoblamiento del citrato involucra un sistema enzimatico sin la
participacion de la coenzima A, la citratasa (citrato oxalacetatoliasa) o la citrato desmolasa.
La citratasa requiere un cation divalente para su actividad, magnesio o manganeso. El
oxalacetato y el acetato son intermediarios en el metabolismo del citrato.

El medio para la fermentacion del citrato también contiene sales de amonio. Un
microorganismo que puede utilizar el citrato como su Unica fuente de carbono también
utiliza las sales de amonio como su unica fuente de nitrogeno. Las sales de amonio son
degradadas a amoniaco (NHj3), lo cual aumenta la alcalinidad del medio y a la conversion
de NH;*" a hidroxido de amonio (NH,OH).

Sin tener en cuenta los productos finales producidos, el primer paso metabdlico en
la fermentacion del citrato produce piruvato. La degradacion del piruvato depende entonces
del pH del medio.

pH alcalino: productos finales acetato y formato.
pH acido: : productos finales acetilmetilcarbinol (acetoina) y lactato
Ingredientes del medio:

Formula en gramos por litro de agua destilada.

Agar 15.0 Citrato de sodio 2.0
Fosfato dihidrogenado de amonio 1.0 Cloruro de sodio 5.0
Azul de bromotimol 0.08 Sulfato de magnesio 0.2
Fosfato dipotésico 1.0 pH 6.9+0.2
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Técnica:

1. Se inocula un medio de citrato de Simmons estéril en forma inclinada (pico de

flauta) de consistencia solida por cada microorganismo a probar.

2. Tomar un inoculo liviano de un cultivo de 24hrs. puro, con el asa redonda.
3. Sembrar el tubo por estria Unica en la superficie del pico de flauta.
4. Incubar a 37°C durante 24hrs.
5. Terminadas las 24hrs realizar la lectura e interpretacion.
Interpretacion:

Citrato (+): crecimiento y el medio de color azul intenso en pico de flauta.

Citrato (-): no se observa crecimiento y medio de color verde.

Foto 80. Prueba de Citratos de Simmons
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Prueba de Malonatos de Ewing modificado
Fundamento:

El malonato (4cido maloénico) es un inhibidor enzimatico, que interfiere con la
oxidacion del &cido succinico a dcido fumarico mediante la inhibicion del enzima succinico
deshidrogenasa. El 4cido malonico inactiva la enzima por un proceso denominado
inhibicién competitiva. La succinico deshidrogensa transfiere hidrogeno a un aceptor
apropiado en la conversion de acido succinico a 4cido fumadrico, pero esta reaccion puede
ser inhibida por una compuesto similar desde el punto de vista estructural al sustrato
natural. El 4cido maldnico presenta una estructura similar al dcido succinico y compite por
los sitios en la enzima; uniéndose provocando que la enzima no pueda combinarse con su
sustrato normal, el acido succinico, y se bloquea la oxidacion de este acido.

En consecuencia, a la acumulacion de acido succinico a causa de la inhibicion de la
enzima interrumpe el ciclo de Krebs y el ciclo del 4cido glioxilico, lo que detiene la
posterior produccion de intermediarios requeridos para la biosintesis de los nuevos
componentes del metabolismo, provocando que el microorganismo no pueda crecer y
reproducirse; o al menos que pueda utilizar el malonato de sodio como una fuente de
carbono. Si esta reaccion es esencial para la actividad metabolica de una bacteria, entonces
el inhibidor malonato exhibe actividad antibacteriana.

Tanto la glucosa como el malonato sirven como fuente de carbono, sin embargo, la
alcalinizacion espontdnea causada por el crecimiento bacteriano es amortiguada por la
fermentacion de la glucosa y por los fosfatos incorporados al medio. Si un microorganismo
utiliza malonato de sodio como su fuente de carbono en el mismo momento utiliza el
sulfato de amonio como fuente de nitrogeno, la alcalinidad aumenta debido a la formacion
de hidréxido de sodio y bicarbonato de sodio.

Ingredientes del medio:

Foérmula en gramos por litro de agua destilada.

Azul de bromotimol 0.025 | Fofatodipotasico 0.6
Cloruro de sodio 2.0 Fosfato monopotasico 0.4
Dextrosa 0.25 Malonato de sodio 3.0
Extracto de levadura 1.0 Sulfato de amonio 2.0
pH 6.7+0.2
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Técnica:

1. Se inocula un medio de Malonato de Ewing de consistencia liquida por cada
microorganismo a probar.

2. Tomar un inoculo liviano de un cultivo de 18 a 24hrs. puro, con el asa redonda.
3. Sembrar el tubo por agitacion.
4. Incubar a 37°C durante 24hrs.
5. Terminadas las 24hrs realizar la lectura e interpretacion.
Interpretacion:

Malotano (+): color azul palido a color azul Prusia oscuro en todo el medio. (Reaccion
alcalina)
Malonato (-): sin cambio de color (verde).

Foto 81. Prueba de Malonatos de Ewing modificado
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Prueba de Urea
Fundamento:

La ureasa es una importante enzima microbiana relacionada con la descomposicion
de compuestos orgéanicos, las enzimas bacterianas se clasifican como constitutivas o
adaptativas (se produce solo cuando su sustrato especifico estd presente). La enzima ureasa
es una enzima considerada constitutiva, es decir, se sintetiza sin tomar en consideracion la
presencia o la ausencia de su sustrato, la urea. La ureasa también se clasifica como una
amidasa, ya que cataliza la hidrolisis de las aminas (rompe puentes de nitrogeno y el
carbono por hidrolisis).

La urea es hidrolizada por la enzima ureasa, en 2 moléculas de amonio y didxido de
carbono. Este tltimo proporciona reaccion alcalina al medio.

Caldo urea (Urea de Stuart): Debido a la composicion del medio de cultivo, se
detecta la hidrolisis de la urea por las bacterias con actividad répida. Debido a la
presenciade pocos nutrientes los microorganismos por su actividad rapida utiliza el extracto
de levadura como fuente de nitrogeno y carbono.

Agar urea de Christensen: Debido a la composicion del medio de cultivo, se
detecta la hidrolisis de la urea por las bacterias con actividad leve y tardia. Debido a la
presencia de glucosa y peptona favorece el crecimiento de bacterias exigentes.

Ingredientes del medio:

Caldo urea (urea de Stuart)
Formula en gramos por litro de agua destilada

Extracto de levadura 0.10 Fosfato disodico 9.50
Rojo de fenol 0.01 Urea 20.0
Fosfato monopotasico 9.10 pH 6.8+0.2

Agar urea de Christensen
Formula en gramos por litro de agua destilada

Cloruro de sodio 5.0 Peptona de gelatina 1.0
Dextrosa 1.0 Rojo de fenol 0.012
Fosfato monopotésico 2.0 Urea 20.0
pH 6.8+0.2
Técnica:

Caldo urea de Stuart
1. Se inocula un medio de Caldo urea de Stuart de consistencia liquida por cada
microorganismo a probar.
2. Tomar un inoculo liviano de un cultivo de 24hrs. puro, con el asa redonda.
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3.
4.
3.

Sembrar el tubo por difusion.
Incubar a 37°C durante 18 a 24hrs.
Terminadas las 24hrs realizar la lectura e interpretacion.

Agar urea de Christensen

1.

Se inocula un medio de urea de Christensen en forma inclinada (pico de flauta) de
consistencia solida por cada microorganismo a probar.

2. Tomar un inoculo liviano de un cultivo de 24hrs. puro, con el asa redonda.
3. Sembrar el tubo por estria Gnica en la superficie del pico de flauta.
4. Incubar a 37°C durante 24hrs.
5. Terminadas las 24hrs realizar la lectura e interpretacion.
Interpretacion:

Caldo urea (urea de Stuart)

Urea (+): color rosa mexicano intenso en todo el caldo
Urea (-): sin cambio de color (amarillo-naranja)

Agar urea de Christensen

Urea (+): color rosa mexicano intenso en el pico de flauta. El color puede penetrar
en el interior del agar; la extension del color indica la velocidad de la hidrolisis de la
urea.

Urea (-): sin cambio de color (color canela a amarillo palido).

Foto 82. Caldo urea de Stuart Foto 83. Agar urea de Christensen
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Prueba de SIM (Sulfihidrico, Indol, Motilidad)
Fundamento:
Prueba de indol:

El triptofano es un aminoacido que puede ser oxidado por ciertas bacterias para
formar tres metabolitos indolicos principalmente: indol, escatol (metilindol) e indolacético.
Diversas enzimas intercelulares que intervienen en este proceso reciben el nombre de
“triptofanasa”. El principal intermediario en la degradacion del triptofano es el acido
indolpiruvico, del cual puede formarse indol por desaminacion, y escatol por
descarboxilacion del 4cido indolacético.

La degradacion del triptofano libera indol, acido pirtivico, amoniaco y energia. El
acido pirtivico puede ser nuevamente metabolizado por el medio del ciclo glucolitico, o
entrar en el ciclo de Krebs para liberar CO,, H,O y una gran produccion de energia. El
NHspuede ser utilizado para sintetizar nuevos aminoacidos empleando la energia que se
encuentra para la reaccion anabdlica.

Prueba de acido sulfhidrico:

La protedlisis de las proteinas de aminodcidos individuales; algunas especies
bacterianas heterotroficas son capaces de liberar azufre enzimaticamente de los diferentes
aminoacidos que lo contienen, produciendo el gas acido sulfhidrico (H,S). La peptona, la
cisteina y el tiosulfato, todos son fuentes de azufre, pero diferentes especies utilizan
distintos compuestos o aminoacidos que contienen azufre para producir H,S. La enzima
responsable de esta actividad es la cisteinasa.

Primera etapa:
La bacteria producira las enzimas que reacciona con el tiosulfato por medio de una reaccioén

de reduccion que produce sulfito y un sulfato. Este es un proceso de respiracion anaerobia
donde el 4atomo de azufre sirve como aceptor de electrones para la oxidacion de los
sustratos orgénicos. El tiosulfato remplaza al sulfato como aceptor de electrones y es una
fuente de azufre para el microorganismo. El H,S es un gas incoloro, y por lo tanto hace
falta un segundo indicador para detectar visiblemente su produccion.

Segunda etapa
El gas incoloro H,S reacciona con las sales de hierro presentes en el medio, produciendo

una reaccion que se manifiesta con un precipitado negro insoluble en el medio, sulfuro
ferroso.
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Prueba de Motilidad

Determina si un organismo es mévil o inmovil. Las bacterias tienen movilidad por
medio de sus flagelos, que se encuentran entre los bacilos; sin embargo las formas de cocos
son inmoviles.

Las bacterias moviles pueden contener un solo flagelo o muchos; ademas su
localizacion varia con su especie bacteriana y las condiciones de cultivo. A veces, las
bacterias con movilidad producen variantes no moéviles que parecen ser estables y
raramente se revierten en formas moviles. Los organismos no moéviles carecen de flagelos.

Ingredientes del medio:

Formula en gramos por litro de agua destilada

Agar 3.5 Tiosulfato de sodio 2.0
Peptona de carne 6.1 Sulfato de hierro y 0.2
amonio
Peptona de caseina 20.0 pH 7.3+0.2
Técnica:

1. Se inocula un medio SIM en forma vertical de consistencia semis6lido por cada
microorganismo a probar.
Tomar un inoculo liviano de un cultivo de 24hrs. puro, con el asa recta.
Sembrar el tubo por picadura hasta el fondo de este.
Incubar a 37°C durante 24hrs.
Terminadas las 24hrs realizar la lectura e interpretacion en el siguiente orden:
a. Prueba de motilidad
b. Prueba de acido sulthidrico
c. Prueba de indol
6. Para la prueba de indol se deben de agregar 3 gotas de reactivo de Ehrlich o reactivo
de Kovac’s (Ver Anexo 6). Interpretar.

NIl

Interpretacion

Prueba de motilidad

Motilidad (+): los organismos moviles migran de la linea de siembra y se difunden en el
medio provocando turbidez. Otro fenémeno puede ser la formacién de una sombrilla en la
superficie del agar al inicio de la linea de siembra a causa de un movimiento rotatorio de un
extremo a otro.

Motilidad (-): Crecimiento bacteriano acentuado siguiendo la linea de siembra.

Prueba de acido sulfthidrico

H,S (+): precipitado negro en el medio.
H,S (-): no hay precipitado negro en el medio.
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Prueba de Indol

Indol (+): Anillo rojo en la superficie del medio (formacion de una quinona).
Indol (-): No se produce color. O aparicion de un color naranja indica desarrollo de escatol,
un compuesto metilado que puede ser el precursor de la formacion de indol.

Foto 84. SIM: Prueba de indol y
motilidad.

Foto 85. SIM: Prueba de H5S. ‘I
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Prueba de MR-VP (Rojo de Metilo — Voges Proskauer)
Fundamento:
Prueba de Rojo de metilo

Las bacterias que siguen la via de fermentacion de acidos mixtos fermentan
azucares a través del piruvato hasta 4cido lactico, acético, succinico y formico. Ademas,
producen CO,, H, y etanol. Las bacterias producen suficientes cantidades de estos acidos
estables para mantener un pH menor a 4.4 y vencer el sistema amortiguador de fosfato;
manteniendo una alta concentracion de iones de hidrogeno hasta alcanzar cierta
concentracion y entonces cesa toda actividad.

Prueba de Voges-Proskauer

La glucosa es metabolizada en acido pirtavico, intermediario clave en al glicolisis. A
partir del 4cido pirtivico una bacteria puede seguir muchas vias. La produccion de acetoina
(precursor de la produccion de 2,3-butanediol) es uno de los ciclos para la degradacion de
la glucosa en las bacterias. La formacion de acetoina y butilenglicol es una via alterna del
metabolismo del acido pirtivico. Por lo que estos microorganismos metabolizan los
productos iniciales de la fermentacion por descarboxilacion, produciendo
acetilmetilcarbinol (acetoina) neutro, lo que da un elevado pH terminal que disminuye la
acidez del medio, elevando el pH hacia la neutralidad (pH 6 o mas).

Las bacterias que utilizan esta via solo producen pequenas cantidades de acidos
mixtos que son insuficientes para disminuir el pH del medio, lo bastante como para no ser
detectado por el indicador Rojo de Metilo y producir un cambio de color.

Para hacer evidente la utilizacion de la glucosa por esta via. Se agrega como primer
reactivo a una alicuota alfa-naftol por que este actia como intensificador del color, lo que
aumenta la sensibilidad de la reaccion sin perdida de su especificidad. El segundo reactivo
es el hidroxido de potasio (KOH) al 40% que cuando se agrega al medio contribuye a la
absorcion de CO..

No debe excederse de un volumen exacto. El KOH reaccionara con la peptona
dando un color rosado salmoén. Si se agrega KOH con el agregado posterior del alfa-naftol
no habra alteracion del color.

Ingredientes del medio:
Formula en gramos por litro de agua destilada.

Dextrosa 5.0
Fosfato dipotésico 5.0
Peptona especial 7.0
pH 6.9+0.2
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Técnica:

1. Se inocula un medio MR-VP de consistencia liquida por cada microorganismo a
probar.
2. Tomar un inoculo pesado de un cultivo de 18 a 24hrs. puro, con el asa redonda.
3. Sembrar el tubo por difusion.
4. Incubar a 37°C durante 24hrs.
5. Terminadas las 24hrs, tomar una alicuota de 1.5ml aproximadamente del medio
incubado en un tubo limpio.
6. Agregar 2 gotas del indicador rojo de metilo. Agitar suavemente. Realizar la lectura
e interpretacion para la prueba MR.
7. El tubo del medio MR-VP sobrante incubar otras 24hrs.
8. Agregar los siguientes reactivos segun el orden de aparicion:
a. 0.6ml de a-naftol al 5% en alcohol etilico absoluto.
b. 0.2ml de KOH al 40%.
9. Agitar el tubo suavemente. Dejar reposar 10 min. y realizar la interpretacion para la
prueba de VP.
Interpretacion:

Prueba de Rojo de metilo

MR (+): al incorporarse el indicador de pH al medio este vira de un anaranjado a un color
rojo (pH de 4.4).

MR (-): al incorporarse el indicador de pH al medio este vira de un anaranjado a un color
amarillo (pH 6.6) 6 naranja

Prueba de Voges Proskauer

VP (+): un anillo de color rojo en la superficie del medio (presencia de acetoina).

VP (-): un anillo de color amarillo. Puede formarse un color cobrizo pero aun asi la
reaccion es negativa.
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Foto 86. Prueba de Rojo de Metilo y Voges Proskauer

Foto 87. Prueba de Voges Proskauer
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Prueba de Nitratos (NO>)

Fundamento:

Determinar la capacidad de un organismo de reducir el nitrato en nitritos o en

nitrogeno gaseoso.

La reduccion de nitrato en nitrito y nitrogeno gaseoso tiene lugar generalmente en

condiciones de anaerobiosis, en las cuales un organismo obtiene su oxigeno del nitrato. El

oxigeno sirve como aceptor de hidrogeno. Esta respiracion anaerobia es un proceso de

oxidacion en el que las sustancias inorganicas (nitrato) producen oxigeno para actuar como

aceptor de electrones a fin de proporcionar energia. En la reducciéon de nitratos, los

citocromos bacterianos transportan electrones a moléculas aceptaras especificas o actua

como ultimo oxidante en los sistemas de citocromo.

Reduccidn de nitrato a nitritos

NO3 +2e™ + 2H™ Nitrato reductasa NO; + H,0

Reduccion de nitrato a nitrdgeno molecular

2NO3 + 10e™ + 12H™* Nitrito reductasa N, + 6H,0

La reduccion de nitratos en nitrito esta indicada por la aparicioén de color cuando el

nitrito reacciona con los dos reactivos. La reaccion de color resultante se debe a la
formacion de un compuesto diazoico, p-sulfobenceno-azo-alfa-naftilamina.

Ingredientes del medio:

Férmula en gramos por litro de agua destilada.

Peptona 5.0
Extracto de carne 3.0
El nitrato de potasio 1% 1.0
pH 7.0+£0.2
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Técnica:

1. Se inocula un medio de nitratos de consistencia liquida por cada microorganismo a
probar.
2. Tomar un inoculo pesado de un cultivo de 24hrs. puro, con el asa redonda.

(O8]

Sembrar el tubo por difusion.
4. Incubar a 37°C durante 24hrs.

Fase 1

5. Terminadas las 24hrs. Agregar 2 gotas alfa- naftilamina 0.5% y 2 gotas de acido
sulfanilico 0.8%. Agitar suavemente. Realizar la lectura e interpretacion para
reduccién de nitrato a nitritos.

Fase 2

6. Si no presento coloracién el tubo agregar una pequefia cantidad de polvo de Zinc.
Agitar suavemente. Realizar la lectura e interpretacion para reduccion de nitrato a
nitroégeno gaseoso.

Interpretacion:

Fase 1

NO3(+) hasta NO, : Coloracion roja intensa del medio.
NO;(—) hasta NO,: No hay un cambio de color del medio permanece amarillo. Pasar a
Fase 2.

Fase 2

NO5(+) hasta N,: No hay una cambio de color del medio permanece amarillo. Después de
agregar polvo de Zinc.

NO5(—): Coloracion roja intensa del medio. El Zinc es un agente reductor por lo que es el
que reduce los nitratos a nitritos y no la bacteria.

Existe una variante a la cual se coloca al caldo de nitratos una campana de Durham
para hacer evidente la reduccion de los nitratos hasta nitrogeno gaseoso. La prueba se
considera positiva con la aparicion de una burbuja de este gas en la superficie de la
campana.
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Foto 88. Prueba de Nitratos

Foto 89.

