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Bienvenido al Laboratorio de Microbiologia

Atencioén

Algunos de los experimentos de laboratorio incluidos en este manual pueden ser peligrosos si los
materiales se utilizan incorrectamente o se procede de manera inadecuada. Hay que tener
precaucion al trabajar con cualquier microorganismo, productos quimicos, equipo de vidrio, flamas
expuestas, bafios de agua caliente, instrumentos afilados y materiales similares.

Procedimientos de seguridad

El laboratorio de microbiologia es el lugar donde se manipulan y examinan cultivos de
microorganismos. Esta actividad debe llevarse a cabo con buenas técnicas asépticas y en un
espacio limpio y bien organizado. Para trabajar en un ambiente aséptico se requiere que todos
los materiales a utilizar estén esterilizados y asi inactivar cualquier microorganismo que
contengan. Aun cuando el microorganismo en estudio no sea considerado patégeno, usualmente
cualquier cultivo de cualquier organismo debe de manipularse como si fuera un patégeno potencial
ya que en circunstancias adecuadas podria causar enfermedad.

Cada estudiante debe de aprender y practicar continuamente técnicas de manejo adecuadas para
prevenir la contaminacion de manos, cabello y ropa con material de cultivo y también proteger a
los compafieros de trabajo para evitar fuentes de infeccion.

En general los procedimientos de seguridad y precauciones que deben de seguirse en el
laboratorio de microbiologia estan disefiados para:

e Mantener a los microorganismos que se van a estudiar dentro de sus contenedores.
e Evitar que los microorganismos ambientales entren en contacto con los cultivos e
interfieran con los resultados de los estudios.

Las superficies de trabajo deben de mantenerse limpias con desinfectantes, debe de usarse bata,
amarrar el cabello largo y mantener las areas de trabajo libres de objetos innecesarios.
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REGLAMENTO GENERAL PARA LOS LABORATORIOS
N° Revision: 03

1) Este reglamento aplicara para personal academico, alumnos y laboratoristas.
2) Para todo trabajo realizado en el laboratoric debera utilizarse bata blanca con manga larga.

La tolerancia para el inicio de la sesion de laboratorio sera hasta de 10 minutos a partir de la hora senalada.

)
4) Por sequridad, no deben cerrarse las puertas del laboratorio con llave durante |las practicas.
) En todo momento deberd mostrarse una conducta adecuada en el area de trabajo.

)

Queda prohibido en los laboratorios:
a) Tirar basura fuera del cesto.
b} Ingerir alimentos y/o bebidas.
c) Fumar.
d) Recibir visitas.
e} La entrada a los inter-laboratorios a toda persona ajena a Ios mismos,
f) Realizar reuniones o convivios en los laboratorios.
g} Salir del laboraterio en el horario asignado para la sesion experimental.
h) Sentarse sobre las mesas de trabajo.
1) Mover el mobiliario de su lugar.
j) Utilizar las gavetas para guardar material que no corresponda a la asignatura.

7) Los residuos peligrosos deben depositarse en los contenedeores destinados para tal fin, entendiendo por residuo
peligroso: elementos, sustancias, compuestos, desechos 0 mezclas de ellos que en cualquier estado fisico representan
un riesgo para el ambiente, la salud o los recursos naturales, por sus caracteristicas corrosivas, reactivas, explosivas,
toxicas, inflamables o biolégico-infecciosas (Art. 3° de la Ley General del Equilibrio y Proteccion del Ambiente).

8) Dentro del Iaboratorio no se permite el uso de telefonos celulares, reproductores de sonido o cualquier medio electronico
de entretenimiento. El uso de las computadoras portatiles queda restringido a tematicas relacionadas con la asignatura.

9) El acceso al laboraterio se permitira dnicamente cuando esté presente unoc de los profesores del grupo.

10) El uso del laboratorio para trabajo extracrdinario, debera programarse con el profesor responsable en un horario que no
interfiera con aquel destinado para el desarrollo de las précticas.

11) Para solicitar material y equipo, es requisito indispensable que el alumno llene debidamente el vale de material (FPE-
CB-DEX-01-09) y lo entregue a la persona responsable, dejando como depdsito la credencial vigente de la UNAM.

12) El alumno debera revisar el material y/o equipo al momento de recibirlo indicando cualquier anomalia (faltante o material
darfiado) y sera devuelto en las condiciones en gue se recibio, de no hacerlo, se hara acreedor a las sanciones
establecidas en cada laboratorio.