Prueba de Nitratos con
campana de Durham.
Reduccion de NO; hasta
™,
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Prueba de KIA (Agar con Hierro de Kligler) y Prueba de TSI (Agar con Azucar
triple y Hierro)

Fundamento

El Agar con Hierro de Kligler y Agar con Aztcar Triple y Hierro son medios de
cultivo diferenciales en tubo que tienen como propdsitos:

a) La determinacion de fermentaciones de hidratos de carbono.
b) La determinacion de la produccion de H,S y Gas (CO,+ Hp).

El Agar con Hierro de Kligler en sus ingredientes tiene dos hidratos de carbono:
0.1% de glucosa y 1% de lactosa. El Agar con Azucar Triple y Hierro en sus ingredientes
contiene un hidrato de carbono extra: 0.1% de glucosa, 1 % de lactosa y 1% de sacarosa. La
bioquimica es basicamente igual que la del KIA; por eso se discute en detalle KIA.

En el Agar con Hierro de Kligler, algunos microorganismos pueden fermentar
ambos hidratos de carbono, otros fermentan solo la glucosa; incluso otros no pueden
fermentar ni la glucosa ni la lactosa. Esta fermentacion puede ocurrir con la produccion de
gas o sin ella (CO; + Hy).

A los fines de identificacion, todos los tubos de KIA y TSI deben interpretarse en lo
que respecta a la fermentaciéon de los hidratos de carbono después de 18-24hrs. de
incubacion.

La fermentacion se lleva acabo tanto en aerobiosis (en el pico de flauta) como en
anaerobiosis (en el fondo). En el pico de flauta, el monosacéarido glucosa es catabolizado
inicialmente por la via metabolica anaerobia de Embden-Meyerhof-Parnas, para producir el
intermediario clasico &cido piruvico. El acido pirtivico es degradado luego a través del ciclo
de Krebs para rendir CO,, H,O y energia. En el fondo existen condiciones anaerobias, de
forma que la glucosa se metaboliza por la via Embden-Meyerhof-Parnas a ATP y 4cido
piruvico, que luego se convierte en los diversos productos finales estables: 4cido lactico y/u
otros acidos orgénicos, aldehidos, alcoholes, CO,, H, y energia.

La lactosa es un disacarido compuesto por dos unidades de monosacaridos: glucosa
y galactosa.Su concentracion es 10 veces mas que la glucosa; si el microorganismo es capas
de metabolizar la lactosa se mantendra en el medio un pH &cido. Pero si la bacteria no es
capaz de metabolizar la lactosa y por el agotamiento de la glucosa, la bacteria consumira las
peptonas.

Ambas vias metabolicas, involucran pasos secuenciales, que estan mediados por
enzimas especificas.

L—galactosidasa
Lactosa ——— > Glucosa + galactosa

103



Ciclo de Krebs
anaerobio

Glucosa o galactosa - CO0, + H,0

via Embden — Meyerhoff — Parnas acidos organicos
Glucosa - aldehidos

anaerobia CO, + H, + energia

Como el hidrato de carbono (monosacarido) mas sencillo de degradar es la glucosa,
la bacteria comenzara a metabolizarla por la via antes mencionada; dando como productos
finales acidos. El acido en el medio hace virar el indicador de pH rojo de fenol, a amarillo
todo el tubo. Después de haber agotado la cantidad limitada de glucosa (0.1%) una bacteria
con capacidad para utilizar la lactosa y/o sacarosa, comenzara a degradarlas. Como el
medio contiene 10 veces mas de lactosa y/o sacarosa que glucosa, las bacterias encontraran
sustrato suficiente para continuar la formacion de productos finales acidos; por lo que luego
de 24hrs. de incubacion todo el medio permanecera de color amarillo. Esta reaccion se
denomina acido sobre 4cido (Ac/Ac). Durante la fermentacion de los hidratos de carbono se
producen CO,, H,, gases que se evidenciaran con la ruptura de la columna de agar o su
desplazamiento hacia la parte superior, asi como la formacion de burbujas. De modo que un
fermentador de lactosa que produce gas dard una reaccion Ac/Ac mas gas.

Si el microorganismo no es capaz de usar la lactosa del medio, debe producir
energia en forma menos eficiente al utilizar las proteinas y aminoacidos (peptonas) del
medio como fuentes nutritivas. El metabolismo proteico se produce en donde las cantidades
de oxigeno son abundantes (en el pico de flauta). El catabolismo de las peptonas libera
amoniaco (NHj3) que alcaliniza el pH del medio provocando el vire del indicador de rojo de
fenol a un color rojo mas intenso. Por lo que podremos observar una reaccion alcalino sobre
acido (Alk/Ac).

Las bacterias que no fermentan la glucosa pueden formar productos alcalinos a
partir de la utilizacion de la peptona, esto principalmente en la zona inclinada que puede
llegar a difundir en todo el medio. Por lo que podremos observar una reaccion alcalina
sobre alcalina o sin cambio. (Alk/Alk o Alk/S/c).

El medio también contiene otros ingredientes como son citrato de amonio férrico y
tiosulfato de sodio, que son los indicadores que ayudaran hacer evidente la produccion del
gas H,S. Para que esto se lleve acabo el ambiente o medio debe de ser acido, por lo que se
llevara acabo solo bajo concentraciones altas de productos metabdlicos acidos.

Bacteria (en ambiente acido) + tiosulfato de sodio — H,S gaseoso T

El H,S es un gas incoloro; por ello, es necesario un segundo indicador para
visualizar la produccion:

H,S + iones férricos — sulfato ferroso | (precipitado negro insoluble)
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Ingredientes del medio:

Agar con Hierro de Kligler
Formula en gramos por litro de agua destilada.

Agar 15.0 Lactosa 10.0
Citrato férrico de amonio 0.5 Peptona especial 20.0
Cloruro de sodio 5.0 Rojo de fenol 0.025
Dextrosa 1.0 Tiosulfato de sodio | 0.5

pH 74+02

Agar con Aztcar Triple y Hierro.
Formula en gramos por litro de agua destilada.

Agar 13.0 Lactosa 10.0
Cloruro de sodio 5.0 Peptona especial 20.0
Sacarosa 10.0 Rojo de fenol 0.025
Dextrosa 1.0 Tiosulfato de sodio 0.2
Sulfato de hierro y amonio 0.2 pH 7.3+0.2
Técnica
1. Se inocula un medio de KIA o TSI estéril en forma inclinada (pico de flauta) de
consistencia solida por cada microorganismo a probar.

2. Tomar un inoculo liviano de un cultivo de 18 a 24hrs. puro, con el asa recta.

3. Sembrar el tubo por picadura en el fondo y por estria el pico de flauta.

4. Incubar a 37°C durante 24hrs.

5. Terminadas las 24hrs realizar la lectura e interpretacion en el siguiente orden:

A) pH del pico de flauta

B) pH del fondo

C) Produccion de gas (CO,+H,)
D) Produccion de H,S

Interpretacion

Vire del indicador de pH rojo de fenol:

pH Alcalino (Alk., Alc. o Al): color rojo  pH Acido (Ac., Acd. o A): color

amarillo

Se coloca primero el pH del pico, una diagonal (/) y después el pH del fondo:

Alk/Ac: Solo fermenta la glucosa

Ac/Ac: Fermenta tanto la glucosa y la lactosa (KIA). Fermenta glucosa y lactosa y/o
sacarosa (TSI)

Alk/S/c: Utiliza solamente las peptonas, no es una bacteria fermentadora de hidratos
de carbono.
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Para fines précticos se reporta después la presencia o ausencia de gas (CO,+H»):

Gas (+): ruptura de la columna de agar o su desplazamiento hacia la parte superior,
asi como la formacion de burbujas.
Gas (-): sin las modificaciones del medio antes mencionadas.

Y para la produccion de H,S se reporta de la siguiente manera:
H,S (+): presencia de un precipitado de color negro
H;S (-): ausencia de un precipitado de color negro

Formas de Reportar los resultados (+) de gas (CO,, Hy u O) y H,S:
Ac/Ac/gas/ H,S
Ac/Ac/gas/
Ac/Ac/ H,S
Alc/Ac/ HyS

Foto 90. Prueba de KIA y algunos de sus probables resultados.
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Descarboxilacion de aminoacidos

La descarboxilacion es el proceso por el cual las bacterias que poseen enzimas
descarboxilasas especificas atacan los aminoacidos en su carboxilo terminal para formar
una amina o una diamina y didxido de carbono. Estas descarboxilasas son enzimas
adaptativas o inducidas. Solo se forman cuando un microorganismo es cultivado en un
ambiente dcido en presencia de un sustrato especifico, y los productos de descarboxilacion
cambian el pH a limites alcalinos. La descarboxilacion es irreversible, no oxidativo y por lo
que generalmente requiere una coenzima comun, fosfato de piridoxal, que refuerza mas la
actividad de descarboxilasa.

Los tres aminodcidos de importancia para la identificaciéon bacteriana son lisina,
ornitina y arginina.

Prueba de MIO (Motilidad Indol Ornitina)
Fundamento:

Si la bacteria tiene la capacidad de producir la enzima ornitina descaboxilasa,
atacara el aminoacido L-ornitina, el cual al ser descarboxilado formara didoxido de carbono
y la diaminaputrescina; la cual es estable en condiciones anaerobias. Debido a que el pH
puede controlarse se agrega un indicador, el Purpura de bromocresol. Como se menciono
anteriormente para que se lleve acabo la descarboxilacion primero debe de haber una
acidificacion del medio, esto se realiza primeramente con la metabolizacion de la glucosa
dando productos acidos que acidifican el medio y provocando el vire del purpura de
bromocresol a amarillo. Después llevandose acabo la descarboxilacion del aminoécido
dando la produccion putrescina, la cual alcaliniza el medio y provoca el vire del indicador
nuevamente a un color violeta o purpura.

La prueba de motilidad se pone de manifiesto por turbidez difusa alrededor de la
linea de inoculacién o por la observa de turbidez en todo el medio (ver fundamento que en
la prueba de SIM).

A esta prueba se agrega aceite mineral o vaselina para generar una atmosfera libre
de oxigeno (anaerobia).

El triptofano por accidn de la triptofanasa forma indol y otros compuestos (escatol e
indolacético), al agregar reactivo de Kovac’s o Ehrlich se produce un compuesto de color
rojo (ver fundamento en la prueba de SIM). La produccion de indol en esta prueba también
puede ser detectada, pero la penetracion del reactivo de lectura es mas dificil ya que es
impedida por la agregacion de aceite mineral o vaselina al tubo. Para fines practicos al no
ser posible su lectura se debe de correr al mismo tiempo la prueba de SIM y reportar en esta
prueba (MIO) al indol como: sin lectura. Si es posible la lectura de indol cuando se agrega
aceite mineral, este debe de realizarse inclinando un poco el tubo. Debe de realizarse
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primeramente la lectura de la prueba de motilidad y descarboxilacion de ornitina ya que se
pueden alterar los resultados.

Ingredientes del medio

Formula en gramos por litro de agua destilada.

Agar 2.0 Peptona de gelatina 10.0

Dextrosa 1.0 Peptona de caseina 10.0

Extracto de levadura 3.0 Purpura de bromocresol 0.02

L- Ornitina 5.0 pH 6.5+0.2
Técnica

7. Se inocula un medio MIO en forma vertical de consistencia semisdlido por cada
microorganismo a probar.
8. Tomar un inoculo liviano de un cultivo de 18 a 24hrs. puro, con el asa recta.
9. Sembrar el tubo por picadura hasta el fondo de este.
10. Agregar 0.5ml de aceite mineral estéril.
11. Incubar a 37°C durante 6hrs.
12. Observar si hay un cambio de pH, el indicador cambio de purpura a amarillo.
Reportar este cambio.
13. Se deja incubar nuevamente hasta el cumplimiento de 24hrs.
14. Terminadas las 24hrs realizar la lectura e interpretacion en el siguiente orden:
d. Prueba de motilidad
e. Prueba de descarboxilacion de ornitina
f. Prueba de indol
15. Para la prueba de indol se deben de agregar 3 gotas de reactivo de Ehrlich o
reactivo de Kovac’s (Ver Anexo 6). Interpretar.

Interpretacion

Prueba de motilidad

Motilidad (+): los organismos moviles migran de la linea de siembra y se difunden en el
medio provocando turbidez. Otro fenémeno puede ser la formacién de una sombrilla en la
superficie del agar al inicio de la linea de siembra a causa de un movimiento rotatorio de un
extremo a otro.

Motilidad (-): Crecimiento bacteriano acentuado siguiendo la linea de siembra.
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Prueba de descarboxilacién de ornitina

Ornitina (+): primeramente debe de haber a las 6hrs un cambio del indicador de pH a
amarillo. Y al cumplir las 24 hrs debe haber un regreso a purpura mas intenso.

Ornitina (-): no existe el regreso de pH acido a alcalino, es decir, el tubo permanece de
color amarillo.

Prueba de indol

Indol (+): Anillo rojo en la superficie del pedio (formacion de una quinona).
Indol (-): No se produce color. O aparicion de un color naranja indica desarrollo de escatol,
un compuesto metilado que puede ser el precursor de la formacién de indol.

Foto 91. MIO. Descarboxilacion de la ornitina
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Prueba de LIA (Agar Hierro Lisina)
Fundamento

Si la bacteria tiene la capacidad de producir la enzima lisina descaboxilasa, atacara el
aminoacido L-lisina, el cual al ser descarboxilado formara didéxido de carbono y la diamina
cadaverina; la cual es estable en condiciones anaerobias. Debido a que el pH puede
controlarse se agrega un indicador, el Purpura de bromocresol. Como se menciono
anteriormente para que se lleve acabo la descarboxilacion primero debe de haber una
acidificacion del medio, esto se realiza primeramente con la metabolizacion de la glucosa
dando como productos una mezcla de acidos; que acidifican el medio y provocando el vire
del purpura de bromocresol a amarillo. Después llevandose acabo la descarboxilacion del
aminoécido dando la produccién cadaverina, la cual alcaliniza el medio y provoca el vire
del indicador nuevamente a un color purpura mas intenso.

También se hace la interpretacion de la presencia de H,S, La formacion de acido
sulthidrico se observa por una coloracion negra debida al sulfuro de hierro producido.

Hay bacterias que a fin de realizar una descarboxilacion de la L-lisina realizan la
desaminacion de la lisina a 4cido alfa cetocarbdnico, formando compuestos pardo-rojizos
en el pico de flauta del medio con la sal de hierro y por la accion del oxigeno.

Ingredientes del medio:
Formula en gramos por litro de agua destilada

Agar 13.5 L-Lisina 10.0
Citrato férrico de amonio 0.5 Peptona de gelatina 5.0
Dextrosa 1.0 Purpura de bromocresol 0.02
Extracto de levadura 3.0 Tiosulfato de sodio 0.04
pH 6.7+0.2
Técnica

1. Se inocula un medio de LIA en forma inclinada (pico de flauta) de consistencia
solida por cada microorganismo a probar.

2. Tomar un inoculo liviano de un cultivo de 18 a 24hrs. puro, con el asa recta.

3. Sembrar el tubo por picadura en el fondo y por estria el pico de flauta.

4. Incubar a 37°C durante 6hrs:

5. Observar si hay un cambio de pH, el indicador cambio de purpura a amarillo.
Reportar este cambio.

6. Se deja incubar nuevamente hasta el cumplimiento de 24hrs.

7. Terminadas las 24hrs realizar la lectura e interpretacion en el siguiente orden:

A. Prueba de descarboxilacion de ornitina
B. Produccién de H,S
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Interpretacion

Prueba de descarboxilacion de lisina

Lisina (+): primeramente debe de haber a las 6hrs. un cambio del indicador de pH a

amarillo y después un regreso a purpura mas intenso.

Lisina (-): no existe el regreso de pH acido a alcalino, decir, el tubo permanece de color

amarillo.

Desaminacién de lisina: formacion de compuestos pardo-rojizos en el pico de flauta del

medio.

Produccion de H»S se reporta de la siguiente manera:
H,S (+): presencia de un precipitado de color negro.
H,S (-): ausencia de un precipitado de color negro.

Foto 92. Descarboxilacion de la lisina y produccion de H,S.

Foto 93.
A) Desaminacion de la
lisina.
B) Descarboxilacion de
la lisina.
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Prueba de Arginina
Fundamento

El aminoacido L-arginina es catabolizado (degradado) por medio de dos sistemas que
pueden ocurrir de manera simultanea o separa: sistema de la arginina descarboxilasas u
sistema de la arginina deshidrolasa.

En el sistema descarboxilasa, la L-arginina sufre una descarboxilacion para producir
agmatina, una molécula mas grande que la putrecina, que no puede ser considerada el
producto final en el catabolismo de la arginina por las bacterias vivas. La posterior
degradacion de esta en dos compuestos, putrecina y urea. Si la enzima ureasa esta presente,
la urea es catabolizada aun mas para 2 moléculas de amoniaco y diéxido de carbono. La
agmatina es catabolizada por la agmatina deshidrolasa a putrescina, CO, y NHs.

En el sistema dihidrolasa, la degradaciéon de la L-arginina ocurre en un proceso de dos
pasos: primero una degradacion de la L-arginina a L-citrulina, segunda por un sistema que
fracciona la citrulina. La reaccién global produce formacion de L-ornitina, CO, y NHj a
partir del sustrato L-arginina.

Una cambio rapido e intenso del indicador de pH a la alcalinidad indica que el catabolismo
de la L-arginina se debid al sistema arginina dihidrolasa. Un cambio mas débil y mas lento
del pH sin la formacion de amoniaco ocurre cuando L- arginina solo es degradada por el
sistema de arginina descarboxilasa.

Ingredientes del medio:

Formula en gramos por litro de agua destilada
Caldo base descarboxilasa de Moeller

Dextrosa 0.5 Piridoxal 0.005

Extracto de carne 5.0 Purpura de bromocresol 0.01

Peptona 5.0 Rojo de cresol 0.005

+ Aminodcido (Arginina) | 1% pH 6.9+0.2
Técnica

1. Se inocula un caldo de Arginina de consistencia liquida por cada microorganismo a
probar.

Tomar un inoculo liviano de un cultivo de 18 a 24hrs. puro, con el asa redonda.
Sembrar el tubo por difusion.

Se le agrega un mililitro de aceite mineral.

Incubar a 37°C durante 6hrs:

whwo
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6. Observar si hay un cambio de pH, el indicador cambio de purpura a amarillo.
Reportar este cambio.

7. Se deja incubar nuevamente hasta el cumplimiento de 24hrs.

8. Terminadas las 24hrs realizar la lectura e interpretacion.

Interpretacion

Arginina (+): primeramente debe de haber a las 6hrs. un cambio del indicador de pH a
amarillo y después un regreso a purpura mas intenso.

Arginina (-): no existe el regreso de pH acido a alcalino, decir, el tubo permanece de color
amarillo.

Foto 94. Descarboxilacion de la arginina
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TEMA 9 ,
PRUEBAS DE EVALUACION DE
ANTIMICROBIANOS

Antibiotico: Agente bioldgico o quimico que inhibe el crecimiento de los
microorganismos. Agentes naturales que son producidos por microorganismos y los agentes
quimicos son obtenidos por modificaciones quimicas.

Los antimicrobianos tienen mayor efectividad cuando se el farmaco administrado
es el adecuado, a una dosis efectiva, por la via indicada, en el momento preciso y durante el
tiempo necesario.

El espectro de acciéon de un determinado antimicrobiano esta constituido por el
conjunto de microorganismos frente a los cuales es activo. Se denominan bacteriostaticos
los que inhiben el crecimiento, y bactericidas los que ejercen accidon letal sobre el
microorganismo.

Los antimicrobianos se clasifican segin su estructura quimica, su uso terapéutico y
su espectro 0 mecanismo de accion, principalmente. De acuerdo con su estructura quimica,
se establecen diferentes grupos*:

Betalactamicos.
Aminoglucosidos.
Tetraciclinas.
Macrolidos.
Polipéptidos.
Sulfamidas.
Nitrofurantoinas.
Quinolonas.

PN R DD =

*Ver Tabla 8 del Anexo 9.

Hay varios sitios de accion posibles para los antimicrobianos dentro de la célula
bacteriana, pero las vias o las estructuras atacadas con mayor frecuencia son las sintesis de
la pared celular, la membrana celular, sintesis de proteinas y sintesis de material genético
(DNA y RNA). En la figura 25 se resumen los diferentes mecanismos de actividad
antimicrobiana.

114



Fig. 25. Vision General del Mecanismo de accion antimicrobiana. Tomado de Brok:
Biologia de los microorganismos, Madrid. Prentice Hill. 1998.

El uso indiscriminado y el abuso en la utilizacion de los antimicrobianos dan lugar a
una seleccion de las cepas resistentes, por eliminacion de la flora sensible. La mayoria de
las bacterias con importancia clinica son capaces de adquirir y expresar resistencia a los
agentes antimicrobianos que habitualmente se usan para tratar infecciones. Por
consiguiente, una vez que un microorganismo es aislado en el laboratorio, su
caracterizacion con frecuencia incluye pruebas para detectar la sensibilidad asi como la
resistencia a antimicrobianos. Los procedimientos para detectar la resistencia a
antimicrobianos se denominan pruebas de sensibilidad a antimicrobianos.

El antibiograma es un método de estudio in vitro del comportamiento de los
antimicrobianos frente a los agentes infecciosos. Con los resultados obtenidos en el
antibiograma clasificaremos las bacterias en: sensible o resistentes, aun determinado
antimicrobiano. Por ello, el conocimiento de los perfiles de susceptibilidad antimicrobiana
debe orientar a la elaboracion de esquemas de tratamiento mas eficaces y ademds, la
informacion proporcionada por la vigilancia debe servir de insumo para la elaboracion de
un programa de uso racional de antibioticos
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ANTIBIOGRAMA POR EL METODO KIRBY-BAUER

1.

2.

(98]

None

*

Seleccionar el numero de antibioticos a probar en el analisis dependiendo del
tamafio de la caja

Rotular una placa de Miieller-Hinton con el nombre del microorganismo a trabajar.
Preparar una suspension del microorganismo problema (a partir de una colonia del
AST o agar-sangre) en solucion salina fisioldgica equivalente al 0,5 en la escala de
Mc Farland (reservar la suspension).

Humedecer un hisopo estéril en la suspension.

Escurrir el exceso de liquido contra las paredes del tubo de ensayo.

Inocular la placa utilizando la técnica de sembrado masivo dejar reposar por 10 min.
Con la ayuda de unas pinzas esterilizadas previamente por flameando; distribuir los
discos uniformemente los antibidticos elegidos:. No deben colocarse mas de 6 en
una placa de 100 mm de didmetro interno, para evitar la superposicion de las zonas
de inhibicién. Un disco no debe ser removido una vez que tomo contacto con la
superficie del agar debido a que algunos antibidticos se difunden rapidamente. (Ver
Fig. 26)

Incubar la placa en la estufa a 37°C durante 24 horas.

Medir el didmetro del halo de inhibicion (vernier o regla convencional) y se
interpreta segun las tablas de estdndares, que normalmente proporciona cada casa
comercial expendora de discos de antibioticos (p. €j. ver Anexo 8).

Fig. 26.

Técnica de
colocacioén de los
sensidiscos para
un antibiograma.
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Fig. 27. Lectura de los halos de inhibicidon de un antibiograma por el
Meétodo Kirby-Bauer
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Figura 95. Antibiograma en MH- Sangre

correctamente realizado para Staphylococcus
aureus.

Figura 96. Antibiograma para
Staphylococcus aureus. Sembrado masivo
insuficiente y contaminacion por otro
microorganismo

Figura 97. Antibiograma correctamente
realizado para Pseudomonas aeruginosa.

Figura 98. Antibiograma para Pseudomonas
aeruginosa. Sensidiscos colocados muy
juntos, por lo que hay unioén entre halos de
inhibicion.
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ANTIBIOGRAMA POR EL METODO DE SENSIBILIDAD POR DILUCION EN

TUBO

A. Preparacion de la Solucion Stock.

Para cuestiones didécticas se utilizaran presentaciones comerciales de los antimicrobianos,
pero se debe de considerar que al probar un antibiotico debe ser con la sal pura. Nota: que
no cause el antibidtico turbidez al diluirse.

1.

Se tiene la presentacion comercial del antibidtico a utilizar en una concentracion
conocida (250mg/2ml o 500mg/5ml). Por ejemplo la Amikacina una de sus
presentaciones comerciales es de 500mg/2ml por lo que por mililitro tenemos
250mg/ml.

Se deben preparar 10ml de una solucion Stock a una concentracion de 1024pug/ml.
Ya que todos los estandares utilizados para realizar esta técnica se encuentran a esta
concentracion. Por lo que hay que realizar los siguientes calculos:

1024 ug
10ml x T 10240ug X

= 10.24
ml mg

mg
1000ug
Requerimos 10.24mg de mi antimicrobiano.
Pero la presentacion comercial esta a una concentracion de 250mg/ml ahora

necesito realizar el calculo para conocer cuantos micro litros (pl) debo tomar de mi
presentacion comercial para prepara la solucion Stock a 1024 pg/ml.

250mg - 1ml
10.24mg - X

X =0.041ml 0.041ml x

1000ul

= 40.1ul

Requiero 40.1ul de mi antibiotico.
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B. Ahora ya preparada la solucion Stock, se debe continuar el procedimiento de la técnica
de sensibilidad por dilucion en tubo que se describe a continuacion:
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C. Calcular la concentracion minima inhibitoria (MIC) tomando la ultima dilucién donde
no hubo crecimiento alguno en la serie de diluciones (ver Anexo 9)
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Foto 99. Antibiograma por el método de sensibilidad por dilucién en tubo. En el
Tubo 4 es la ultima dilucion donde no hubo crecimiento bacteriano.

Seguin EUROPEAN COMMITTEE ON ANTIMICROBIAL SUSCEPTIBILITY
TESTING reporta que la MIC de Gentamicina contra Sthaphylococcus aureus es de menor
a 1mg/L; siendo comprobada con lo realizado en el laboratorio ya que se encuentra en
0.1mg/ml (ver calculo en el anexo 9).
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TEMA 10

PROTOZOARIOS

Los parasitos son microorganismos que requieren de otro organismo (hospedero)
para vivir o para completar una parte de su ciclo bioldgico. Son eucariotes y contiene
estructuras y organelos similares a lo de las células humanas, no presentan pared celular y
se consideran animales. Por ello es muy dificil crear antibidticos eficaces y seguros contra
los parasitos, ya que la mayor parte de los farmacos antiparasitarios ejercen algunos efectos
adversos en las células de los humanos.

El parasitismo es la asociacion bioldgica entre dos seres vivos, en la cual un de los
asociados (el parasito), deriva todo el benéfico de la asociacidon para si mismo, es decir, le
va a proporcionar casa y sustento del otro asociado (hospedero) con la particularidad de que
el parasitismo causa dafio al huésped.

Aunque los microrganismo patégenos, como los virus, algunas bacterias y hongos,
también son parasitos, estos son estudiados en la microbiologia. La parasitologia es la
ciencia que estudia los protozoarios y helmintos, incluyendo también a los artrépodos de
importancia médica.

Los protozoarios son organismos unicelulares, eucariotes, la mayor parte tiene vida
libre, algunos actian como parasitos adaptandose incluso a las condiciones de vida que le
prosee su hospedero. Dentro de los cuales se encuentran varios grupos:

e Apicoplexa (esporozoarios): se localizan en la sangre, los tejidos o en el intestino y
presentan reproduccion sexual y asexual. Entre los mas importantes se encuentran
Plasmodium (paludismo),  Toxoplasma (toxoplasmosis) y Cryptosporidium
(cryptosporidiasis).

e Ciliosporidium (ciliados): Balantidium coli (disenteria).

e Sarcomastigophora (flagelados y amibas): incluye los flagelados que se encuentran
en la sangre (Trypanosoma), tejido linfatico (Leishmania) o aparato digestivo
(Giardia). Entre las amibas se tiene a Entamoeba histolytica (disenteria amebiana),
y a las amibas de vida libre Acanthamoeba. Entre otros.

Los helmintos son organismos pluricelulares muy complejos con tejidos y organos
diferenciados. Su tamafio puede variar, pudiendo llegar a alcanzar hasta varios metros de
longitud. Son miembro de dos grupos:

e Aschelmintos (gusanos redondos), por ejemplo. Ancylostoma, Ascaris, Eterobius,
Onchacerca, Strongyloyde, Trichinella, Trichuris.
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o Platelmintos (gusanos planos) como Taenia, hymenolepis, Echinoccoccus,
Dypylidiumm, Fasciola.

Todas las etapas del ciclo biologico de un parasito pueden ser desarrolladas en un
hospedero, o parte de este ciclo se da en un hospedero y en el medio ambiente.

En el caso de los parasitos que desarrollan ciclos sexuales y asexuales, se les denomina
hospedero intermediario a aquel donde forman las etapas asexuales. Y hospedero
definitivo, donde se desarrolla la etapa sexual.

El parésito después de penetrar en un hospedero se establece en un 6érgano blanco o en
tejidos. La mayoria de los parasitos que entran por ingestion de alimentos o agua
contaminados con heces (via fecal-oral) pasan su ciclo de vida en el aparato digestivo. Los
que penetran de manera directa a través de la piel o se introducen a través de un vector,
infectan la sangre o los vasos sanguineos o establecen infecciones en los tejidos
subcutaneos u o6rganos principales, incluso en la médula o en tejidos linfaticos.

El diagndstico de los parésitos en el laboratorio se basa sobre todo en el hallazgo del
parésito en los tejidos linfaticos, heces y en liquidos corporales (sangre, LCR, orina esputo
y otros). Cuando un parasito es un protozoario, las muestras se tifien y se examinan al
microscopio, donde se pueden detectar trofozoitos (formas metabdlicas activas que se
nutren del hospedero) o quistes (formas latentes). Cuando el agente infeccioso es un
helminto, el diagnéstico se basa en el hallazgo de huevos del gusano de larvas en heces,
microfilarias en sangre, gusanos adultos en los tejidos subcutdneos o en el aparato
digestivo.

A continuacion se en listan los pardsitos representativos a nivel clinico:

e Giardia lamblia

e Trichomonas vaginalis
e Entamoeba hystolitica
e Cryptosporidium sp.

e Trypanosoma cruzi

e Leishmania chagasi

o Toxoplasma gondii

e Sarcocystis spp.
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Giardia lamblia

Fig. 28. Esquema de Giardia lamblia

La giardiasis es de distribucion cosmopolita, es mas frecuente en edades pediatricas
que en los adultos; se adquiere por la ingestion de quistes eliminados en las heces. Presenta
unicamente dos estadios morfologicos:

Trofozoito: mide de 9 a 2 micras de longitud por 5 a 12 de ancho, tiene una cara
dorsal convexa y una ventral plana, esta Gltima ocupada en su mayor parte por dos
depresiones adyacentes que constituyen el disco suctor, el cual funciona de manera
semejante al de una ventosa. Posee don nucleos dispuestos a los lados de la linea media y
cuatro pares de flagelos situados a corta distancia del borde anterior de la célula.

Quiste: es ovoide, mide de 4 a 10 micras de largo y tiene cuatro nucleos. Posee un a
pared gruesa, quedan restos de los flagelos. Constituye la fase de resistencia y la infectante.
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Foto 100. Trofozoito de Giardia lamblia.

Foto 101. Quiste de Giardia lamblia
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Trichomonas vaginalis

Fig. 29. Esquema de Trichomonas vaginalis

El protozoo tiene distribucion cosmopolita, pero la infeccion es mas frecuente en
grupos de mujeres donde la higiene es deficiente, siendo el contacto sexual el mecanismo
mas frecuente por el que se adquiere el parasito. Trichomonas vaginalis a este flagelado se
le conoce solamente en fase de trofozoito, los intentos por encontrar la forma quistica han
fracasado.

Morfologia Trofozoito
Localizacion en el humano Afeccion de vias urogenitales
Membrana ondulante Corta y produce movimiento por ondas
Flagelos 4 anteriores y 1 a lo largo de la membrana ondulante. Motil (ver video en
disco).
Citoplasma Granulos de volutina, siderofilos, de glucdgeno, fagosomas y vacuolas
Citostoma Orificio de manera de boca
Tamaiio 7-20 um
Forma Alargada y ovoide
Axostilo Esqueleto
Nucleo 1 grande y ovoide, con cromatina y envuelto por una membrana nuclear
porosa.
Costa Estructura delgada que da movilidad junto con la membrana ondulante
Blefaroplasto De ella se generan los flagelos
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Foto 102. Trofozoito de Trichomonas vaginalis.
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Entamoeba hystolitica

Fig. 30. Esquema de Entamoeba hystolitica

Entamoeba hystolitica, se observa practicamente en todos los paises del mundo,
pero sin lugar a dudas la mayor incidencia de la infeccion se encuentra en los paises con
clima cdlido o templado y humedo; y en condiciones socioecondmicas donde la sanidad
ambiental y alimenticia son inadecuadas. Se presenta en la naturaleza en tres estadios
morfoldgicos principales: el trofozoito (forma movil o vegetativa), el prequiste y el quiste
(inmoviles).

Trofozoito: célula de dimensiones variables cuyas medidas fluctian entre 10 y 60
micras de didmetro, con forma irregular y movimiento caracteristico, mediante la emision
de seuddpodos rapidos y explosivos, digitiformes, largo y anchos. El su citoplasma se
encuentra el nucleo, redondo vesiculoso, sin posicion fija en el endoplasma, mide de 5 a 7
micras de didmetro.

Prequiste: cuando en las condiciones del medio ambiente en las que se mueve el
trofozoito (intestino grueso) son poco favorables para su vida este empieza a inmovilizarse,
eliminado todo el material intracitoplasmatico que no ha digerido, se redondea, se reviste
de una doble membrana gruesa y refringente; en este momento el prequiste presenta un solo
nucleo y puede llegar a presentar un masa de glucogeno en una vacuola y barras
cromatoides.

Quiste: (forma infectante) el ntcleo se divide en dos y luego en cuatro, quedando al
final del proceso de maduracion el quiste maduro que tiene 4 ntcleos pequenos; se recubre
de una pared quistica resistente y mide de 5 a 20 micras. Desaparece el glucogeno y las
barras cromatoidales se hacen poco visibles o desaparecen.
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Foto 103. Trofozoito de Entamoeba hystolitica.

Foto 104. Quiste de Entamoeba hystolitica
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Cryptosporidium sp.

Fig. 31. Esquema de Cryptosporidium sp.

Considerado un parasito oportunista o enteropatogeno de distribucion mundial. Se
presenta el padecimiento en la poblacion infantil, como una de las causas de diarrea
autolimitada, por lo que hay que descartar a este agente etioldgico como causa de diarrea.
La criptosporidiosis enfermedad, se encuentra mas frecuente en individuos
inmunocomprometidos o con pacientes VIH (+).

Se presenta en el estadio de ooquiste, en materia fecal, de forma esférica u ovoide
de 4 a 6 um de diametro. Cuando se observa a esta estructura se le ve una doble pared y en
su interior 4 esporozoitos en forma de pequefios gusanos, aun cuando también se pueden
observar ooquistes sin esporozoitos formados. Con menos frecuencia se observan
ooquistes en proceso de desenquistamiento.
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Foto 105. Ooquiste de Cryptosporidium sp
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Trypanosoma cruzi
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Fig. 32. Esquema de Trypanosoma cruzi

La enfermedad de Chagas es la infeccion causada por este parasito en el hombre y
animales. Los triatdminos (artropodos) son los que transmiten el parasito.

Trypomastigote: es un flagelado de cuerpo alargado que mide unas 20-25 micras de
longitud. Presenta un gran ntucleo. Del cinetoplato surge la membrana ondulante que
recorre al parésito a todo lo largo de su cuerpo, saliendo libre en la porcion anterior ya
como flagelo para moverse activamente. El citoplasma es poco granuloso. A este estadio
morfolédgico se le encuentra en la sangre.

Promastigote: es una estadio flagelado alargado de 20 a 25 micras de longitud en el que el
cinetoplasto se localiza en porcidn anterior y lejano al ntcleo del cual emerge el flagelo sin
formar membrana ondulante, sale libre por la porcion anterior del cuerpo, es de duracion
fugaz.

Epimastigote: es el aspecto fusiforme con 20 a 25 micras de longitud, en el que el
cinetoplasto ha migrado desde la porcion anterior del cuerpo hasta localizarse en posicion
anterior pero cercana al nucleo, el flagelo forma una pequenia membrana ondulante. Este
estadio morfoldgico se multiplica en el intestino de los triamominos profusamente (vector).
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Amastigote: es la forma redondeada. Mide 2-2.5 micras, sin flagelo libre, pero se puede
observar al flagelo dentro de una bolsa, presenta un gran nicleo y cinetoplasto. Este
estadio morfoldgico se encuentra en el interior de la célula del huésped.

Foto 106. Tripomastigote deTrypanosoma cruzi
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Leishmania chagasi

Fig. 33. Esquema de
Leishmania chagasi

Foto 107. Amastigote de
Leishmania chagasi.

La leismaniasis es una enfermedad de la piel, mucosa y visceras que afecta al
hombre y animales causando diversos “complejos” del género Leishmania y transmitidas
por pequefios moscos de la familia Psychodidae. En su ciclo biologico Leishmania pasa
por dos estadios: amastigote y promastigote.

Amastigote: tiene forma redondeada y oval, 2-7 micras de didmetro, consta de
membrana, citoplasma, nucleo esférico, compacto con cromatina granulomatosa,
cinetoplasto de forma bacilar y rizoplasto que se convertird en flagelo en el siguiente
estadio.

Promastigote: es fusiforme, mede de 16-18 micras de longitud, posee nucleo central
y blefaroplasto situado en posicion anteronuclear de donde emerge un flagelo que sin
formar membrana ondulante emerge por las porcion anterior.
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Toxoplasma gondii
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Fig. 34. Esquema de Toxoplasma gondii

La toxoplasmosis es una enfermedad parasitaria producida por el agente etioldgico
Toxoplasma gondii; generalmente este parasito se encuentra causando meningoencefalitis
en recién nacidos. Tiene tres formas que son importantes:

Endozoito, taquizoito o trofozoito: tiene forma ovalada, ligeramente arqueada, con
uno de sus extremos terminado en punta y el otro redondeado. Mide de 2 a 6 micras de
longitud y de 2 a 3 micras de ancho. El nucleo esta localizado en el centro. El citoplasma
ademas de Aparato Golgi, Ribosomas, Reticulo Endoplasmico Rugoso y Mitocondrias.
Carece de organelos de locomocién y su desplazamiento lo hace por flexion del cuerpo por
deslizamiento. Es intracelular obligado.

Quiste: su tamano depende del numero de bradizoitos que contenga cada quiste en
su interior, varia de 50 a 200 micras. Son esféricos cuando se localizan en cerebro u otros
organos y adoptan la forma alargada en el tejido muscular o en el corazon.

Ooquiste: resulta de la reproduccion sexual que tiene lugar en el epitelio intestinal
del vector. Son esféricos u ovales y miden en promedio 12 micras de largo por 11 de ancho,
en su interior hay un esporoblasto que se divide de dos porciones, dando lugar a dos
esporoblastos.
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Foto 108. Quiste de Toxoplasma
gondli.

Foto 109. Bradizoitos de Toxoplasma gondlii.
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Sarcocystis spp.

Fig. 35. Esquema de Sarcocystis spp.