13) Es obligacion de todos mantener limpio y ordenado el lugar de trabajo y todo el laboratorio.
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Indicaciones adicionales para trabajar en el laboratorio de microbiologia

1. Leer siempre la practica antes del comienzo de la sesion de laboratorio. Tener el
conocimiento previo de como se realizara el trabajo ayudara a prevenir accidentes.

2. Al comienzoy final de cada sesion de laboratorio los estudiantes deben de limpiar la mesa
de trabajo con una solucion desinfectante, dejandola actuar el tiempo suficiente para la
desinfeccion. Posteriormente limpiar el desinfectante con toallas de papel absorbente y
desecharlas en el bote de basura comun.

3. Mantener el espacio de trabajo ordenado, limpio y despejado durante la sesion. No colocar
objetos innecesarios sobre el area de trabajo como: cuadernos, lapices, celulares, manual
de précticas, etc.

4. Practica buenos habitos personales desde el comienzo:
¢ Rotular adecuadamente el material a utilizar.
e Sujetar bien el cabello lejos de los hombros.
¢ No utilizar joyeria dentro laboratorio.
e Mantener los dedos, plumas y objetos fuera de la boca.
o Notificar cualquier lesion o herida abierta en las manos.
e No deambular en el laboratorio; la actividad innecesaria puede causar accidentes y
distracciones y favorece la contaminacion de los cultivos.
¢ No hablar mientras estés trabajando con medios de cultivo estériles.

5. Cada estudiante necesitara:
e Marcador indeleble de punto fino.
e Encendedor o cerillos.
¢ Toallas de papel absorbente.
¢ Rociador con desinfectante.
e Jabon liquido para manos.
¢ Pinzas metalicas de laboratorio.
e Masking tape.
¢ Papel seda para microscopio o microfibra limpia.

6. Sise derrama o tira un cultivo u ocurre algin accidente llamar al profesor inmediatamente.
Colocar una toalla de papel sobre el derrame y vaciar desinfectante sobre la toalla.
Mantener el desinfectante por 15 minutos, después limpiar el derrame con toallas de papel
limpias y desechar las toallas de papel absorbente en el contenedor apropiado. Lavarse
las manos.

7. Desechar todos los cultivos y material utilizado en el contenedor (palangana) sefialado
como “contaminado”, para que después sean esterilizados. Nunca desechar material
contaminado en el bote de basura. Nunca desechar liquidos contaminados o cultivos en
la tarja.

8. Antes de abandonar el laboratorio lavarse cuidadosamente las manos.




Materiales, aparatos y equipos utilizados en el laboratorio

A continuacién se enlistan los equipos, aparatos y materiales basicos para el trabajo
de laboratorio en microbiologia (Tabla I).

Tabla I. Material, equipo y aparatos del laboratorio de microbiologia.

equipo y aparatos

Equipo

Uso

Asa bacterioldgica en
argolla no calibrada

(platino/nicromo/plastico)

Sembrado por estrias e inoculaciones en general.

Asa calibrada

Transferencia para inoculaciébn de un volumen
exacto (10 y 100 pL).

Asarecta

Inoculacién a partir de colonias muy pequefias.
Sembrado en tubos con medio soélido.

Asa en “L”

Se utiliza principalmente para cultivos de hongos.

Pinzas (metal/plastico)

Manipulacion de papel estéril/discos de antibidticos.

Pipeta

Transferencia de volumen exacto de liquidos (a las
pipetas seroldgicas se les coloca en el cuello un
tapon de algodon no absorbente y seco para
prevenir la contaminacion).

Propipeta

Llenado y vaciado de pipetas seguro (nunca
pipetear con la boca).

Tubo de ensayo

Pequefios volimenes (5-10 mL) de medio
liquido/agar inclinado o recto/soluciones estériles
para inoculacién (se colocan en una gradilla).

Matraz Erlenmeyer

Grandes volimenes de medio liquido para
inoculacion y almacenaje breve (un tapon de
algodoén no absorbente previene la contaminacion).

Caja Petri
(plastico/vidrio)

Plastico: desechable, pre-esterilizada para realizar
cultivos solidos de microorganismos.
Vidrio: reutilizable.

Marcador indeleble

Rotulado de cajas Petri, tubos de ensayo, laminillas
de microscopio.

Equipo de proteccién
personal

Bata de laboratorio limpia: proteccion de la ropa y
contencion del polvo. Lentes de seguridad:
previenen salpicaduras en los 0jos.

Aparato

Uso

Mechero Bunsen

Proporciona area estéril en un radio de 15 cm.
Esterilizacion de asas metdlicas y (con alcohol)
pinzas de metal. Flameado de cuellos de tubos.

Autoclave

Esterilizacion de medios, soluciones y equipos
antes y después de usarlos (contaminados).

Horno Pasteur

Esterilizacion y secado de material de vidrio y metal.

Balanza granataria

Pesar cantidades exactas de sélidos: medios de
cultivo deshidratados, sales, entre otros

Incubadora
(Estufa bacteriolégica)

Mantiene condiciones Optimas y estables de
temperatura y humedad para el desarrollo de
cultivos. Habitualmente a 37°C

Bafo Maria

Conserva el agar liquido para su uso (50°C).
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Termdmetro

Revision de temperaturas de incubadora/bafio
Maria.

Frasco para desechos
(contiene desinfectante)

Disposicion de pipetas usadas y laminillas.

Refrigerador

Almacenaje de materiales termolabiles.

Microscopio, laminillas,
cubreobjetos, colorantes,
rack de tincidn, aceite de

Observaciones microscopicas.

inmersion
Material Uso

Microorganismos, sangre Yy fluidos corporales a los
Bioldgico que se les realizan pruebas bajo medidas de

contencion apropiadas.

Medios de cultivo

Disponibles como medios completos o ingredientes
separados.  Proporcionan  los  nutrimentos
necesarios para la proliferacion de
microorganismos

Desinfectantes

Tratamiento de las superficies de trabajo antes y
después de usarse y en derrames accidentales.

Alcohol 70%
desnaturalizado

Esterilizacién de pinzas metalicas y equipo de vidrio
por ignicion.

Cinta testigo

Cambia de color en respuesta al calor para
distinguir los articulos que han recibido tratamiento
térmico.

Ampolletas de control
biolégico de esterilidad

Cambia de color cuando la temperatura correcta se
ha aplicado y se mantuvo durante el periodo de
tiempo requerido para efectuar la esterilizacion.

Algoddn no absorbente

Tapones para tubos de ensayo, matraces y pipetas.

Kit de derrames (guantes
desechables, desinfectante,
toallas absorbentes)

Manejo seguro y disposicibn de cultivos
derramados.

Buenas practicas de laboratorio de microbiologia

Las buenas practicas de laboratorio son los procedimientos cuyo objetivo se enfoca en:

e Desarrollar habilidades

propagacioén de los microorganismos y proteger el
la contaminacion con
microorganismos de fuentes externas para
asegurar la calidad y confiabilidad de los

trabajo practico de

resultados.

e Resguardar a los estudiantes, maestros vy
técnicos de cualquier posibilidad de infeccion.

contener la

)

Figura | Area de trabajo personal

Es importante ordenar el area de trabajo cuidadosamente
para realizar los procedimientos con seguridad y eficiencia (Fig. I).



Ropa y equipo de proteccion personal

La vestimenta y el equipo de proteccion personal pueden actuar como barrera para reducir al
minimo el riesgo de exposicion a aerosoles, salpicaduras e inoculacion accidental. Las prendas
de vestir y el equipo que se seleccionen dependen de la naturaleza del trabajo que se realice. En
el laboratorio los trabajadores llevaran ropa protectora. Antes de abandonar el laboratorio, tendran
que quitarse las prendas protectoras y lavarse las manos. En la Tabla Il se muestran algunos
elementos de proteccion personal utilizados en el laboratorio y la proteccion que ofrecen.

Tabla Il. Equipo de proteccion personal utilizado en el laboratorio de Microbiologia.

CARACTERISTICAS DE

EQUIPO PELIGRO EVITADO SEGURIDAD
Bata de laboratorio Contaminacion de la ropa i:lrggc;don grueso, manga
Delantales de plastico Contaminacion de la ropa Impermeables
Calzado Impactos y salpicaduras Puntera cerrada
Gafas de seguridad Impactos Proteccion lateral
Protegen todo el rostro.
Viseras Impactos y salpicaduras Se retiran facilmente en
caso de accidente
Mascarillas respiratorias Inhalacion de aerosoles Desechables
Contacto directo con De latex, vinilo o nitrilo,
Guantes microorganismos aprobados para  uso
Punciones o cortes microbiolégico

(Fuente: OMS, 2005)

Manejo de derrames

1. Reportar inmediatamente al profesor el derrame de cultivos.

2. El cultivo derramado y los residuos circundantes no deben de ser tocados con las manos
sin proteccion.

3. Utilizando guantes desechables, desinfectar el area cubriendo el derrame con varias capas
de papel absorbente; mojalo con un desinfectante apropiado y déjalo actuar por 15 a 30
minutos.