La sarcosporidiosis es una infeccion parasitaria causada por varias especies del
genero Sarcocystis, en donde los huéspedes definitivos son carnivoros. La transmision del
huésped definitivo se realiza por ingesta de carne infectada con los quistes en las fibras
musculares o en el endotelio del higado u otros 6rganos del hospedador.

Fase Morfologia

Ooquiste Forma ovalada; mide entre 15 y 19 pm de largo por 15 a 20 um de ancho;
muestra una pared delgada y posee dos esporoquistes, cada uno de los cuales
contiene 4 esporzoitos en forma de salchicha y un cuerpo refringente residual.
Los esporoquistes miden entre 15 y 19 um de largo por 8 a 10 pm de ancho

Foto 110. Ooquiste muscular de Sarcocystis spp.
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En la materia de Microbiologia General se busca introducir al estudiante al Reino
Protista, no profundizando en técnicas de diagnostico y estructuras especializadas de cada
uno de los parasitos existentes, solo se enfoca al estudio de protozoarios. Es estudio de los
demas Phylum le corresponde a la asignatura de Parasitologia que cursara en semestres
posteriores.

Las siguientes imagenes son una muestra de los phylums que complementa la
asignatura de Parasitologia. Por lo tanto se incluye en el presente trabajo con caracter
ilustrativo e informativo.

PLATELMITOS

HELMITOS

Foto 111. Fasciola hepética.

Localizacion: Parasitan el higado, las vias biliares proximales y la vesicula biliar de
numerosos herbivoros, omnivoros y ocasionalmente los del hombre.
Mecanismos de transmision: Consumo de agua y vegetales silvestres.

CESTODOS
Foto 112. Foto 113. Foto 114.
Lavas cisticercoides de Hymenolepis nana. Dipylidium caninum.
Taenia solium.

Localizacion: Las tenias adultas en el intestino delgado de perros, gatos, cerdos y
accidentalmente en los humanos. Lavas cisticercoides accidentalmente en el
cerebro.

Mecanismos de transmisiéon: Consumo de agua y alimentos contaminados con
lavas cisticercoides o huevos.
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NEMATELMINTOS

y algunos carnivoros silvestres.

Foto 115. Ancylostoma canunum.
Localizacion: En la luz intestina, accidentalmente en pulmones, corazén de perros

Mecanismos de transmision: penetracion percutanea de la larva o ingestion de
alimentos contaminados con lavas o huevos.

Foto 116. Ascaris lumbricoides
(hembra).

Foto 117. Ascaris lumbricoides (macho).

humano.

Localizacion: En la luz intestina, accidentalmente en pulmones, corazén de

Mecanismos de transmision: Ingestion de alimentos contaminados con lavas o
huevos (producto contaminado con heces humanas).

>

Foto 118. Enterobius vermicularis (hembra gravida).
Localizacion: En la luz intestinal y ano de humano.
Mecanismos de transmisién: Ingestion de alimentos, introducir objetos
inanimados a la boca o las propias manos sin lavar (productos contaminado

con heces humanas).
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ARTROPODOS

A

Foto 119. Liendre (huevos) de Pediculus humanus capitis.
Localizacion: Piojo de la cabeza.
Mecanismos de transmision: por contacto corporal directo o
mediante fomites, como ropa, sombreros o gorras, y sabanas.

Foto 120. Phutirus pubis.

Localizacion: Piojo del pubis. Habita pelos
de pubis, region ano genital, muslos, axilas
y zonas muy pilosas de torax y abdomen.
Mecanismos de transmisién: por contacto
directo, generalmente por via sexual.

Foto 121. Cimex lectularius.

Localizacion: Chinche domestica que por el dia se
encuentran escondidos en las grietas del suelo y paredes,
colchones y almohadas. Y por las noches abandonan estos
refugios para alimentarse de sangre de sus hospederos.

Mecanismos de transmision: contaminacion de almohadas
colchones u otros objetos por huevos o ninfas. Los cuales
fueron desplazados de un sitio con infeccion a uno sin.
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Foto 122. Ctenocephalides felis.

Localizacidon: Desarrollo enterradas en el sitio alrededor de donde reposa el
hospedero (gato), pueden estar entre el pelo y en todo el cuerpo.
Mecanismos de transmision: Contacto directo con un hospedero parasitado.

MIASIS

Foto 123. Larva de Dermatobia homini.

Localizacion: Desarrollo subcutaneo en la piel.
Mecanismos de transmision: picadura de un mosquito infectado, fungiendo la funcién de

vector.

GARRAPATAS

Foto 124. Amblyoma spp.
Localizacion: Parasitando todo el cuerpo principalmente zonas obscuras o de dificil

alcance.
Mecanismos de transmisién: Ambiente contaminado (vegetacion, hospedadores

portadores)
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Foto 125. Otobius spp.

Localizacion: Fondo del oido externo del
hospedador.
Mecanismos de transmision: Ambiente
contaminado  (vegetacion, hospedadores
portadores)

Foto 126. Bophilus spp.

Localizacion:  Parasitando todo el cuerpo
principalmente zonas obscuras o de dificil alcance
de ganado.

Mecanismos de transmision: Ambiente
contaminado (vegetacion, hospedadores
portadores).

Foto 127. Sarcoptes scabiei

Localizacion: Parasitando todo el cuerpo,
produce la enfermedad conocida como
sarna.

Mecanismos de transmision: contacto
directo, o a través de fomites (prendas,
ropa, sabanas, toallas). En algunos casos se
puede adquirir por contacto con animales
infectados, sobre todo perros.
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TEMA 11

HONGOS

Los hongos son organismos eucariontes con nucleos bien organizados, cuya
membrana nuclear esta bien definida. Existen dos tipos de células fungicas, las somaticas
(con nucleo pequeiio y su division por mitosis ordinaria) y las reproductoras (nticleos mas
grandes y su division por meiosis). Al igual que otros eucariontes poseen mitocondrias,
sistema endomembranoso y una membrana basal bien organizada.

Los hongos presentan una pared celular rigida en la mayoria de los casos, la quitina
(N-acetil glucosamina) es el componente cuantitativamente mas importante pero también
contiene celulosa, glucanas y mananas. Asi como poseen células unicelulares (levaduras) o
multicelulares (filamentosos).

Los hongos presentan una morfologia muy variada. La tnica célula o el conjunto de
células que lo constituyen se denominan talo. En la naturaleza pueden encontrarse formas
muy simples como las levaduras, formas filamentosas multinucleadas y estructuras
macroscopicas mas complejas como las denominadas setas.

Levaduras: son hongos unicelulares. Pueden ser esféricos, ovoides, elipticas,
cilindricas o muy alargadas. Sus dimensiones varian entre 3 y 10u de ancho por 5 a 30u de
largo. La mayoria de las veces se encuentran aisladas. En algunos casos permanecen unidas
formando pseudohifas, cuyo entrecruzamiento constituye el pseudomicelio.

Filamentosos: estan formado por estructuras filamentosas, por lo tanto a su unidad
funcional se denomina hifa o filamento, y al conjunto de ellas micelio o talo. Las hifas son
mas resistentes a los efectos mecadnicos que las pseudohifas. Estas estan constituidas por
células unidas muy débilmente.

Los hongos son heterdtrofos, es decir, no pueden fotosintetizar por carecer de
cloroplastos y, por lo tanto, deben utilizar el carbono de los compuestos orgénicos. Se
nutren por absorcidn ya que no son capaces de incorporar nutrientes simples solubles.

Requerimientos nutricionales:

Carbono

Nitrogeno.

Vitaminas y factores de crecimiento.
Iones inorgénicos.

Otros elementos.
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Los factores ambientales que influyen sobre estos microorganismos para su
desarrollo son:

Temperatura (crecen a 0° y 55°C con un rango de 25-37°C)

pH (acidofilos pH 5.6)

Oxigeno.

CO,.

Humedad.

Luz (no es vital pero hay veces que juega un papel en la esporulacion).

Fig. 36.
Algunas estructuras de los
hongos filamentosos.

Fig. 37.

Algunas estructuras de los
hongos levaduriformes.
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Técnica de microcultivo.

1.

10.

11.
12.

13.

14.

15.

Cortar cuadritos de 1x1 cm” y 3 mm de espesor de medio de cultivo (SDA o ADP).
ideal para el crecimiento de hongos filamentosos Con ayuda de un bisturi estéril y
caliente. Todo se realiza dentro del perimetro del area de esterilizacion creada con
ayuda de un mechero.

El sistema para microcultivo esta compuesto de: una caja Petri de vidrio estéril, una
varilla de vidrio doblada en “V” estéril, un portaobjetos estéril y un cubreobjetos
estéril.

Con ayuda de unas pinzas de diseccion estériles acomodar el sistema dentro de la
caja Petri. Se coloca el portaobjetos encima de la varilla de modo que este no se
caiga 6 mueva con facilidad.

Se coloca el cuadro de medio de cultivo sobre el centro del portaobjetos.

Tomar con el asa en forma de “L” ¢l inoculo del hongo filamentoso previamente
seleccionado.

Inocular el medio en cada uno de los lados del cuadro de agar.

Colocar sobre el agar ya inoculado un cubreobjetos y presionar ligeramente para
que se adhiera al medio.

Adicionar de 5-10ml de agua glicerinada estéril en la caja Petri, teniendo cuidado de
no mojar el agar.

Incubar la caja a 25°C durante 5-7 dias.

Realizar observaciones minimo cada 12 horas hasta obtener un crecimiento
abundante.

Retirar el agua del microcultivo.

Adicionar 5Sml de formaldehido al 10% a la caja (sin tocar el portaobjetos) durante
15min, para inactivar el hongo.

Desprender con cuidado el cubreobjetos que se encuentre sobre el cuadro de agar y
colocarlo sobre un portaobjetos limpi6 que contenga una gota de azul de lactofenol.
Desprender con cuidado el cuadro de agar y colocar una gota de azul de lactofenol,
colocar un cubreobjetos sobre el colorante.

Observar las preparaciones a 10x y 40x.
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Fig. 38. Partes que conforman un microcultivo.

Foto. 12. Serie fotografica de microcultivos micoldgicos.
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Técnica de sembrado por puntos aislados para Hongos filamentosos.

1.- Se tiene un cultivo del hongo filamentoso ya sea en tubo
o en caja. Con ayuda del asa de siembra estéril en forma
de “L” se toma un inoculo ligero del hongo.

2.- El medio de cultivo en caja ya debera de estar
atemperado y libre de agua de condensacion.

3.- Se siembra en “puntos aislados”; estos puntos pueden ser
des uno o hasta 4. Esto se realiza haciendo contacto el
asa con el medio, sin picar el agar. Colocando asi el
inoculo solo sobre la superficie del medio.

4.- Incubar a 25°C durante 3-7 dias. Con revisiones diarias.

Aspergillus niger.

“ Foto 129. Cultivo en SDA de

Foto 130. Cultivo en SDA de
Aspergillus flavus.
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Fig. 39. Descripcion morfologia macroscépica de la colonia de los hongo
filamentoso.

Preparacion del hongo filamentoso con cinta de celofan adhesiva (diurex)
El procedimiento se lleva a cabo como sigue:

1. Al asa de siembra redonda colocarle un trozo de
cinta de 1 cm de ancho por 2cm largo. Apoyar el
lado engomado de un trozo de cinta adhesiva
transparente sobrante sobre la superficie de la
colonia filamentosa del hongo.

2. Colocar la cinta bien extendida sobre una gota de
azul de algodon lactofenol, a su vez, sobre un
portaobjetos limpio. Esterilizar el asa de siembra
flameandola durante 2min en el mechero.

3. Observar al microscopio a 40x para observar
estructuras del micelio reproductivo (o aéreo).
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Foto 131. Toma de una muestra de hongo filamentoso para
realizar una preparacion con cinta de celofan adhesiva
(diurex)

Preparacion para realizar la tincion de Azul de Algodon Lactofenol.

Se realiza empleando el procedimiento descrito a
continuacion:

1. Seleccionar una colonia aislada del hongo
filamentoso.

2. Calentar a la llama el asa de siembra en forma de
“L”.

3. Con la ayuda del asa, extraer un fragmento
triangular de la colonia que contenga ademdas un
poco de agar en la parte inferior.

4. Depositar el fragmento extraido sobre un
portaobjetos en el cual, previamente, se ha
depositado una gota de azul de algoddn lactofenol (ver anexo 10). Esterilizar el asa
de siembra flameandola 2min en el mechero.

5. Cubrir con un cubreobjetos limpio y presionar suavemente para dispersar la colonia
y el agar; de esta forma, la muestra estd disponible para su observacion al
microscopio a 40x.

150



Foto 132. Serie fotografica de Hongos filamentosos tefiidos con Azul de
Algodon Lactofenol: observando hongos hialinos (tefiido de azul) y
pigmentados (color nativo negro, café o rojizo)
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Técnica de sembrado, observacion y descripcion morfologica de Levaduras

Se tiene el cultivo de donde se tomara el inoculo de levadura para realizar la siembra
por dilucion (Técnica Americana) en medios especificos para levaduras como es el
SDA; esta misma técnica se puede utilizar cuando deseamos sembrar en medios
selectivos o diferenciales como es el caso del Cromoagar Candida, Niger o Biggy

Si las colonias tienen una consistencia seca o demasiado mucoide puedes realizar una
suspension en caldo nutritivo ajustada al 0.5 del Nefelometro de Mc Farland, para
poder realizar mejor la dilucion al sembrar.

Tomar el inoculo con asa de siembra redonda estéril ya se del cultivo en caja o de la
suspension.

Sembrar utilizando la técnica americana para obtener colonias aisladas (ver Tema 5).
Incubar a 37°C (p. ej. Candida sp.) durante 24-48 hrs.

Describir la morfologia colonial utilizando los mismos términos que describen una
colonia bacteriana (ver tema 5).

La observacion microscopica de las levaduras se realiza utilizando la tincion de Gram
(ver Tema 6). Describiendo la forma de la blastoconidias (redonda u ovalada) y
clasificandola como Gram (+) o (-) de acuerdo a su color tomado después de la tincion.

Foto 133. Morfologia colonial en Foto 134.Tinciéon de Gram (40x) de
SDA de una levadura: una levadura: Candida albicans
Candida albicans.
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TEMA 12

VIRUS

Los virus son particulas formados por acido nucleico y proteinas. Son agentes
infecciosos que se caracterizan por: ser parasitos intracelulares obligados. Miden entre los
20 a 259 nandmetros (nm). Los virus tienen una estructura elemental y un mecanismo
especial de replicacion. Estan formados por acidos nucleicos y proteinas. Los &cidos
nucleicos pueden ser ADN o ARN el cual puede estar envuelto o desnudo. Para su
replicacion necesitan una célula viva susceptible. Los viriones son formas extracelulares de
un virus que contiene el genoma (ADN o ARN).

Los virus se clasifican en funcion de varios criterios. Una forma es con base en su
acido nucleico: virus de DNA y virus con RNA, de cadena sencilla o doble, Unica o
segmentada, positiva o negativa. Un segundo aspecto es la forma de la cépside, de acuerdo
con la cual se conocen como virus icosaédricos y virus helicoidales.

Su replicacion se conoce con este nombre a la penetracion de un virus a una célula,
formacion de nuevos virus dentro de ésta y la eventual salida de estos para infectar nuevas
células. Cumpliéndose los siguientes pasos: Absorcion, penetracion, periodo de latencia,
maduracion y sintesis.
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Para poder estudiar lun virus en un paciente, serd necesario obtenerlo del producto
biologico relacionado con el sitio donde se pueda encontrar. El principio del estudio de los
virus sera, por consiguiente, la toma del bioldgico para tratar de observar el virus, pero esto
solo sera posible si el producto obtenido contiene células. Uno de los recursos para estudiar
los virus es su cultivo. Pero los virus no se cultivan artificialmente como las bacterias; solo
lo hacen en tejidos vivos, por lo que los métodos utilizados son embriones de pollo o lineas
celulares.

Se entiende por cultivo celular al conjunto de técnicas que permiten el
mantenimiento de las células 'in vitro', manteniendo al maximo sus propiedades
fisiologicas, bioquimicas y genéticas. Dependiendo del grado de preservacion de la
estructura del tejido o del 6rgano de origen y de su duracion hablaremos de diferentes tipos
de cultivos: de 6rganos, primarios o secundarios.

La introduccion del embrion de pollo como sistemas de cultivo y aislamiento para
virus, resulto un avance significativo sobre el uso de animales que era el unico sistema
disponible.

Las membranas embrionicas:

o Saco vitelino con su endotelio vascular, por lo cual se nutre el embrion. Sus funciones
son la formacion de sangre, absorcion de material nutritivo de la yema y transporte de
nutrientes al embrion.

o Saco amniotico se forma junto con el corion y envuelve el embridon. Este saco
membranoso y transparente se llena de un liquido incoloro, el liquido amnidtico.

o La membrana corioalantoidea envuelve todo el ambiente intraembrionario.

o La cavidad alantoidea est4 llena de liquido alantoideo que aumenta de volumen de 1
ml 7° dia a un maximo de 4-10 ml en el dia 13° dia.

Cuidados del huevo embrionado

Se deben utilizar incubados con temperatura Optima de 37°C, con humedad
relativamente de 60%. Es mejor mantenerlos con la concentracion de oxigeno normal del
aire (2%) y se deben mover los huevos por lo menos dos veces diarias. Los huevos se
colocan con la parte mas ancha hacia arriba, en el extremo por donde nacen los polluelos y
por el que se hacen la mayoria de las inoculaciones. Los huevos fecundados se incuban
hasta el momento de su inoculacion que suelen oscilar entre 6 y 14 dias.
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Efectos provocados en el embrion de pollo por algunos virus:

e Muerte embrionaria.

e Pustulas en la membrana.
e Hemorragias.

e Enanismo del embrion.

Ventajas:
e Se pueden adquirir con facilidad.
e (Costo accesible.
e Tamafio adecuado.

e No se forman anticuerpos contra el virus inyectado porque carecen de respuesta

inmune.

Fig. 40.

Partes de un huevo
embrionado.

Foto 135. Embrién de
pollo de 10 dias.
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Técnica de inoculacion en Saco vitelino

1. Localizar la camara de aire, verificar la viabilidad del embriéon y marcando su
posicion, asi como también marcar la cadmara de aire.

1. Desinfectar con alcohol o otro antiséptico la parte de la camara de aire.

2. Perforar con una lanceta en la camara de aire, lado opuesto al embrion.

3. Con ayuda de una jeringa de tuberculina provista de aguja no. 26 de 2", se cargara
0.2 ml de inoculo.
Introducir la jeringa hasta % de longitud del huevo por el orificio creado.

5. Inocular lentamente

6. Retirar la jeringa y cerrar el orificio con esmalte de ufias.

NOTA: si se trabaja con un virus

7. Incubar a 36°C por 48hrs. en condiciones de humedad.
8. Sacar los huevos de la incubadora, y llevarlos al refrigerador durante 30min para
inactivacion del virus.

Apertura del huevo embrionado

1. Quebrar el cascaron de la cdmara de aire con ayuda de unas pinzas de diseccion
golpeandola suavemente; con ayuda de estas mismas eliminar el cascaron de esta
zona. Esto realizarlo en condiciones de esterilidad.

2. Con las mismas pinzas estériles, romper la membrana del cascaron

3. Tratar de retirar con ayuda de las pinzas y tijeras, el contenido del cascaron en una
placa Petri estéril.

NOTA: En clase se inoculara un colorante (ejemplo: cristal violeta) en lugar de un virus y
posteriormente se obtendra el embrion en una caja Petri, después de quebrar el cascardn,
con el objeto de observar el saco vitelino tefiido. El colorante no debe aparecer en ningiin
otro lugar.
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Foto 136. Via de inoculacion por Saco vitelino. Tefiido con cristal violeta
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Técnica de inoculacion en Membrana corioalantoidea

1.

6.

7.