4. Limpia los residuos con un recogedor y col6calos en un contenedor apropiado como una
bolsa para autoclave; el recogedor debe de ser descontaminado en autoclave o sumergido
en hipoclorito de sodio por 24 horas.

Vidrios rotos
1. Recoger cuidadosamente en un contenedor apropiado.
2. Ingresar al autoclave a 121 °C, 15 Ib, 30 minutos.
3. Desecharlo en un contenedor de residuos punzocortantes.

Salpicaduras en la ropa y en la piel
La ropa contaminada debe remojarse en desinfectante. Las salpicaduras en la piel deben tratarse
tan pronto como sea posible. Deberan lavarse cuidadosamente con abundante agua y jabén.

Aerosoles
Los derrames también conllevan el riesgo de generar aerosoles (neblina invisible de pequefias
gotas de humedad) que pueden contener microbios y pueden ser inhalados. El riesgo de que
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ocurran derrames puede ser disminuido utilizando cultivos en agar en lugar de medios liquidos,
cuando sea posible. Debe tenerse cuidado para evitar generar aerosoles durante la practica. El
riesgo es minimizado apegandose con especial atencion al uso correcto de las pipetas y la
esterilizacion cuidadosa del asa en el mechero.

Microscopio Compuesto

Un buen microscopio es una herramienta esencial para cualquier laboratorio de
microbiologia. Existen muchos tipos de microscopios pero el mas util en el trabajo de
diagndstico es el microscopio compuesto; por medio de una serie de lentes y una fuente de
luz brillante, magnifica e ilumina objetos diminutos como las bacterias y otros
microorganismos que de otra forma serian invisibles. Este tipo de microscopio sera utilizado
durante el curso de laboratorio; mientras mas lo utilices, comprenderas cuan preciso e
indispensable es para estudiar microorganismos presentes en especimenes clinicos y en
cultivos.

Los componentes basicos son: una fuente de luz, un condensador que enfoca la luz y dos
sistemas de lentes (los objetivos y los oculares) que se utilizan para magnificar la imagen.
La limitacion de este microscopio es el poder de resolucién de la imagen (habilidad para
distinguir dos objetos que estan separados y no como uno solo. El poder de resolucién del
microscopio esta determinado por la longitud de onda de la luz utilizada para iluminar el sujeto
y el angulo de luz que entra en el lente del objetivo. El poder de resolucion es mayor cuando
se coloca aceite de inmersion entre el lente del objetivo y la laminilla (tipicamente el objetivo
de 100 X) debido a que el aceite reduce la dispersion de la luz. Los mejores microscopios
tienen un poder de resolucion de aproximadamente 0.2 um que permite observar la mayoria
de las bacterias pero no los virus. El indice refractivo de estos organismos y del fondo es
similar por lo que deben de tefiirse con un colorante para que se puedan observar (Murray,
2012).

Manejo del Microscopio Compuesto

1. Coloca la laminilla a observar y asegurala en la platina verificando que no se deslice
0 mueva de posicion, de tal forma que la luz que proviene a través del condensador
pase a través del centro del area tefiida.

2. Coloca el objetivo de bajo poder en posicién vertical; mira a través del ocular, si tienes
un microscopio binocular, ajusta los dos oculares horizontalmente al ancho entre tus
0jos hasta que tengas un campo de visién Unico y circular. Ahora acerca la platina
hacia el objetivo lentamente con el tornillo de ajuste macrométrico hasta que puedas
ver pequefios objetos en el campo; asegurate que el condensador esta totalmente
levantado y ajusta la luz a una intensidad confortable con el diafragma.

3. Usa el tornillo micrométrico para obtener una imagen tan nitida como sea posible;
ahora mueve la laminilla lentamente alrededor del objetivo de bajo poder para
observar un panorama de la preparacion y seleccionar un area interesante para una
observacion méas cercana en la siguiente magnificacion.

4. Cuando has seleccionado el &rea que deseas observar gira el revolver para utilizar el
objetivo seco alto; si ya tenias un enfoque nitido ahora realiza tus ajustes con el tornillo
micrométrico y si la laminilla esta muy fuera de foco con el nuevo objetivo en su lugar,
observa la distancia entre la laminilla y el objetivo y acércalos, pero sin que se toquen.
Ahora observando a través del ocular ajusta lentamente primero con el tornillo
macromeétrico y después con el micrométrico hasta que tengas un buen enfoque.

5. Sin mover la laminilla ni cambiar el enfoque espera al instructor para que demuestre
el uso del objetivo de inmersion.
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6.

© ~

Mueve el objetivo seco un poco hacia un lado y coloca una pequefia gota de aceite en
la laminilla justo encima de la apertura del condensador, ahora coloca con cuidado el
objetivo de inmersidn llevandolo con cuidado a su posicion y verificando que no toque
la laminilla; ahora acércalo hasta que la punta del lente esté sumergida en el aceite
pero no esté en contacto con la laminilla, observa a través del ocular y muy lentamente
enfoca hacia arriba con el tornillo micrométrico hasta obtener una imagen nitida.
Registra tus observaciones.

Cuando has terminado tus observaciones baja la platina y remueve la laminilla.
Suavemente limpia el aceite del objetivo de inmersion con un trozo de papel seda.

Técnica de iluminacion de Kéhler

1.

n

Subir el condensador hasta el tope, introduciendo la lente abatible del condensador
para lograr la maxima concentracion de luz sobre la muestra a observar

Enfocar el objeto con un objetivo de poca amplificacion, generalmente de 10x

Cerrar el diafragma de campo de la lampara colectora, con lo que se vera proyectado éste
sobre la muestra.

Bajar el condensador para enfocar el diafragma, de manera que su imagen se
proyecte bien definida sobre la muestra.

Centrar laimagen del diafragma de campo con los tornillos para centrado del condensador.
Abrir el diafragma de campo, de manera que laimagen de sus bordes se abray se ilumine
todo el campo visual.

Ajustar el diafragma de apertura del condensador para lograr mejor contraste,
profundidad de campo y poder de resolucion.

A cada cambio de lente objetivo, volver a enfocar la imagen con el tornillo micrométrico y
ajustar el diafragma del condensador para mejorar el contraste.

Cuidado del microscopio

1.

2.

3.
4.

5.

Siempre utiliza ambas manos para transportar el microscopio, una sujetando el brazo y
otra bajo la base.

Antes de usarlo examina el microscopio con cuidado y reporta cualquier condicién inusual
o0 dafios.

Mantén los oculares, objetivos y condensador limpios, utilizando papel de seda solamente.
Cuando termines de usarlo remueve la laminilla de la platina, limpia el aceite del objetivo
de inmersion y coloca el objetivo de bajo poder en posicién vertical.

Coloca el cubre polvo si es que tiene y regresa el microscopio a su gaveta.

La Tabla Il sugiere posibles correcciones a problemas comunes al usar un microscopio.

Tabla Ill. Problemas mas comunes en el uso del microscopio éptico compuesto.

Problema Solucidn

Luz insuficiente pasando a
través del ocular

e Elevar el condensador
Abrir el diafragma
Revisar que el objetivo esté bien colocado en

su lugar
Particulas interfiriendo con la e Limpiar el ocular y el objetivo suavemente con
vista en el campo papel de seda o microfibra limpia.
e Causado por burbujas en el aceite de
Particulas que se mueven en inmersion, revisar el objetivo
el campo de vision e Asegurarse que el objetivo de inmersion esta

en contacto con el aceite
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Descripcion de las técnicas mas empleadas en el laboratorio de microbiologia

Inoculacion
Hay varias precauciones esenciales que deberan seguirse durante la inoculacién para controlar la
contaminacidn de cultivos, personas o el ambiente.

e Los procedimientos comenzaran a realizarse hasta que todo lo necesario esté al alcance
y deben de completarse tan rapido como sea posible.

e Los recipientes deben de abrirse el minimo tiempo posible y mientras estan abiertos todo
el trabajo se realizara cerca del mechero (en un radio de 15 cm), en donde las corrientes
de aire son movidas hacia arriba (area de trabajo en esterilidad).

e Al abrir un tubo de ensayo, botella o matraz, el cuello debe de ser inmediatamente
flameado para que cualquier movimiento de aire que ocurra, sea hacia afuera del
recipiente.

e Durante la manipulacion de una caja Petri, la exposicidn a la contaminacion por aire de las
superficies estériles internas debe de ser limitada al minimo.

e Las partes de las pipetas estériles que se colocaran dentro de los cultivos o recipientes
estériles no deben de ser tocadas o permitirse el contacto con otras superficies no
estériles, como la ropa, la superficie del area de trabajo y el exterior de tubos o botellas.