Verificar la viabilidad del embrion y marcando su posicion, asi como también
marcar la cdmara de aire.

Perforar con una lanceta el centro de la cdmara de aire.

Colocar el huevo horizontalmente y darle vuelta para localizar la zona contraria al
embrion (de modo que el embridén quede en la parte inferior).

Con ayuda de la lanceta perforar por arriba de la posicion del embridén evitando
causar hemorragias.

Ejercer succion con ayuda de una pera (propipeta) pegada al orificio creado en la
camara de aire para desaparecer estd. Con esto se produce la caida de la membrana
corioalantoidea formando una camara artificial donde se encuentra el segundo
orificio.

Con ayuda de una jeringa de tuberculina provista de aguja no. 26 de '%”, se cargara
0.2 ml de inoculo.
Inocular lentamente. Introduciendo solo medio centimetro de la aguja.

NOTA: si se trabaja con un virus

8.
9.

Retirar la jeringa y propipeta, cerrar los orificios con esmalte de uiias.
Incubar los huevos en forma horizontal en la incubadora a 36°C por 4-5 dias.

10. Sacar los huevos de la incubadora, y llevarlos al refrigerador durante 30min. Para la

inactivacion del virus.

Apertura del huevo

1. Quebrar el cascardn de la cdmara de aire con ayuda de unas pinzas de diseccion
golpeandola suavemente; con ayuda de estas mismas eliminar el cascarén de
esta zona. Esto realizarlo en condiciones de esterilidad.

2. Con las mismas pinzas estériles, romper la membrana del cascaron y
corioalantoidea.

3. Abhora, tratar de tirar con ayuda de las pinzas y tijeras el embrion de pollo, para
depositarlo en una placa Petri.

4. Observa el los efectos producidos sobre la membrana corioalantoidea que se

queda unida al cascaron

NOTA: En clase se inoculara un colorante en lugar de utilizar un virus y posteriormente
obtendra el embrion después de quebrar el cascaron, con el objeto observarla cdmara
corioalantoidea tefiida.
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Foto 137. Inoculacion en membrana Corioalantoidea. Tenida
con cristal violeta.
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Técnica de inoculacion en Cavidad alantoidea

1.

whwDo

7.
8.

Localizar la cédmara de aire y verificar la viabilidad del embrion y marcar
suposicion.

Desinfectar con alcohol u otro antiséptico la parte de la camara de aire.

Colocar el huevo en posicion vertical con la cdmara de aire hacia arriba.

Perforar con una lanceta el centro de la cdmara de aire.

Con ayuda de una jeringa de tuberculina provista de aguja no. 26 de '4”, se cargara
0.2 ml de inoculo.

Introducir la jeringa por el orificio formado, introducir la mitad de la aguja
formando un angulo de 45° hacia el borde de la camara de aire (donde termina la
camara de aire, extremo contrario al embrion de pollo).

Inocular lentamente, es decir, descargar la jeringa lentamente.

Retirar la jeringa y cerrar el agujero con esmalte de ufas.

NOTA: si se trabaja con un virus

9.

Incubar a 36°C por 48hrs. con humedad.

10. Sacar los huevos de la incubadora, y llevarlos al refrigerador durante 30min. para

provocar la muerte del embrion.

Cosecha del liquido de alantoideo

1.

Quebrar el cascarén de la camara de aire con ayuda de unas pinzas de diseccion
golpeandola suavemente; con ayuda de estas mismas eliminar el cascaron de esta
zona. Esto realizarlo en condiciones de esterilidad.

Con las mismas pinzas estériles, romper la membrana del cascarén

Con una jeringa de 5ml estéril cargar el liquido contenido en esta cavidad. Tener
cuidado de no regar el liquido amniotico. Colocarlo en un tubo estéril y refrigerarlo
hasta su posterior uso.

NOTA: En clase se inoculara un colorante en lugar de un virus. Se obtendra el embrion
tratando de no romper alguna cavidad, con el objetivo de ver la cavidad alantoidea tefiida.
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Foto 138. Inoculacion en Cavidad alantoidea. Liquido
alantoideo tefido con cristal violeta.
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Técnica de inoculacion en Liquido amnidtico

1. Localizar la camara de aire y verificar la viabilidad del embrion y marcar
suposicion.
2. Desinfectar con alcohol u otro antiséptico la parte de la camara de aire.

(O8]

Perforar con una lanceta el centro de la camara de aire.

4. Con ayuda de una jeringa de tuberculina provista de aguja No. 26 de 42", se cargara
0.2 ml de inoculo.

5. Introducir la jeringa por el orificio creado hasta llegar al embrion. Al llegar a esté
zona (cavidad amnidtica).

6. Inocular lentamente.

7. Retirar la jeringa y cerrar el orificio con esmalte de uias.

NOTA: si se trabaja con un virus

8. Incubar a 36°C con humedad por 48hrs.
9. Sacar los huevos de la incubadora, y llevarlos al refrigerador durante 30min. Para la
inactivacion del virus.

Cosecha del liquido amniotico

1. Quebrar el cascarén de la camara de aire con ayuda de unas pinzas de diseccion
golpedndola suavemente; con ayuda de estas mismas eliminar el cascaron de esta
zona. Esto realizarlo en condiciones de esterilidad.

2. Tratar de tirar con ayuda de las pinzas y tijeras el embrion de pollo, para depositarlo
estérilmente en una placa Petri.

3. Con una jeringa de 5 ml estéril cargar el liquido contenido en cavidad alantoidea.
Tener cuidado de no romper la cavidad amniotica y regar el liquido amnidtico.

4. Una vez recogido todo el liquido alantoideo, con otra jeringa estéril punzar el
embridn que se tiene a la vista y retirar el liquido de la cavidad amnioética, este debe
de ser transparente. Colocarlo en un tubo estéril y congelarlo a hasta su posterior
uso.

NOTA: En clase se inoculara un colorante en lugar de un virus. Se obtendrd el embrion
tratando de no romper alguna cavidad, con el objetivo de observarla cavidad amniotica
tefiida.
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Foto 139. Inoculacién en cavidad amniodtica. Liquido amniotico
tefiido con cristal violeta.
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CONCLUSIONES

Se comprendid que esta guia es un documento que orienta y dirige al consultor a un
estudio introductorio de los diferentes microorganismos. Al no ser un manual de
Microbiologia General no cuenta con un apartado para que el lector plasme alguna
informacion obtenida durante la reproduccion de algun método o técnica.

La “Guia Practica de Microbiologia General”, servirda como material de apoyo ya que
contiene informacion, técnicas y métodos actualizados y resultados fotograficos
confiables, los cuales le facilitaran al estudiante adquirir los conocimientos necesarios
para interpretar y solucionar problemas que puedan surgir en la practica microbioldgica
laboral.

Se logro realizar una biisqueda amplia de la informacion literaria y digital de los temas
que comprenden esta guia, logrando tomar las mejores referencias, técnicas y métodos
utilizados actualmente en el estudio de los diferentes microorganismos; determinando
que el Internet es una fuente de informacidn primaria y muy consultada por estudiantes
o profesionales, en algunos casos no es de gran utilidad ya que contiene excesiva
informacion no concreta.

Se logro ajustar algunas de las técnicas y métodos empleados en las actividades
experimentales a las condiciones, material, equipo y tiempo requerido en el laboratorio
de Microbiologia de FES Cuautitlan.

Se logro obtener los mejores resultados durante la reproduccion de las técnicas y los
métodos de estudio microbioldégico ya implementadas en el area, asi como las
innovadas. Con la observacion de las fotografias obtenidas lograremos que el consultor
observe mas facilmente los resultados que probablemente obtendra al reproducir las
técnicas o métodos que en esta guia se plantean.

La introduccion al tema, diagramas de flujo, descripciones detalladas del procedimiento
y figuras ilustrativas; de las técnicas y métodos de esta guia afianzaran conocimientos,
desarrollaran y fortaleceran habilidades y/o destrezas para introducirse al estudio de los
diferentes microorganismos.

La Guia Practica de Microbiologia General tiene la flexibilidad de ser mejorada con la

experiencia y conocimientos de los BQD’s, QFB’s y Lic. en Farmacia, para adecuarla a
las necesidades del Area en la cual se implementara.
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SUGERENCIAS

Durante la reproduccion de las técnicas y de los métodos que conforman esta guia, se
detecto una deficiencia en material, reactivos, equipos que imposibilitaron la
actualizacion o cambio de algunas técnicas o métodos. Por lo que se sugiere mas apoyo
en el presupuesto de esta area, ya que la tecnologia en el estudio de los diferentes

microorganismos se encuentra mas avanzada y automatizada.

El material necesario para innovar las practicas experiméntales en el area de la
microbiologia requiere mayor inversidn econdmica ya que su costo es elevado; por lo
que se recomienda hacer participes a los alumnos en la adquisicion del material, de

igual forma aceptando donaciones de instituciones.

Al no contar con el material necesario para realizar alguna de las técnicas o métodos
aqui mostrados, el académico tiene la habilidad para realizar una clase demostrativa
virtual, ya que las imagenes aqui mostradas pueden servir para que el alumno visualice

los resultados esperados al reproducir cada uno de estas técnicas o0 métodos.

Se buscara con el tiempo que este material didactico se pueda publicar; teniendo un
acceso libre y de bajo costo para los consultores; ya que con este material en sus manos
y con una calidad de impresion a color observarian mejor cada una de las imagenes aqui
mostradas y seria practico para la consulta cada una de las técnicas o métodos aqui

descritos.
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“Dime y lo olvido, enseriame y lo
recuerdo, involucrame y lo aprendo.”

Benjamin Franklin

No es suficiente el enseriar porque todo esta escrito en libros, articulos y mas; lo
importante es aprender; involucrarnos en las técnicas y métodos que nos enserian.
Escuchando los consejos de las personas que nos dedican parte de su tiempo para

compartirnos sus conocimientos y nosotros dedicando tiempo a la investigacion para
ampliar el panorama de conocimiento.

La realizacion de esta esta guia no busca que te conviertas en una persona reproductora
de recetas si no que te conviertas en una persona que analice lo que sucede en cada
actividad realizada, ya que en la vida laboral se tendran que tomar decisiones que nuestra
formacion profesional como QFB, BOD o Lic. Farmacia nos ayudara a que sean las
mejores.
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ANEXO 1. FORMA DEUTILIZAR EL AUTOCLAVE

Procedimiento para utilizacion de la autoclave.

Fig. 41. Partes de una autoclave de gas

A. Nivel de agua: Revisar el nivel de agua conocido por la marca (3) en la autoclave o a
nivel de la parrilla si la contiene. En caso de ser necesario agregar agua destilada.

B. Temperatura: Si la autoclave es de gas, encender el mechero de bunsen en su alto
nivel de flama. Si la autoclave es eléctrica conectar y colocar la perilla de control en
calentamiento alto. Esperar a que comience la ebullicion.

C. Material a esterilizar: Introducir medios de cultivo y/o materiales a esterilizar en la
canastilla (2), colocar esta dentro de la olla (4).

D. Cerrado de Autoclave: Colocar la manguera de descarga aire/vapor (5) en el canal (1)
para esta manguera que se encuentra en la canastilla (2). Antes de colocar
correctamente la tapa (6). Nivelar la tapa para evitar fugas de vapor. Y proceder a subir
las mariposas (10) para comenzar el cierre de la autoclave. Apretar las mariposas de dos
en dos en posicion encontrada.

E. Purgado: Esperar a que salga el vapor de agua por el orificio de purgado (9), siendo
este continuo espere 2 minutos, cierre el orificio de purgado con la valvula de seguridad
(8).

F. Tiempo de Esterilizacion: Dejar que el equipo se caliente hasta alcanzar las
condiciones deseadas de esterilizacion (p.ej.121°C/151lb) revisando continuamente la
escala del manometro (7). Una vez alcanzada la temperatura debera bajarse el nivel de
calentamiento, si es eléctrica la autoclave se movera la perilla de control al nivel medio
o bajo; si es de gas se bajara la intensidad de la flama. De modo que se mantenga la
temperatura constante. Mantener el equipo a la temperatura deseada durante el tiempo
deseado (p. ¢j. 15 min. o 10 min.).

G. Salida del material: Apagar la autoclave una vez transcurrido el tiempo deseado y
dejar que la presion y temperatura baje al valor “0”. Abrir la valvula de seguridad (8) y
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con ayuda de guantes de asbesto o una jerga humeda procedes a aflojar y retirar las
mariposas (10). Cuidadosamente retirar la tapa (6) de atras hacia adelante para evitar
quemaduras por la salida de vapor. Puedes retirar la canastilla (2) o Unicamente el
material esterilizado.

Fig.42. Procedimiento para utilizar la autoclave de gas.

Material a esterilizar

Salida del Material
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ANEXO 2. PREPARACION DE DIFERENTES TIPOS DE MATERIAL PARA SU
ESTERILIZACION.
Fig. 43 Preparacion de una caja Petri para esterilizacion

Fig. 44 Preparacion de una pipeta para esterilizacion
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Fig. 45. Elaboracion de un hisopo.

Fig. 46. Preparacion de par de hisopos de madera/algodon para esterilizacion.
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Fig. 47. Elaboracion de capuchon para matraz.

v LY
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1
___________________ S | o ! G i
1 1 Ay
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2) Después otravezala 3) Ahora solo se doblaran las puntas del
mitad. Pero sin dejarlo extremo superior.

1) Doblar a la mitad el doblado solo para marcar

papel. que ahi es la mitad.
4
) A .
4) Doblar lo que queda del extremo inferior ) Doblar hacia enfrente la punta del exiremo
primero uno hacia enfrente y el otro hacia atras. izquierdo y del derecho. Colocar cinta para evitar

el desdoblamiento o doblar un poco mas uno de
los extremos para entrelazarlos

Fig. 48. Elaboracion de tapon de algodon para matraz o tubo.
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ANEXO 3. CALCULO DEL MIC DEL DESINFECTANTE COMERCIAL

El marbete del desinfectante ANTIBENZIL ® Menciona que la solucion
concentrada contiene por cada 100 ml.: cloruro de benzalconio 1.0 g. nitrito de sodio 0.5 g.
vehiculo c.b.p. El agente desinfectante es el cloruro de benzalconio por lo que su
concentracion es la de importancia; en el caso del nitrito de sodio forma parte de la solucién
y su importancia radica en prevenir la aparicion de 6xido de fierro en superficies de metal.

Por lo que en nuestra serie de diluciones en tubo quedarian con las siguientes
concentraciones (fila de color azul):

Tubo 1 2 3 4 5 6 7
Dilucion Concentrado 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64
Concentracion 10 5 2.5 1.25 0.625 | 0.3125 | 0.15625
Tubo 8 9 10 11 12 13
Dilucién 1/128 1/256 1/512 | 1/1024 | 1/2048 | 1/4096
Concentracion | 0.07812 | 0.03906 | 0.01953 | 0.00651 | 0.00325 | 0.00163

En la Foto 21 podemos observar que nuestra concentracion minima inhibitoria se
encuentra en el tubo numero 9, correspondiente al cuadrante 9 del medio de cultivo SDA
(foto 21B). La cual se comprobd al sembrar en este medio ya que el color propio del
desinfectante y el efecto espumante de este, impidi6 observar la MIC en los tubos.
Concentracion correspondiente al tubo nueve es de 0.03906 mg/ml de cloruro de
benzalconio.

Por lo que podemos concluir que la menor concentracion de cloruro de benzalconio
ala que es capaz de inhibir el desarrollo de Candida albicanses de 0.03906 mg/ml.
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ANEXO 4. MEDIOS DE CULTIVO.

Medio Cooked Meat

Medio Cooked Meat proporciona un entorno favorable para el crecimiento de anaerobios
dado que la proteina muscular en los granulos del tejido cardiaco constituye una fuente de
aminoacidos y otros nutrientes. El tejido muscular también proporciona reduccion de
sustancias, en especial la glutianona. Los grupos sulthidrilo, que ejercen un efecto de
reduccion, estan mas disponibles en la proteina desnaturalizada; por consiguiente, las
particulas de carne se cocinan para uso en el medio. El crecimiento se indica mediante
turbidez y, en el caso de algunos organismos, con la presencia de burbujas de gas en el
medio. La férmula de BBL, el contenido de corazén de res se expresa como el peso de los
granulos secos de tejido cardiaco. La desintegracion y oscurecimiento de las particulas de
carne indican protedlisis. Deben realizarse tincion de Gram o tincidon de esporas para
determinar la forma y ubicacion de las esporas.

Formula aproximada por litro de agua destilada

Grénulos de tejido cardiaco 98.0 g
Digerido péptico de tejido animal 200 ¢g
Dextrosa 20¢g

Cloruro sédico 50¢g

Técnica de inoculacion para la proliferacion de anaerobios que se encuentran en la tierra:

1. Se necesita un tubo con medio Cooked Meat estéril.

Se localiza la zona donde se va a tomar la muestra de tierra. Con ayuda de una espatula
se realizar un agujero de unos 15 a 20 cm de profundidad.

3. Se destapa rapidamente el tubo y con ayuda de espatula se procede a agregar
aproximadamente 2 cm de tierra (medida con relacion al tamafio del tubo). Se cierra
perfectamente el tubo.

4. En un contenedor con agua colocar el tubo o los tubos de forma vertical con las tapas
flojas, para dar mejores condiciones anaerobias se dejan hervir durante 10 min. Enfriar.

5. Incubar a temperatura ambiente. Se requiere que las bacterias estén en la etapa de
esporulacion se deja aproximadamente de 8 a 15 dias.

6. Observar el crecimiento (turbidez) en medio de cultivo y apariencia los pellet de carne.

7. Al abrir el tubo realizarlo en direccion contraria a la posicion de quien manipula para
dejar escapar el gas.

8. Realizar tincion de esporas o Gram para determinar la forma y ubicacion de las esporas.
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Foto 140. Inoculacion e Incubacion de medio de cultivo Cooked meat.
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AGAR DE SAL Y MANITOL
USoO
Medio selectivo empleado para aislamiento de estafilococos a partir de diversas muestras.
PRINCIPIO

La degradacion del manitol con produccion de acido cambia el color del medio, de rosado a
amarillo. La formacion de colonias de estafilococos no patdégenos son de tamafio pequeiio rodeadas
de una zona roja. Los estafilococos patogenos producen 4cido del manitol, desarrollan colonias mas
grandes rodeadas de una zona amarilla. Si se agrega a cada litro de medio, una yema de huevo en
condiciones de esterilidad, los estafilococos, que ademas de fermentar el manitol producen lipasa,
dardn un precipitado amarillento de Aacidos grasos alrededor de la colonia. Este fenémeno
comprueba la propiedad de coagular el plasma que presentan los estafilococos patdogenos coagulasa
positivos. La elevada concentracion de cloruro de sodio inhibe a la mayoria de las bacterias que son
halo-sensibles y favorecen a los estafilococos halo-resistentes.

Sembrar la muestra en estudio en la superficie del medio de cultivo por estria cerrada. Incubar 24 —
48 ha35°C.

FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA
Agar 15.0 D-Manitol 10.0
Cloruro de sodio 75.0 Peptona especial 10.0
Extracto de carne 1.0 Rojo de fenol 0.025
pH 7.4+0.2

PREPARACION

Rehidratar 111 g del medio en un litro de agua destilada. Reposar 10 a 15 minutos. Calentar
agitando frecuentemente hasta el punto de ebullicion durante 1 minuto para disolverlo por
completo. Esterilizar en autoclave a 121°C (15 Ib de presion) durante 15 minutos. Enfriar
aproximadamente a 45°C. Vaciar en cajas de Petri estériles. Conservar en refrigeracion de 2 a 8°C.