En el procedimiento de la practica 5 “Técnicas de sembrado” se explica con mayor detalle la
transferencia del inéculo en distintos tipos de medios.

Manejo del asa microbiologica

Las asas de alambre se esterilizan en la flama del mechero. Antes y después del uso deben de
ser calentadas hasta el rojo vivo para asegurarse de que cualquier contaminante como esporas
bacterianas, sean destruidos. EI mango del asa se sostiene hacia arriba como si sostuvieras un
lapiz casi verticalmente; esto deja el dedo mefiique libre para tomar tapones o tapas de tubos.

Procedimiento de flameado del asa microbioldgica

Esta disefiado para calentar el asa gradualmente, porque después del uso contendra cultivo que
puede salpicar al calentarse rapido y con la posibilidad de liberar pequefias particulas de éste y
formar aerosoles.

1. Colocala parte del alambre que se une al mango en el cono azul brillante de la flama (area
fria).

Eleva el resto del alambre lentamente hacia la regiébn més caliente de la flama
inmediatamente arriba del cono azul claro.

Mantenla hasta que se torne roja, en posicion casi vertical. Ten cuidado de no quemarte.
Asegurate de que toda la longitud del alambre reciba un calentamiento adecuado.
Permite que se enfrie y Gsala inmediatamente.

No coloques el asa en la mesa o la agites para enfriarla.

Re-esteriliza el asa inmediatamente después de cada uso.

N

NOo Ok

Si el asa no sostiene nada de liquido, es porque no forma un circulo completo. Para corregirlo,
primero asegurate de que ha sido esterilizada y después dale forma con unas pinzas. No uses tus
dedos por la posibilidad de dafiar tu piel.
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Técnicas de manipulacion de cajas Petri
Existen tres formas de manipular la caja Petri:

La base (la mitad de la caja que contiene el medio) se coloca en la superficie de trabajo.
Levanta la tapa verticalmente la cantidad minima necesaria para permitir el acceso del
asa.

Con la tapa colocada en la superficie de trabajo levanta la base y voltéala para que la
superficie del agar quede hacia arriba.

Con la mano izquierda toma la caja con la tapa en la parte superior. Usando el dedo indice
y pulgar abre la tapa lo suficiente para que entre el asa.

La manipulacién siempre debe realizarse cerca del mechero, en un radio no mayor a 15
centimetros.

Las cajas se colocan en la mesa con la base hacia arriba para mantener visibles los datos
rotulados y evitar condensacion en la tapa.

Manejo de pipetas de vidrio
Las pipetas estériles graduadas o de goteo (Pasteur), se utilizan para transferir cultivos, medios
estériles y soluciones estériles.

1.

N

oo

Remueve la pipeta de su contenedor o empaque por el extremo gque contiene el tapon de
algodén, teniendo cuidado de no tocar mas de lo que es necesario para sujetarla
firmemente.

Coloca la propipeta o el chupoén.

Sostén la pipeta como lo harias con un lapiz. El dedo mefiique queda libre para sostener
el tapdén de un tubo o botella y con el pulgar se controla el chupon.

Presiona el chupdn con cuidado y toma la cantidad de fluido adecuada pero sin que toque
el tapdn de algodon.

Regresa cualquier exceso suavemente si es que se requiere un volumen exacto.

La punta de la pipeta debe permanecer bajo la superficie del liquido al tomarlo, para evitar
la introduccién de burbujas de aire que pueden causar la formacién de aerosoles cuando
el liquido se dispense.

Inmediatamente después del uso coloca la pipeta, ahora contaminada, dentro de la jarra
de desechos con desinfectante. No remover el chupdn hasta que la pipeta este dentro del
contenedor, para evitar goteos.

Manejo de micropipetas

1.

2
3.
4.
5

o

Ajustar la pipeta al volumen deseado.

Colocar la punta de plastico.

Presionar el émbolo suavemente hasta el primer tope.

Sumergir la punta en el liquido.

Soltar el émbolo suavemente para aspirar, sin generar burbujas y manteniendo la pipeta
verticalmente.

Para vaciar el contenido, presionar el émbolo hasta el segundo tope.

Descartar la punta utilizando el eyector, en un frasco con desinfectante si se pipeted un
medio contaminado.

Flameado del cuello de botellas y tubos de ensayo

1.
2.
3.

Aflojar la tapa para que pueda ser removida con facilidad

Sostener la botella/tubo con la mano izquierda.

Remover la tapa con el dedo mefiique de la mano derecha girando la botella/tubo, no la
tapa.

No colocar la tapa en la mesa.
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5. Flamear el cuello de la botella/tubo haciéndolo pasar hacia adelante y atras a través de la
flama del mechero.

6. Después de realizar el procedimiento requerido, colocar la tapa de la botella/tubo usando
el dedo mefiique. Girando la botella/tubo, no la tapa.

Uso de los estandares de turbidez de McFarland (nefelometro)

Los estandares nefelométricos de McFarland fueron propuestos en 1907 por J. McFarland como
un instrumento para estimar el nimero de bacterias en suspension, utilizadas para calcular el
indice opsonico bacteriano y para la preparacién de vacunas. El procedimiento para preparar el
estandar numero 1 de McFarland consiste en colocar en un tubo de ensayo grande 0.1 mL de una
solucion al 1% de cloruro de bario anhidro y mezclar con 9.9 mL de una solucidn fria de acido
sulfarico de pureza grado quimico. Esta se mantiene en el refrigerador hasta que aparece un
precipitado fino blanco de sulfato de bario. Después se agita vigorosamente. Este tubo tiene una
densidad aproximada de 3 x 108 bacterias por mililitro de suspension. (McFarland, 1907), (Bollela,
1999).

Tabla IV. Equivalencias y preparacion de los estandares de McFarland.

Estandar McFarland 0.5 1 2 3 4
Densidad  celular  aprox.

(1X108 UFC/mL) 15 3.0 6.0 9.0 12.0
Cloruro de Bario al 1.0% (mL) 0.05 0.1 0.2 0.3 0.4
Acido Sulfurico al 1.0% (mL) 9.95 9.9 9.8 9.7 9.6
UFC= Unidad Formadora de Colonias (Fuente: Bollela, 1999)

Procedimiento de estandarizacion
1. Tomar el tubo estandar de McFarland y agitarlo.
2. Colocar el tubo estandar frente a una tira de papel con franjas alternadas negras y blancas

que faciliten la visualizacion de la turbidez (Fig. Ill). Mantener en posicion el tubo estandar
para referencia posterior.

3. Tomar con el asa un inéculo bacteriano, el cual se agregara a un tubo con solucién salina

fisiologica (SSF) o algun caldo de cultivo.

4. Disgregar el inoculo frotandolo en la pared interna,
con el tubo inclinado para que el in6culo quede
sumergido al colocar el tubo verticalmente.

Flamear el tubo y taparlo.

Agitar el tubo sosteniéndolo en una mano vy

golpeéandolo con un dedo de la otra mano, evitando

que el liquido salpique hasta el tapon.

7. Repetir la adicion de inoculo hasta alcanzar el mismo
grado de turbidez que el tubo de McFarland,
visualizando con la ayuda de la tira de papel con
franjas oscuras o fondo oscuro y teniendo cuidado de

no exceder la turbidez. Figura |l Estandares de
McFarland 0.5, 1y 2

o o
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Figura lll Plantilla para ajustar la turbidez

Identificacion del material

Hay que asegurarse de tener siempre todo el material utilizado debidamente identificado con el
nombre del microorganismo abreviado, fecha y grupo para evitar confusiones a la hora de trabajar
y riesgos de seguridad. Tener siempre a la mano un marcador indeleble de punta fina.

Cajas Petri: rotular con un marcador indeleble la mitad de la caja que contiene el medio
utilizando abreviaciones y letra pequefia, manteniéndolas en la orilla para que no interfieran
con la observacion de las colonias.

Tubos: rotular los tubos y botellas en una posiciébn que no se pueda borrar durante la
manipulacion. Se puede utilizar marcador indeleble o etiquetas auto adheribles que no se
desprendan facilmente con calor pues se incubaran en estufa y pueden perderse.

Incubacioén

Cajas Petri: latapa y la base de la caja se unen con dos a cuatro tiras cortas de cinta adhesiva
para proteger la apertura accidental durante la incubacion.

Las cajas se incuban con la base hacia arriba para evitar que ocurra condensacion en la tapa
y gotee en el cultivo. Esto puede causar que las colonias se mezclen entre ellas y también se
corre el riesgo de derramar el liquido contaminado.

Tubos: los tubos a incubar se colocan en un recipiente metalico debidamente identificado.