CONTROL DE ACTIVIDAD
MICROORGANISMO CEPA RESULTADO
Escherichia coli ATCC 25922 Crecimiento inhibido
ATCC 25923 Colonias con pigmento amarillo caracteristico y halo de
Staphylococcus aureus . . ..
color amarillo (manitol positivo)
Staphylococcus ATCC 12228 Colonias blancas, sin halo amarillo (manitol negativo)
epidermidis
Proteus mirabilis ATCC 12453 Inhibicion parcial

DIBICO S.A. DE C.V. MEXICO, D.F.
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AGAR DE MAC CONKEY
USO

Es un medio selectivo y diferencial para el aislamiento de organismos coliformes, Salmonella y
Shigella a partir de diversas muestras.

PRINCIPIO

Las sales biliares y el cristal violeta inhiben el crecimiento de gérmenes Gram positivos. La lactosa
y el indicador de pH rojo neutro, permiten la diferenciacion de las bacterias lactosa positiva
(colonias rosa intenso con halo de precipitacion), de las no fermentadoras (colonias transparentes o
ambar).

Sembrar el medio de cultivo con la muestra problema por estria cruzada. Incubar 24 h a 35°C.

FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA
Agar 13.5 Mezcla de sales biliares 1.5
Cloruro de sodio 5.0 Peptona especial 3.0
Cristal violeta 0.001 Peptona de gelatina 17.0
Lactosa 10.0 Rojo neutro 0.03
pH 7.1+£02
PREPARACION

Rehidratar 50 g del medio en un litro de agua destilada. Reposar 10 a 15 minutos. Calentar agitando
frecuentemente hasta el punto de ebullicion durante 1 minuto para disolverlo por completo.
Esterilizar en autoclave a 121°C (15 lbs de presion) durante 15 minutos. Enfriar aproximadamente a
45°C. Vaciar en cajas de Petri estériles. Conservar en refrigeracion de 2 a 8°C.

CONTROL DE ACTIVIDAD
MICROORGANISMO CEPA RESULTADO
Escherichia coli ATCC 25922 Colonias grandes, rosa intenso con halo de precipitacion
Salmonella typhimurium ATCC 14028 Colonias medianas, incoloras transparentes
o ATCC 12453 Colonias grandes, incoloras opacas, inhibicion total o
Proteus mirabilis . .
parcial del swarming
Enterococcus faecalis ATCC 29212 Inhibicion parcial
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Crecimiento inhibido

DIBICO S.A. DE C.V. MEXICO, D.F.
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AGAR PARA SALMONELLA Y SHIGELLA
USoO

Medio selectivo y diferencial para el aislamiento de Salmonella y Shigella a partir de diversas
muestras.

PRINCIPIO

Las bacterias Gram positivas, algunas especies de Proteus y bacilos coliformes son inhibidos por
las sales biliares, citrato de sodio y verde brillante. La diferenciacion de los microorganismos se
logra por la lactosa. Las bacterias que fermentan la lactosa producen 4cido, el cual al reaccionar con
el indicador rojo neutro, forman colonias rojas a rosa intenso, las no fermentadoras observan
incoloras a rosa palido. El tiosulfato de sodio y el citrato férrico de amonio, facilitan la deteccion de
sulfuro de hidrogeno, manifestandose por colonias con centro negro. Por ser un medio con alto
poder de inhibicion se recomienda utilizarlo paralelamente a otros medios de cultivo menos
inhibidores como Agar Mac Conkey, Agar Eosina Azul de Metileno, Agar Tergitol 7 o Agar XLD.
Sembrar por estria cruzada la superficie del medio de cultivo con la muestra problema. Incubar 24 h
a35°C.

FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA

Agar 13.5 Peptona especial 5.0
Citrato férrico de amonio 1.0 Rojo neutro 0.025
Citrato de sodio 8.5 Sales biliares 8.5
Extracto de carne 5.0 Tiosulfato de sodio 8.5
Lactosa 10.0 Verde brillante 0.00033
pH 7.0£0.2
PREPARACION

Rehidratar 60 g del medio en un litro de agua destilada. Reposar 10 a 15 minutos. Calentar agitando
frecuentemente hasta el punto de ebullicion durante 1 minuto para disolverlo por completo. NO
ESTERILIZAR EN AUTOCLAVE. Vaciar en cajas de Petri estériles. Conservar en refrigeracion

de 2 a 8°C.
MICROORGANISMO CEPA RESULTADO

Escherichia coli ATCC 25922 Marcada inhibicion o colonias rosa intenso con halo de
precipitacion

Salmonella typhimurium ATCC 14028 Colonias medianas, incoloras transparentes con centro
negro

Shigella flexneri ATCC 12022 o | Colonias pequeiias, incoloras transparentes

9199

Salmonella typhi ATCC 19430 Colonias pequeiias, incoloras transparentes con o sin
centro negro

Staphylococcus aureus ATCC 25923 Crecimiento inhibido

Enterococcus faecalis ATCC 29212 Crecimiento inhibido o colonias puntiformes, rosa opacas

DIBICO S.A. DE C.V. MEXICO, D.F.

178



AGAR CON EOSINA Y AZUL DE METILENO
USO

Es un medio ligeramente selectivo y diferencial para el aislamiento de microorganismos entéricos a
partir de diversas muestras.

PRINCIPIO

El Agar con Eosina y Azul de Metileno es una combinacion del medio de Levine y el de Holt-
Harris y Teague, contiene una mezcla de peptonas segin Levine y presenta dos carbohidratos
lactosa y sacarosa.

Este medio de cultivo permite una diferenciacion muy clara entre las colonias de organismos
fermentadores de lactosa y aquellos que no la fermentan; el contenido de eosina y azul de metileno
inhiben en cierto grado organismos Gram positivos. La presencia de sacarosa permite para algunos
miembros del grupo coliforme fermentarla con mas facilidad que la lactosa. Las colonias lactosa
positiva son azules a moradas con brillo metalico o poseen centros oscuros con periferias
transparentes incoloras y lasque son negativas en lactosa o sacarosa, se observan incoloras o rosa
palido transparentes.

Sembrar el medio de cultivo con la muestra de ensayo por estria cruzada. Incubar 24 — 48 h a 35°C.

FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA
Agar 13.5 Lactosa 5.0
Azul de metileno 0.065 Peptona especial 10.0
Eosina Y 0.4 Sacarosa 5.0
Fosfato dipotasico 2.0 pH 7.2+0.2

PREPARACION

Rehidratar 36 g del medio en un litro de agua destilada. Reposar 10 a 15 minutos. Calentar agitando
frecuentemente hasta el punto de ebullicion durante 1 minuto para disolverlo por completo.
Esterilizar en autoclave a 121°C (15 Ibs de presion) durante 15 minutos. Enfriar aproximadamente a
45°C. Vaciar en cajas de Petri estériles. Conservar a temperatura ambiente.

CONTROL DE ACTIVIDAD
MICROORGANISMO CEPA RESULTADO

Escherichia coli ATCC 25922 Colonias azul a moradas, con brillo metalico
azul verdoso

Enterococcus faecalis ATCC 29212 Inhibicion parcial

Salmonella typhimurium ATCC 14028 Colonias incoloras, transparentes

Shigella flexneri ATCC 12022 0 Colonias incoloras, transparentes

9199

Staphylococcus aureus ATCC 25923 Crecimiento parcialmente inhibido o colonias
puntiformes (1)

Candida albicans ATCC 10231 Colonias plumosas, rosa palido atipicas

DIBICO S.A. DE C.V. MEXICO, D.F.
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AGAR VERDE BRILLANTE
USO

Medio de cultivo selectivo y diferencial para el aislamiento de Salmonella (excepto S. typhi 'y
Shigella ) a partir de diversas muestras.

PRINCIPIO

La selectividad de este medio se basa en la concentracién del verde brillante, que inhibe
microorganismos Gram positivos y parcialmente a Gram negativos. La lactosa y la sacarosa
permiten diferenciar la flora acompafante que utiliza estos carbohidratos, del género Salmonella
que no los degrada.

La muestra debe inocularse en Caldo Tetrationato (No. Catalogo 1036), medio de enriquecimiento
selectivo para el aislamiento del género Salmonella. Los subcultivos, pueden efectuarse sembrando
sobre la superficie del medio de cultivo por estria cruzada en Agar de Mac Conkey, Agar Verde
Brillante y Agar para Salmonella y Shigella. Incubar 24 h a 35°C. Las colonias tipicas de
Salmonella son translucidas, ligeramente rojas a rosa con halo rojo brillante. Los organismos
fermentadores de lactosa y/o sacarosa que desarrollan en el medio se diferencian facilmente por la
formacion de colonias amarillo verdosas rodeadas de una zona amarilla verdosa intensa.

FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA
Agar 20.0 Peptona especial 10.0
Cloruro de sodio 5.0 Rojo de fenol 0.08
Extracto de carne 3.0 Sacarosa 10.0
Lactosa 10.0 Verde brillante 0.0125
pH 6.9+0.2
PREPARACION

Rehidratar 58 g del medio en un litro de agua destilada. Reposar 10 a 15 minutos. Calentar agitando
frecuentemente hasta el punto de ebullicion durante 1 minuto para disolverlo por completo.
Esterilizar en autoclave a 121°C (15 Ibs de presion) durante 15 minutos. Enfriar aproximadamente a
45°C. Se puede agregar 3.0 ml de una solucion de 2,3,5- Clorhidrato de Trifenil-Tetrazolio estéril al
1%. Vaciar en cajas de Petri estériles. ES IMPORTANTE PROTEGERLO DE LA LUZ.
Conservar en refrigeracion de 2 a 8°C.

CONTROL DE ACTIVIDAD
MICROORGANISMO CEPA CRECIMIENTO

Escherichia coli ATCC 25922 | Inhibido o colonias amarillas a verdes

Salmonella typhimurium ATCC 14028 | Bueno, colonias rosa a rojas , translucidas con halo rojo
brillante

Proteus mirabilis ATCC 12453 | Inhibido o colonias rosa a rojas, translucidas, pueden
presentar swarming

Staphylococcus aureus ATCC 25923 | Inhibido

Salmonella typhi ATCC 19430 [ Inhibido

DIBICO S.A. DE C.V. MEXICO, D.F.
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AGAR DE MUELLER HINTON

USO: Para pruebas se susceptibilidad antimicrobiana de bacterias patdgenas de importancia clinica
por el método de difusion en disco (Kirby-Bauer).

PRINCIPIO

La peptona de caseina acida y la infusién de carne de res proporcionan los nutrientes necesarios
para favorecer el crecimiento, estos ingredientes tienen un bajo contenido en timina y timidina que
evitan la interferencia en la determinacion de la CMI para el sulfametoxasol trimetoprim. El calcio
y el magnesio se adicionan para una mejor determinaciéon de la CMI, de acuerdo a la NCCLS MO07-
A6. Este medio adicionado con sangre de carnero al 5% (Agar Mueller-Hinton con sangre de
carnero No. de Catalogo 1225-P), se recomienda para la sensibilidad de Streptococcus viridans.
Cuando se agrega hemoglobina y enriquecimiento (Agar Mueller Hinton-Chocolate
polienriquecido, No. de Catdlogo 1221-P), es usado para pruebas de sensibilidad de Neisserias.

El procedimiento se basa en las sustancias antimicrobianas impregnadas en discos de papel que se
difunden en el agar produciendo didmetros de inhibiciéon que se correlacionan con un patréon de
medicion establecido (concentracion minima inhibitoria, CMI). La técnica estandar para la prueba
de susceptibilidad de antimicrobianos se establece en el manual de NCCLS.

FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA

Agar 17.0 Infusion de carne de res 2.0
Almidén 1.5 Peptona de caseina acida 17.5
PREPARACION

Rehidratar 38 g del medio en un litro de agua destilada. Reposar 10 a 15 minutos. Calentar agitando
frecuentemente hasta el punto de ebullicion durante 1 minuto para disolverlo por completo.
Esterilizar en autoclave a 121°C (15 1b de presion) durante 15 minutos. Enfriar aproximadamente a
45°C. Vaciar en cajas de Petri estériles. Se puede preparar Agar chocolate bajo previa adicion de
sangre de carnero estéril desfibrinada calentando en bafio Maria a 80°C durante 10 minutos. NO
SOBRECALENTAR. Conservar en refrigeracion de 2 a 8°C.

CONTROL DE ACTIVIDAD
MICROORGANISMO CEPA LIMITES
MEDIR DIAMETRO DE ACUERDO A LAS TABLAS DE
LA NCCLS, 2003

Escherichia coli ATCC 1. Ampicilina 10 pg 16 — 22 mm
25922 2. Cefotaxima 30 pg 29 — 35 mm

3. Cefalotina 30 pg 15—-21 mm

4. Gentamicina 10 ug 19 — 26 mm

5. Sulfametoxazol Trimetoprim 1.25/23.75 ng 23 —29 mm

Staphylococcus aureus ATCC 1. Cefalotina 10 pg 29 —37 mm
25923 2. Ciprofloxacina 5pg 22 — 30 mm

3. Oxacilina 1pg 18 — 24 mm

4. Vancomicina 30 pg 17 —-21 mm

5. Gentamicina 10 pg 19 — 27 mm

DIBICO S.A. DE C.V. MEXICO, D.F.
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BASE DE AGAR CETRIMIDA
USO

Medio de cultivo selectivo para el aislamiento de Pseudomonas aeruginosa a partir de diversas
muestras.

PRINCIPIO

La cetrimida (Bromuro de cetiltrimetilamonio) inhibe el crecimiento de las bacterias debido a su
accion como un compuesto cuaternario de amonio. La base de Agar Cetrimida promueve la
produccion de piocianina y fluoresceina que se observan con luz ultravioleta en los cultivos de
Pseudomonas aeruginosa, 1o que puede considerarse como prueba presuntiva para su identificacion.
Posteriormente se puede realizar la prueba de oxidasa.

Sembrar la muestra de ensayo en la superficie del medio de cultivo por estria cruzada. Incubar 24 —
48 h a 35°C.

FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA
Agar 13.6 Peptona de gelatina 20.0
Cetrimida 0.3 Sulfato de potasio 10.0
Cloruro de magnesio 1.4 pH 7.2+0.2
PREPARACION

Rehidratar 45.3 g del medio en un litro de agua destilada. Agregar 10 ml de glicerol. Reposar 10 a
15 minutos. Calentar agitando frecuentemente hasta el punto de ebullicion durante 1 minuto para
disolverlo por completo. Esterilizar en autoclave a 121°C (15 Ib de presion) durante 15 minutos.
Enfriar aproximadamente a 45°C. Vaciar en cajas de Petri estériles. Si se requiere el medio para
caracterizacion bioquimica, distribuirlo en tubos de ensayo y después de esterilizar dejar enfriar en
posicion inclinada. Conservar en refrigeracion de 2 a 8°C.

CONTROL DE ACTIVIDAD
MICROORGANISMO CEPA CRECIMIENTO
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Bueno
Escherichia coli ATCC 25922 Inhibido
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Inhibido

DIBICO S.A. DE C.V. MEXICO, D.F.
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ANEXO 5. COLORANTES PARA TINCIONES

COLORANTES PARA LA TINCION DE GRAM

A. CRISTAL VIOLETA

Solucién A.
Cristal Violeta 10g
Etanol (95%) 100ml

Mezclar y disolver perfectamente. Almacenarlo en frasco ambar cerrado a
temperatura ambiente.

Solucion B.
Oxalato de amonio al 1% en solucidén acuosa.

Pesar 1g de oxalato de amonio y llevarlo a 100ml con agua
destilada. Almacenarlo en frasco ambar cerrado a temperatura ambiente.

Solucion de tincidn:
Mezclar 20ml de la soluciéon A con 80ml de la solucién B. Almacenarlo en
frasco ambar cerrado a temperatura ambiente.

B. SAFRANINA (colorante de contraste).
Safranina al 0.5% en solucidn acuosa.

Pesar 0.5g y llevarlos a 100ml con agua destilada. Almacenarlo en frasco d&mbar
cerrado a temperatura ambiente.

C. LUGOL (mordiente).

Yodo 5g
Yoduro de potasio 10g
Agua destilada 100ml

Disolver el yoduro de potasio en 100ml de agua destilada. Luego disolvemos los 5g
de yodo en la mezcla anterior. Almacenarlo en frasco ambar cerrado a temperatura
ambiente.

Solucioén de tincion:
Disolver Iml de la mezcla en 5ml de agua destilada.

D. ALCOHOL-ACETONA (decolorante).

Mezclar 50ml de alcohol con 50ml de Acetona. . Almacenarlo en frasco ambar
cerrado a temperatura ambiente.
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COLORANTES PARA LA TINCION DE BACILOS ACIDO-ALCOHOL
RESISTENTES (METODO DE ZIEHL-NEELSEN)

A. CARBOL FUCSINA

Solucién A.
Fucsina basica | 10.0 g
Etanol (95%) 100ml

Mezclar y disolver en un frasco ambar cerrado y dejarlo a 37°C en la estufa durante 24hrs.

Solucién B.
Fenol 5.0g
Agua destilada | 100ml

Mezclar hasta disolver perfectamente el fenol

Solucion de tincidn:
Mezclar 10 ml. de la solucion A con 100ml de las solucion B. Almacenarlo en frasco ambar
cerrado a temperatura ambiente.

B. AZUL DE METILENO (LOEFFLER'S), colorante de contraste.

Solucion de Azul de Metileno saturada.
Azul de metileno 1.0g
Etanol (95%) 100ml

Mezclar y disolver en un frasco &mbar cerrado.

Preparacion de hidréxido de potasio (KOH) al 1%
Pesar 1g. de KOH y disolverlo en 100ml de agua destilada.

Solucion de tincion:
Mezclar 1ml de KOH al 1% en la solucion, agua destilada 99ml y 30 ml de Azul de
Metileno etanolico. Almacenarlo en frasco &mbar cerrado a temperatura ambiente.

NOTA: De los reactivos se requieren pequefias cantidades, preparar exclusivamente lo
necesario.

C. ALCOHOL-ACIDO (Agente descolorante)

Mezclar 3ml de acido clorhidrico concentrado (HCI conc.) con 97ml de etanol al 95%.
Almacenarlo en frasco ambar cerrado a temperatura ambiente.
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COLORANTES PARA LA TINCION DE ESPORAS (METODO DE
SCHAEFFER-FULTON)

A. VERDE DE MALAQUITA.
Verde de malaquita al 5% en solucion acuosa.

Pesar 5g. de verde de malaquita y llevarlos al00ml con agua destilada. Almacenarlo en
frasco ambar cerrado a temperatura ambiente.

B. SAFRANINA (colorante de contraste).
Safranina al 0.5% en solucion acuosa.

Pesar 0.5g y llevarlos a 100ml con agua destilada. Almacenarlo en frasco &mbar cerrado a
temperatura ambiente.

ANEXO 6. REACTIVOS DE LECTURA DE PRUEBAS BIOQUIMICAS.

SOLUCION DE PEROXIDO DE HIDROGENO (H,0,) AL 3% PARA LA PRUEBA DE
CATALASA.

Mezclar 3ml de agua oxigenada al 30% con 97ml de agua destilada, guardar esta solucion
en un frasco de color &mbar y debe de permanecer en refrigeracion.

PRUEBA DE OXIDASA

Reactivo N,N,N,N- TETRAMETIL P- FENILENDIAMINA AL 1% . Sensidiscos
comerciales llamados “TAXO N” 6 “TIPIBACT N” (ver Foto 75).

REACTIVOS PARA LA LECTURA DE PRUEBA DE REDUCCION DE NO;.

A ACIDO SULFANILICO.
Acido sulfanilico al 0.8% en acido acético SN.

Pesar 800 mg. de acido sulfanilico y agregar 100ml de acido acético SN, disolver por
calentamiento ligero. Almacenarlo en frasco &mbar cerrado y en refrigeracion.

B. 0- NAFTILAMINA.
o- Naftilamina 0.5% en acido acético SN o dimetil- a- Naftilamina al 0.6%.

Pesar 500mg. de o- Naftilamina y agregar 100ml de acido acético 5N, disolver por
calentamiento ligero. Almacenarlo en frasco ambar cerrado y en refrigeracion.

Pesar 600mg. de dimetil- a- Naftilamina y agregar 100ml de acido acético SN, disolver por
calentamiento ligero. Almacenarlo en frasco &mbar cerrado y en refrigeracion.
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C. Zinc.
Utilizar granallas de tamafio pequefio o polvo suspendido en 1% de metil celulosa.

REACTIVO PARA LECTURA DE LA PRUEBA DE MR-VP

A. Solucion de Rojo de Metilo.

Rojo de Metilo 0.04¢g
Etanol 40 ml
Agua destilada Llevar a 100ml

Disolver el rojo de metilo en el etanol y llevarlo a 100 ml. con agua destilada. Almacenarlo
en frasco &mbar cerrado y en refrigeracion.

B. Solucion para la prueba de VP

Solucion de a- Naftol.
o- Naftol al 5% en etanol.

Pesar 5 gramos de a- Naftol y disolverlos en 100 ml de etanol absoluto. Almacenarlo en
frasco &mbar cerrado y en refrigeracion.

Solucion de hidréxido de potasio al 40%

Pesar 40 g de KOH y disolverlo en 100ml de agua destilada. Almacenarlo en frasco ambar
cerrado y en refrigeracion.

REACTIVOS PARA LECTURA DE LA PRUEBA DE INDOL.

A. REACTIVO DE ERLICH'S.

p-dimetil benzaldehido | 5g
Etanol absoluto 95 ml
HCI concentrado 20ml

Disolver el aldehido en el etanol y adicionar el acido con cuidado. Almacenarlo en frasco
ambar cerrado y en refrigeracion, protegerlo de la Luz.

B. REACTIVO DE KOVAC'S.

p-dimetil benzaldehido | 5g
Alcohol amilico 75 ml
HCI concentrado 25ml
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Disolver el aldehido en el alcohol por calentamiento ligero en bafio maria (50-55°C)
enfriar y adicionar el acido lentamente. Almacenarlo en frasco ambar cerrado y en
refrigeracion, protegerlo de la Luz.

ANEXO 7. PARTES FUNDAMENTALES DEL MICROSCOPIO COMPUESTO.

El microscopio compuesto (micro=pequeiio y scopiens= objetos), difiere del
microscopio simple, en que tiene dos sistemas de lentes, uno conocido como objetivo y el
otro como ocular, montado en un tubo o cuerpo del microscopio; la imagen que ve el ojo,
tiene un aumento igual al producto de la multiplicacion de los aumentos de los dos sistemas
de lentes.

Las diferentes partes del microscopio pueden clasificarse en 4 sistemas:

a) Sistema de soporte (pie, brazo, revolver para objetivos, platina, carro)

b) Sistema éptico (lentes: ocular y objetivos).

c) Sistema de iluminacién (lampara de laminacion eléctrica, condensador, diafragma).

d) Sistema de ajuste (tornillo de enfoque répido macrométrico, de enfoque fino
micrométrico y tornillo de carro movil).

Los objetivos constituyen una de las partes mas importantes del microscopio.
Limita el tamafio de las imagenes y responden de la calidad de estd. La mayoria de los
microscopios estan equipados con tres objetivos de diferente aumento:

Objetivo seco deébil o de pequefio aumento. Abarca un campo mayor, es muy util para
examinar protozoarios y otros microorganismos. Esta marcado con “3” o “2/3” (que
significa 2/3 de pulgada o 16mm); por ejemplo objetivo de 4x y el de 10x.

Objetivo seco fuerte o de gran aumento. Mayor aumento y util para estudiar detalles de la
estructuras de parasitos. Suele estar marcado con “6”, “1/6” o “4mm”. Objetivo de 43x o
60x.

Objetivo de inmersioén. Imagen mas definida, indispensable para bacteridlogos y observar
frotis o biopsias tefiidas. Puede estar grabado con “Oil inmer” u “homog inmer” (significa
inmersion homogénea); también con “1/12”, “1.9mm” o “1.8mm”. Objetivo de 91x, 95x o
100x.

Los lentes oculares amplifican la imagen de 50 a 100 veces del objeto formada por el
objetivo. Siendo un factor limitante la longitud de onda de los rayos de luz visible

utilizada.

El condensador sirve para concentrar los rayos luminosos y dirigirlos hacia la preparacion
s examinar.
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El diafragma sirve para disminuir y aumentar la cantidad de luz que pasa por el
condensador.

Tornillo de enfoque rapido macrométrico: Se utiliza primero para poner el objeto a la
vista; y se gira hasta que la imagen aparece.

Tornillo de enfoque fino micrométrico: tiene un desplazamiento mas lento, permite
enfocar después del ajuste aproximado.

Tornillo de carro mévil: sirve para desplazar la platina.

El microscopio es un instrumento delicado y de precision, constituido para
realizar un trabajo preciso, que si no se le trata con el cuidado, puede dafarse y darnos un
rendimiento limitado.

Oculares —-
-Cabezal
Revolver Brazo
Objetivos
Desplazamiento platina
. Macrométrico
Platina
\ Micrométrico
Foco
Condensador
Base \

Fig. 49. Partes que conforman un microscopio optico.
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Tabla 5. Consejos para una mejor visualizacion y manipulacion de 1 microscopio 6ptico.

Manejo

Cuidados

Factores que lo dafian

Banco y mesa a una altura
que permita al observador el
uso de este en posicion
vertical.

Guardarse en un lugar seco
y cubierto para evitar el
polvo.

El uso de alcohol y xilol en
lentes oculares y objetivos.

Encender la fuente luminosa

Al trasladarlo de un lugar a
otro tomarlo con una mano
de su brazo y con la otra por
debajo del soporte y
plataforma

Limpiar las lentes interiores

y objetivos con tela o papel,

debe utilizarse un pincel de
pelos finos.

Montar la preparacion

Antes de su uso cerciorarse
que las lentes estén limpias.

Dejar el microscopio sin
oculares.

Separar los binoculares.

Al término de su uso limpiar
el aceite de inmersion los
objetivos, lentes y
preparaciones.

Guardar el microscopio con
el aceite de inmersion en el
objetivo.

Realizar movimientos
suaves y cuidadosos durante
el movimiento de los
tornillos

Condensador, objetivos y
oculares podran limpiarse
con agua destilada, las
lentes y parte superior del
condensador con xilol en
pequenas cantidades.

Trasportarlo con una sola
mano. Arrastrarlo.

Enfoque de imagenes
iniciando con el seco débil y
terminar con el de
inmersion.

Partes de soporte deberan
limpiarse con un trapo de
algodon.

Dejar la ldmpara prendida
cuando no se esta usando.

Al terminar limpiar los
objetivos y retirar las
preparaciones

Las preparaciones deben de
estar siempre limpias.

Mojarlo o colocar
preparaciones himedas o
con condensaciones.
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ANEXO 8. DISCOS PARA PRUEBAS DE SENSIBILIDAD A LOS ANTIMICROBIANOS (INTERPRETACION)
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ANEXO 9 CALCULO DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CMI)

Concentraciéon minima inhibitoria (CMI) se define como la menor concentracion
de antimicrobiano capaz de inhibir el desarrollo de una cepa bacteriana dada. Su lectura se

realiza a las 24 hrs.

Concentracion minima bactericida (CMB) se define como la menor
concentracion de antimicrobiano capaz de destruir una cepa bacteriana dada. Su lectura se

realiza a las 48hrs.

Para explicar el calculo de la CMI utilizaremos la metodologia que se llevo acabo

para obtener los resultados de la Foto 99:

Antibiotico comercial Gentamicina 160/2ml

Para el Stock 0.2ml de Gentamicina en 10ml de CMH.

Diluciones dobles: MIC en el tubo 4.
Calculo de 1a MIC:

160mg _ 0.2ml _ 1ml 1ml

2ml 10ml 2ml 2ml

MIC =

X—X0=

m
0.1™9/ =

Tabla 6. Rango de dilucion de antibioticos para la prueba de MIC.

Suggested Antibiotic Dilution Ranges For MIC Testing

ANTIMICROBIAL AGENT CONCENTRATION RANGE(pg/ml)
Penicillin G 0.015-32
Methicillin 0.003-64
Waficillin/Oxacillin 0.003-64
Ampicillin{Gram +ve) 0.15-32
Ampicillin{Gram-ve) 0.13-236
Cephalosporm{Gram +ve) 0.013-32
Cephalosporin I generation {Gram -ve) 0.13-256
Cephalosporin II&TIIT generation (Gram-ve) 0.03-64
Cephalosporm I1I generation 0.13-236
[ Pseudomonas sp.)

Vancomycin 0.013-16
Amikacin 0.06-128
Gentamicin Tobramyein 0.03-64
Erythromycin 0.015-32
Clindamycin 0.015-32
Rifampicin 0.015-32
Chloramphenicol 0.06-236
Tetracyclme 0.06-256
Trimethoprim 0.03-64
Sulphamethoxazole 0.6-1216
Trimethoprm (U TL Gram - ve) 0.5-64

199102 7)-Supplement I 1-30).

Source-A guide to senstivity testing: Report of working party on antibiotic sensitivity

testing of the Britizh society for Antimicrobial Chemotherapy J Antimicrob Chemotherap
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Tabla 7. Continuacion. Rango de dilucion de antibidticos para la prueba de MIC

Guillermo Prats Pastor, Microbiologia Clinica. 2005.
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Tabla 8. Clasificacion de los antibidticos segiin su estructura quimica.
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ANEXO 10. COLORANTES Y MEDIOS DE CULTIVOS PARA HONGOS.

AGAR DEXTROSA SABOURAUD
USO

Para cultivo y conservacion de hongos patdégenos y no patdégenos, particularmente
dermatofitos, levaduras y microorganismos aciddricos a partir de diversas muestras.

PRINCIPIO

Las peptonas proporcionan factores de crecimiento y fuente de nitrogeno. La
dextrosa es la fuente de energia para el crecimiento de microorganismos. El pH acido de
5.6 favorece el crecimiento de hongos, especialmente dermatofitos y ayuda en la inhibicion
de flora contaminante. Cuando los materiales en estudio presentan abundantes
contaminantes, el aislamiento mejora si se adiciona al medio de cultivo sustancias
antimicrobianas selectivas, como lo reporta Georg y Col., que recomienda agregar
asépticamente cicloheximida, penicilina y estreptomicina antes de usarlo, inhibiendo de
esta forma la flora contaminante que interfiera en el cultivo de hongos.

La adicion de antibioticos de amplio espectro inhibe una amplia gama de bacterias
Gram positivas y Gram negativas.

El medio de cultivo se siembra de acuerdo a las indicaciones con la muestra de
ensayo. Los hongos desarrollados se examinan micro y macroscopicamente.

FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA

Agar 15.0
Dextrosa 40.0
Peptona especial 10.0
pH5.6+0.2
PREPARACION

Rehidratar 65 g del medio en un litro de agua destilada. Reposar 10 a 15 minutos.
Calentar agitando frecuentemente hasta el punto de ebullicion durante 1 minuto para
disolverlo por completo. Esterilizar en autoclave a 121°C (15 1b de presioén) durante 15
minutos. Enfriar aproximadamente a 45°C. Vaciar en cajas de Petri estériles. Cuando se
requiera el medio en tubo de ensayo, distribuir el volumen requerido antes de esterilizar y
posteriormente enfriar en posicion inclinada. Conservar en refrigeracion de 2 a 8°C.
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COLORANTE LACTOFENOL AZUL DE ALGODON

Reactivos:
1. Acido lactico...........cccevunnee. 20ml
2. Glicerol.......ccooeviiiiiiiiin.. 40ml
3. Fenol concentrado................. 20ml o 20g
4. Aguadestilada...................... 20ml
5. Azul de algodén................... 0.05¢g

En un vaso de precipitados mezclar reactivo 1, 2,y 3.

. A parte disolver 0.05g de azul de algodon en los 20ml de agua destilada.

3. Una vez que se encuentra completamente disueltos los reactivos; mezclar las soluciones
de paso 1y 2.

4. Mantener en frascos ambar a temperatura ambiente.

N —

REACTIVO PARA EXAMEN EN FRESCO DE HONGOS HIDROXIDO DE POTASIO
AL 10% (KOH 10%)

Reactivos:
I. KOH....oovvvvvn, 10g
2. Glicerol....................... 10ml
3. Aguadestilada..............80ml

Mezclar los 3 reactivos, disolver completamente y guardar la solucion en frasco goteros
color &mbar. Mantener a temperatura ambiente.
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ANEXO 11. Técnicas Parasitoscopicas.

TECNICA MICROSCOPICA DIRECTA

1.

9]

En un portaobjetos limpio, desengrasado y seco; se colocar en uno de sus extremos

una gota de solucion salina fisiologica.
En el otro extremo colocar una gota de lugol.

Con un aplicador de madera se agrega a cada gota una pequefia cantidad de muestra

(heces).
Homogenizar y retirar materia gruesa.

Colocar cubreobjetos y revisar al microscopio a 10x y 40x.

METODO DE FORMOL- ETER O DE RITCHIE

La dilucioén de una muestra de materia fecal en soluciones cuya baja densidad, permite a
las estructuras de mayor peso, sedimentar en el recipiente que las contenga.

1-
2-
3-
4-
5-
6-
7.
8-

O-

10-

11-

12-

13-

14-

Filtrar 10 ml de suspension de heces por un embudo con una capa de gasa.
Recoger 10 ml del filtrado sobre un tubo de centrifuga.

Centrifugar 5 minutos a 2000-2500 rpm.
Descartar el sobrenadante y el sedimento se
resuspende en SSF.

Repetir esta operacion 3 veces o hasta que el
sobrenadante quede limpido o transparente.
Resuspender el sedimento en 10ml de formol
al 10%. Dejar 5 a 10 minutos en reposo.
Agregar 3-5 ml de éter etilico.

Tapar con tapén de goma y agitar
vigorosamente 30 segundos para extraer las
grasas.

Centrifugar 2 minutos a 2000 rpm.

Se forman cuatro capas: 1) capa de éter, 2)
tapon de restos fecales, 3) capa de formol, 4)
sedimento.

Descartar las 3 capas primeras, conservando
el sedimento.

Tomar con la pipeta Pasteur una muestra del
sedimento y colocarla sobre un portaobjetos.
Agregar una gota de lugol y colocar el
cubreobjetos.

Examinar con microscopio el sedimento.

1) Capa de éter

2) Tapon de restos fecales

‘. 3) Capa de formol

%&w—— 4) Sedimento,
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METODO DE FAUST O DE SULFATO DE ZINC AL 33%

La concentracion de sulfato de zinc para hacer flotar los elementos parasitarios tiene un
peso especifico de 1.180. Solucion acuosa de sulfato de zinc puro: 333 g. Agua destilada

c.s.p.: 1.000 ml

1- Mezclar 2-3 gramos de heces con 10 ml de agua. Homogenizar.

2- Tamizar a través de un colador metalico o Filtrar sobre gasa en un embudo.

3- Recoger 10 ml del filtrado sobre un tubo de centrifuga.

4- Centrifugar 5 minutos a 1500 rpm.

5- Descartar el sobrenadante y resuspender nuevamente en agua.

6- Repetir esta operacion 3 veces o hasta que el sobrenadante quede limpido.

7- Agregar al sedimento final 2 o 3 ml de solucién de sulfato de zinc al 33% y
homogeneizar con varilla.

8- Centrifugar 1 o 2 minutos a 1500 rpm.

9- Completar con sulfato de zinc el tubo de centrifuga sin volver a homogeneizar hasta
la formacion de un menisco en la superficie del tubo.

10- Dejar reposar durante 10 min.

11- Extraer con el asa bacteriologica unas gotas de la pelicula superficial haciéndolo
con sumo cuidado para evitar que por agitacion se destruya la pelicula.

12- Colocar esta muestra en un portaobjetos limpio y seco.

13- Agregar una unas gotas de lugol y un cubreobjetos.

14- Observar al microscopio.

— /—\ -
,."‘r,.dq T—
(RN

= e
-
= B
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TECNICA DE GRAHAM O PRUEBA DEL PARCHE:

La recoleccion de la muestra se efectiia por la mafiana, sin que el paciente haya defecado,

efectuando su limpieza personal o cambiada de ropa interior.

La técnica se realizara de la siguiente manera:

1.

Se coloca al paciente en posicion genupectoral. Exponiendo el esfinter anal.

En un abatelenguas se le aplica longitudinalmente un pedazo de cinta adhesiva a
todo lo largo de esté, dejando un sobrante para fijar un papel en blanco, donde se
anotara el nombre de la persona, edad, sexo.

Cuidadosamente separar los gliteos con una mano y con la otra presione la zona
perianal con la cinta varias veces, tanto en la zona izquierda como en la derecha de
los pliegues.

Colocar en un porta objetos limpio y desengrasado dos gotas de alcohol y éter (7:3)
Colocar la cinta adhesiva a lo largo de un portaobjetos con la cara adhesiva contra la
superficie del mismo la cual.

Examinar al microscopio.
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NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-087-ECOL-SSA1-2002, PROTECCION
AMBIENTAL-SALUD AMBIENTAL-RESIDUOS PELIGROSOS BIOLOGICO-
INFECCIOSOS- CLASIFICACION Y ESPECIFICACIONES DE MANEJO
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Manejo de residuos peligrosos bioldgico-infecciosos

7. Grado de concordancia con normas y lineamientos internacionales y con las normas
mexicanas tomadas como base para su elaboracion

A

g

0. Introduccion

La Ley General del Equilibrio Ecolégico y la Proteccion al Ambiente, define como residuos
peligrosos a todos aquellos residuos que por sus caracteristicas corrosivas, reactivas, explosivas,
toxicas, inflamables y biologico-infecciosas, que representan un peligro para el equilibrio ecologico
o el ambiente; mismos que serdn manejados en términos de la propia ley, su Reglamento y normas
oficiales mexicanas que expida la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales previa
opinién de diversas dependencias que tengan alguna injerencia en la materia, correspondiéndole a la
citada SEMARNAT su regulacion y control.

Con fecha de 7 de noviembre de 1995, se publicé en el Diario Oficial de la Federacién la
Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-1995, Que establece los requisitos para la separacion,
envasado, almacenamiento, recoleccion, transporte, tratamiento y disposicion final de los residuos
peligrosos biologico-infecciosos que se generan en establecimientos que presten servicios de
atencion médica.

Los establecimientos de atencion médica son regulados por la Secretaria de Salud por lo que en
la revision de la norma mencionada, se incluye a los representantes del sector.

Esta revision considerd las caracteristicas de los diferentes tipos de unidades médicas que
prestan atencion a poblaciones rurales.

Los residuos peligrosos biologico-infecciosos se han venido manejando en términos de las
regulaciones ambientales antes sefialadas, sin embargo fue necesario actualizar la NOM-087-
ECOL-1995, tomandose en cons1dera01on las experiencias y competencias de los sectores
involucrados en su cumplimiento, con el fin de que sus disposiciones sean operativas y adecuadas
para proteger el medio ambiente y la salud de la poblacion en general.

1. Objetivo vy campo de aplicacion

La presente Norma Oficial Mexicana establece la clasificacion de los residuos peligrosos
bioldgico-infecciosos asi como las especificaciones para su manejo.

Esta Norma Oficial Mexicana es de observancia obligatoria para los establecimientos que
generen residuos peligrosos bioldgico-infecciosos y los prestadores de servicios a terceros que
tengan relacion directa con los mismos.

2. Referencias

Norma Oficial Mexicana NOM-052-ECOL-1993, Que establece las caracteristicas de los
residuos peligrosos, el listado de los mismos y los limites que hacen a un residuo peligroso por su
toxicidad al ambiente, publicada en el Diario Oficial de la Federacion el 22 de octubre de 1993.
Esta Norma contiene la nomenclatura en términos del Acuerdo Secretarial publicado el 29 de
noviembre de 1994, por el cual se actualiza la nomenclatura de 58 normas oficiales mexicanas.
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3. Definiciones y terminologia

Para efectos de esta Norma Oficial Mexicana, se consideran las definiciones contenidas en la
Ley General del Equilibrio Ecologico y la Proteccion al Ambiente, su Reglamento en materia de
Residuos Peligrosos, la Ley General de Salud, sus Reglamentos, y las siguientes:

3.1 Agente bioldgico-infeccioso

Cualquier microorganismo capaz de producir enfermedades cuando estd presente en
concentraciones suficientes (inoculo), en un ambiente propicio (supervivencia), en un hospedero
susceptible y en presencia de una via de entrada.

3.2 Agente enteropatdégeno

Microorganismo que bajo ciertas circunstancias puede producir enfermedad en el ser humano a
nivel del sistema digestivo, se transmite via oral-fecal.

3.3 Bioterio

Es un area o departamento especializado en la reproduccidon, mantenimiento y control de
diversas especies de animales de laboratorio en dptimas condiciones, los cuales son utilizados para
la experimentacion, investigacion cientifica y desarrollo tecnologico.

3.4 Carga 1til
Es el resultado de la sustraccion del peso vehicular al peso bruto vehicular.
3.5 Centro de acopio

Instalacion de servicio que tiene por objeto resguardar temporalmente y bajo ciertas condiciones
a los residuos peligrosos bioldgico-infecciosos para su envio a instalaciones autorizadas para su
tratamiento o disposicion final.

3.6 Cepa
Cultivo de microorganismos procedente de un aislamiento.
3.7 Establecimientos generadores

Son los lugares publicos, sociales o privados, fijos o moéviles cualquiera que sea su
denominacion, que estén relacionados con servicios de salud y que presten servicios de atencion
médica ya sea ambulatoria o para internamiento de seres humanos y utilizacion de animales de
bioterio, de acuerdo con la tabla 1 del presente instrumento.

3.8 Irreconocible
Pérdida de las caracteristicas fisicas y biologico-infecciosas del objeto para no ser reutilizado.

3.9 Manejo

Conjunto de operaciones que incluyen la identificacion, separacion, envasado, almacenamiento,
acopio, recoleccion, transporte, tratamiento y disposicion final de los residuos peligrosos biologico-
infecciosos.

3.10 Muestra biologica

Parte anatomica o fraccion de 6rganos o tejido, excreciones o secreciones obtenidas de un ser
humano o animal vivo o muerto para su analisis.

3.11 Organo

Entidad morfologica compuesta por la agrupacion de tejidos diferentes que concurren al
desempefio de un trabajo fisiologico.

3.12 Prestador de servicios
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Empresa autorizada para realizar una o varias de las siguientes actividades: recoleccion,
transporte, acopio, tratamiento y disposicion final de residuos peligrosos biologico-infecciosos.

3.13 Residuos Peligrosos Biologico-Infecciosos (RPBI)

Son aquellos materiales generados durante los servicios de atencion médica que contengan
agentes biologico-infecciosos segun son definidos en esta Norma, y que puedan causar efectos
nocivos a la salud y al ambiente.

3.14 Sangre

El tejido hematico con todos sus elementos.

3.15 SEMARNAT

Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales.
3.16 SSA

Secretaria de Salud.

3.17 Separacion

Segregacion de las sustancias, materiales y residuos peligrosos de iguales caracteristicas cuando
presentan un riesgo.

3.18 Tejido

Entidad morfoldgica compuesta por la agrupacion de células de la misma naturaleza, ordenadas
con regularidad y que desempefian una misma funcion.

3.19 Tratamiento

El método fisico o quimico que elimina las caracteristicas infecciosas y hace irreconocibles a los
residuos peligrosos biologico-infecciosos.

4. Clasificacion de los residuos peligrosos biologico-infecciosos

Para efectos de esta Norma Oficial Mexicana se consideran residuos peligrosos bioldgico-
infecciosos los siguientes:

4.1 La sangre

4.1.1 La sangre y los componentes de ésta, solo en su forma liquida, asi como los derivados
no comerciales, incluyendo las células progenitoras, hematopoyéticas y las fracciones celulares o
acelulares de la sangre resultante (hemoderivados).

4.2 Los cultivos y cepas de agentes biologico-infecciosos

4.2.1 Los cultivos generados en los procedimientos de diagnostico e investigacion, asi como
los generados en la produccion y control de agentes biologico-infecciosos.

4.2.2 Utensilios desechables usados para contener, transferir, inocular y mezclar cultivos de
agentes biologico-infecciosos.

4.3 Los patologicos

4.3.1 Los tejidos, organos y partes que se extirpan o remueven durante las necropsias, la
cirugia o alglin otro tipo de intervencion quirtirgica, que no se encuentren en formol.

4.3.2 Las muestras biologicas para analisis quimico, microbiologico, citologico e
histologico, excluyendo orina y excremento.

433 Los cadaveres y partes de animales que fueron inoculados con agentes
enteropatogenos en centros de investigacion y bioterios.

4.4 Los residuos no anatomicos
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Son residuos no anatomicos los siguientes:

4.4.1 Los recipientes desechables que contengan sangre liquida.

4.4.2 Los materiales de curacion, empapados, saturados, o goteando sangre o cualquiera de
los siguientes fluidos corporales: liquido sinovial, liquido pericardico, liquido pleural, liquido
Céfalo-Raquideo o liquido peritoneal.

4.4.3 Los materiales desechables que contengan esputo, secreciones pulmonares y cualquier
material usado para contener €stos, de pacientes con sospecha o diagnodstico de tuberculosis o de
otra enfermedad infecciosa segin sea determinado por la SSA mediante memorandum interno o el
Boletin Epidemiolégico.

4.4.4 Los materiales desechables que estén empapados, saturados o goteando sangre, o
secreciones de pacientes con sospecha o diagnostico de fiebres hemorragicas, asi como otras
enfermedades infecciosas emergentes segin sea determinado por la SSA mediante memorandum
interno o el Boletin Epidemiolégico.

4.4.5 Materiales absorbentes utilizados en las jaulas de animales que hayan sido expuestos a
agentes enteropatogenos.

4.5 Los objetos punzocortantes

4.5.1 Los que han estado en contacto con humanos o animales o sus muestras bioldgicas
durante el diagnodstico y tratamiento, unicamente: tubos capilares, navajas, lancetas, agujas de
jeringas desechables, agujas hipodérmicas, de sutura, de acupuntura y para tatuaje, bisturis y
estiletes de catéter, excepto todo material de vidrio roto utilizado en el laboratorio, el cual debera
desinfectar o esterilizar antes de ser dispuesto como residuo municipal.

5. Clasificacion de los establecimientos generadores de residuos peligrosos biologico-
infecciosos

5.1 Para efectos de esta Norma Oficial Mexicana, los establecimientos generadores se clasifican
como se establece en la tabla 1.

TABLA 1
NIVEL 1 NIVEL 11 NIVEL III
Unidades hospitalarias de 1 a 5 | Unidades hospitalarias de 6 | Unidades hospitalarias de mas
camas e instituciones de hasta 60 camas; de 60 camas;
investigacion con excepcion de | [ aporatorios clinicos y Centros de produccion e

los sefialados en el bancos de sangre que realicen | investigacion experimental en
Nivel II1. jlisis d 1a200 fi dades inf; : .

analisis de 51 a muestras | enfermedades infecciosas;
Laboratorios clinicos y bancos | al dia;
de sangre que realicen anélisis
de 1 a 50 muestras al dia.

Laboratorios clinicos y bancos
Bioterios que se dediquen a la | de sangre que realicen analisis

investigacion con agentes a mas de 200 muestras al dia,
Unidades hospitalarias biolégico-infecciosos, 0 0
psiquiatricas. Establecimientos que generen | Establecimientos que generen
Centros de toma de muestras | de 25 a 100 kilogramos al mas de 100 kilogramos al mes
para analisis clinicos. mes de RPBL de RPBL

5.2 Los establecimientos generadores independientes del Nivel I que se encuentren
ubicados en un mismo inmueble, podran contratar los servicios de un prestador de servicios comun,
quien seré el responsable del manejo de los residuos peligrosos bioldgico-infecciosos.
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6. Manejo de residuos peligrosos biologico-infecciosos.

6.1 Los generadores y prestadores de servicios, ademas de cumplir con las disposiciones legales

aplicables, deben:

6.1.1 Cumplir con las disposiciones correspondientes a las siguientes fases de manejo,

segun el caso:
a) Identificacion de los residuos.
b) Envasado de los residuos generados.
¢) Almacenamiento temporal.
d) Recoleccion y transporte externo.
e) Tratamiento.

f) Disposicion final.

6.2 Identificacion y envasado

6.2.1 En las areas de generacion de los establecimientos generadores, se deberan separar y
envasar todos los residuos peligrosos bioldgico-infecciosos, de acuerdo con sus caracteristicas
fisicas y biologicas infecciosas, conforme a la tabla 2 de esta Norma Oficial Mexicana. Durante el
envasado, los residuos peligrosos biologico-infecciosos no deberan mezclarse con ningin otro tipo

de residuos municipales o peligrosos.

TABLA 2
TIPO DE RESIDUOS ESTADO ENVASADO COLOR
FISICO
4.1 Sangre Liquidos Recipientes herméticos Rojo
4.2 Cultivos y cepas de agentes Solidos Bolsas de polietileno Rojo
infecciosos
4.3 Patoldgicos Solidos Bolsas de polietileno Amarillo
Liquidos Recipientes herméticos Amarillo
4.4 Residuos no anatomicos Soélidos Bolsas de polietileno Rojo
Liquidos Recipientes herméticos Rojo
4.5 Objetos punzocortantes Solidos Recipientes rigidos Rojo
polipropileno

a) Las bolsas deberan ser de polietileno de color rojo traslucido de calibre minimo 200 y de
color amarillo traslicido de calibre minimo 300, impermeables y con un contenido de
metales pesados de no mas de una parte por millon y libres de cloro, ademas deberan estar
marcadas con el simbolo universal de riesgo biologico y la leyenda Residuos Peligrosos
Biologico-Infecciosos (Apéndice Normativo), deberan cumplir los valores minimos de los
parédmetros indicados en la tabla 3 de esta Norma Oficial Mexicana.

Las bolsas se llenaran al 80 por ciento (80%) de su capacidad, cerrandose antes de ser

transportadas al sitio de almacenamiento temporal y no podran ser abiertas o vaciadas.
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TABLA 3

PARAMETRO UNIDADES ESPECIFICACIONES

Resistencia a la tension Kg/cm2 SL: 140
ST: 120

Elongacion % SL: 150
ST: 400

Resistencia al rasgado G SL: 90
ST: 150

SL: Sistema longitudinal. ST: Sistema transversal.

6.2.2 Los recipientes de los residuos peligrosos punzocortantes deberan ser rigidos, de
polipropileno color rojo, con un contenido de metales pesados de no mas de una parte por milléon y
libres de cloro, que permitan verificar el volumen ocupado en el mismo, resistentes a fracturas y
pérdidas de contenido al caerse, destructibles por métodos fisicos, tener separador de agujas y
abertura para deposito, con tapa(s) de ensamble seguro y cierre permanente, deberan contar con la
leyenda que indique “RESIDUOS PELIGROSOS PUNZOCORTANTES BIOLOGICO-
INFECCIOSOS” y marcados con el simbolo universal de riesgo biologico (Apéndice Normativo).

a) La resistencia minima de penetracion para los recipientes tanto para punzocortantes como
para liquidos, debe ser de 12.5 N (doce punto cinco Newtons) en todas sus partes y sera
determinada por la medicion de la fuerza requerida para penetrar los lados y la base con una
aguja hipodérmica calibre 21 x 32 mm mediante calibrador de fuerza o tensiometro.

b) Los recipientes para los residuos peligrosos punzocortantes y liquidos se llenaran hasta el
80% (ochenta por ciento) de su capacidad, asegurandose los dispositivos de cierre y no
deberan ser abiertos o vaciados.

¢) Las unidades médicas que presten atencién a poblaciones rurales, con menos de 2,500
habitantes y ubicadas en zonas geograficas de dificil acceso, podran utilizar latas con tapa
removible o botes de plastico con tapa de rosca, con capacidad minima de uno hasta dos
litros, que deberan marcar previamente con la leyenda de “RESIDUOS PELIGROSOS
PUNZOCORTANTES BIOLOGICO-INFECCIOSOS".

6.2.3 Los recipientes de los residuos peligrosos liquidos deben ser rigidos, con tapa
hermética de polipropileno color rojo o amarillo, con un contenido de metales pesados de no mas de
una parte
por millon y libres de cloro, resistente a fracturas y pérdidas de contenido al caerse, destructible por
métodos fisicos, debera contar con la leyenda que indique “RESIDUOS PELIGROSOS LIQUIDOS
BIOLOGICO-INFECCIOSOS” y marcados con el simbolo universal de riesgo bioldgico (Apéndice
Normativo)

En caso de que los residuos liquidos no sean tratados dentro de las instalaciones del
establecimiento generador, deberan ser envasados como se indica en la tabla 2 de esta Norma
Oficial Mexicana.

6.3 Almacenamiento

6.3.1 Se debera destinar un area para el almacenamiento temporal de los residuos peligrosos
biologico-infecciosos.
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Los establecimientos generadores incluidos en el Nivel I de la tabla 1 de esta Norma Oficial
Mexicana, quedan exentos del cumplimiento del punto 6.3.5 y podrén ubicar los contenedores a
que se refiere el punto 6.3.2 en el lugar mas apropiado dentro de sus instalaciones, de manera tal
que no obstruyan las vias de acceso.

6.3.2 Los residuos peligrosos bioldgico-infecciosos envasados deberan almacenarse en
contenedores metalicos o de pléstico con tapa y ser rotulados con el simbolo universal de riesgo
biologico, con la leyenda “RESIDUOS PELIGROSOS BIOLOGICO-INFECCIOSOS”.

6.3.3 El periodo de almacenamiento temporal estard sujeto al tipo de establecimiento
generador,
como sigue:

(a) Nivel I: Maximo 30 dias.
(b) Nivel II: Maximo 15 dias.
(¢) Nivel III: Maximo 7 dias.

6.3.4 Los residuos patologicos, humanos o de animales (que no estén en formol) deberan
conservarse a una temperatura no mayor de 4°C (cuatro grados Celsius), en las areas de patologia, o
en almacenes temporales con sistemas de refrigeracion o en refrigeradores en areas que designe el
responsable del establecimiento generador dentro del mismo.

6.3.5 El area de almacenamiento temporal de residuos peligrosos bioldgico-infecciosos
debe:

a) Estar separada de las areas de pacientes, almacén de medicamentos y materiales para la
atencion de los mismos, cocinas, comedores, instalaciones sanitarias, sitios de reunion,
areas de esparcimiento, oficinas, talleres y lavanderias.

b) Estar techada, ser de facil acceso, para la recoleccion y transporte, sin riesgos de inundacion
e ingreso de animales.

¢) Contar con sefialamientos y letreros alusivos a la peligrosidad de los mismos, en lugares y
formas visibles, el acceso a esta area solo se permitira al personal responsable de estas
actividades.

d) El disefio, construccion y ubicacion de las areas de almacenamiento temporal destinadas al
manejo de residuos peligrosos biologico-infecciosos en las empresas prestadoras de
servicios, deberan ajustarse a las disposiciones sefialadas y contar con la autorizacion
correspondiente por parte de la SEMARNAT.

e) Los establecimientos generadores de residuos peligrosos bioldgico-infecciosos que no
cuenten con espacios disponibles para construir un almacenamiento temporal, podran
utilizar contenedores plasticos o metalicos para tal fin, siempre y cuando cumplan con los
requisitos mencionados en los incisos a), b) y ¢) de este numeral.

6.3.6 Los residuos peligrosos biologico-infecciosos podran ser almacenados en centros de
acopio, previamente autorizados por la SEMARNAT. Dichos centros de acopio deberan operar
sistemas de refrigeracion para mantener los residuos peligrosos biologico-infecciosos a una
temperatura maxima de 4°C (cuatro grados Celsius) y llevar una bitacora de conformidad con el
articulo 21 del Reglamento en materia de Residuos Peligrosos de la Ley General del Equilibrio
Ecolégico y la Proteccion al Ambiente. El tiempo de estancia de los residuos en un centro de acopio
podra ser de hasta treinta dias.

6.4 Recoleccion y transporte externo

6.4.1 La recoleccion y el transporte de los residuos peligrosos bioldgico-infecciosos
referidos en esta Norma Oficial Mexicana, debera realizarse conforme a lo dispuesto en los
ordenamientos juridicos aplicables y cumplir lo siguiente:
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a) Solo podran recolectarse los residuos que cumplan con el envasado, embalado y etiquetado o
rotulado como se establece en el punto 6.2 de esta Norma Oficial Mexicana.

b) Los residuos peligrosos biologico-infecciosos no deben ser compactados durante su
recoleccion y transporte.

¢) Los contenedores referidos en el punto 6.3.2 deben ser desinfectados y lavados después de
cada ciclo de recoleccion.

d) Los vehiculos recolectores deben ser de caja cerrada y hermética, contar con sistemas de
captacion de escurrimientos, y operar con sistemas de enfriamiento para mantener los residuos a
una temperatura maxima de 4°C (cuatro grados Celsius).

Ademas, los vehiculos con capacidad de carga util de 1,000 kg o mas deben operar con sistemas
mecanizados de carga y descarga.

e) Durante su transporte, los residuos peligrosos biologico-infecciosos sin tratamiento no
deberan mezclarse con ningtn otro tipo de residuos municipales o de origen industrial.

6.4.2 Para la recoleccion y transporte de residuos peligrosos bioldgico-infecciosos se
requiere la autorizacion por parte de la SEMARNAT. Dicho transporte debera dar cumplimiento
con los incisos a), b), d) y e) del numeral 6.4.1 de esta Norma Oficial Mexicana.

6.5 Tratamiento

6.5.1 Los residuos peligrosos bioldgico-infecciosos deben ser tratados por métodos fisicos o
quimicos que garanticen la eliminacion de microorganismos patogenos y deben hacerse
irreconocibles para su disposicion final en los sitios autorizados.

6.5.2 La operacion de sistemas de tratamiento que apliquen tanto a establecimientos
generadores como prestadores de servicios dentro o fuera de la instalacion del generador, requieren
autorizacion previa de la SEMARNAT, sin perjuicio de los procedimientos que competan a la SSA
de conformidad con las disposiciones aplicables en la materia.

6.5.3 Los residuos patologicos deben ser incinerados o inhumados, excepto aquellos que
estén destinados a fines terapéuticos, de investigacion y los que se mencionan en el inciso 4.3.2 de
esta Norma Oficial Mexicana. En caso de ser inhumados debe realizarse en sitios autorizados por la
SSA.

6.6. Disposicion final

Los residuos peligrosos bioldgico-infecciosos tratados e irreconocibles, podran disponerse como
residuos no peligrosos en sitios autorizados por las autoridades competentes.

6.7 Programa de contingencias

Los establecimientos generadores de residuos peligrosos biologico-infecciosos y los prestadores
de servicios deberan contar con un programa de contingencias en caso de derrames, fugas o
accidentes relacionados con el manejo de estos residuos

7. Grado de concordancia con normas v lineamientos internacionales v con las normas
mexicanas tomadas como base para su elaboracion.

7.1 Esta Norma Oficial Mexicana no concuerda con ninguna Norma Internacional por no existir
referencia en el momento de su elaboracidn, ni existen normas mexicanas que hayan servido de
base para su elaboracion.
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