Limpieza al terminar

Las superficies de trabajo se limpian después del uso. Si se utilizaron cultivos, las mesas se
cubren con desinfectante el tiempo suficiente para desinfectarlas y después se limpian con
toallas de papel.

Los cultivos desechados y todo el material contaminado se colocan en contenedores
etiguetados adecuadamente (palanganas). La pila de cajas Petri nunca debe de rebasar la
altura del contenedor.

Los cultivos y toallas de papel contaminado, guantes, etc. se esterilizan en el autoclave a
121°C por 15 minutos antes de ser desechados.

Las pipetas y portaobjetos se colocan en frascos de vidrio con hipoclorito de sodio o benzal y
deben dejarse al menos 24 horas antes de desecharse.

Después de la esterilizacion los materiales se pueden desechar en la basura normal.

Antes de abandonar el laboratorio quitarse la bata y lavarse las manos con agua y jabon.

[N
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PRrRAcCTICA I

Bioseguridad

La bioseguridad es la disciplina que se encarga del manejo seguro y la
contencion de los microorganismos infecciosos, asi como de los
materiales que han entrado en contacto con éstos y son considerados
biolégicamente peligrosos. De acuerdo ala NOM-087-ECOL-SSA1-2002
los residuos peligrosos biolégico-infecciosos (RPBI), son aquellos
materiales generados durante los servicios de atencion médica (que
contengan agentes que puedan causar efectos nocivos a la salud y al
ambiente, se clasifican en la Tabla 1.1.

Recientemente han emergido nuevos agentes infecciosos 'y
enfermedades, y con ello los trabajos de investigacién en el sector
publico y privado y en los laboratorios de diagnéstico se han expandido.
(Pike, 1965) Es por ello que los trabajadores que manipulan los
microorganismos patdégenos deben entender claramente las condiciones
ideales bajo las cuales se pueden manipular de forma segura, y asi
prevenir la exposicién personal a agentes potencialmente infecciosos por
riesgos biol6gicos innecesarios en el laboratorio. Las bases de la
contencion de los agentes infecciosos incluyen las préacticas
microbioldgicas, el equipo de seguridad personal y las instalaciones. Son
medidas que protegen a los trabajadores de laboratorio, al medio
ambiente y a la poblacién de la exposicion a los microorganismos
infecciosos que son manipulados y resguardados en el laboratorio.

El criterio principal utilizado para definir los cuatro niveles de contencion
referidos como niveles de bioseguridad son: infectividad, severidad de la
enfermedad, transmisibilidad y la naturaleza del trabajo que se realiza.
Otros factores de riesgo importantes de estos agentes que causan
enfermedades moderadas a severas son el origen del agente, o si es
nativo o exotico. (NIH, 2016)

Cada nivel de bioseguridad describe las practicas microbioldgicas, el
equipo de seguridad y las instalaciones que corresponden al nivel de
riesgo asociado con la manipulacién de un agente en particular. Las
practicas de rutina y el equipo bésico que se encuentra en la mayoria de
los laboratorios clinicos y de investigacion se resumen en la Tabla 1.2.
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Tabla 1. 1. Manejo de residuos peligrosos bioldgico-infecciosos de acuerdo a la NOM-087-ECOL-SSA1-2002.

TIPO DE ESTADO
RESIDUOS FISICO ENVASADO COLOR
Sangre Liquidos Recipientes herméticos Rojo
Iti . L .
Cu tlvosy cep?s de Soélidos Bolsas de polietileno Rojo
agentes infecciosos
.. Sélidos Bolsas de polietileno Amarillo
Patoldgicos T — o~ X
Liquidos Recipientes herméticos Amarillo
Residuos no Sélidos Bolsas de polietileno Rojo
anatoémicos Liquidos Recipientes herméticos Rojo
Objetos Sélidos ReC|p|_entes_ rigidos Rojo
punzocortantes polipropileno
Tabla 1.2. Relacion de los grupos de riesgo con los niveles de bioseguridad, las prdacticas y el equipo.
GRUPO DE NIVEL DE TIPO DE PRACTICAS DE EQUIPO DE
RIESGO BIOSEGURIDAD LABORATORIO LABORATORIO SEGURIDAD
Ninguno; trabajo
1 Bgsmo En§enan;a bglsma, TMA en mesa'de
Nivel 1 investigacion laboratorio al
descubierto
— ; |
- Ser\l/|C|0§ de ' TMA y ropa TrabaJo.en mesa a
Basico atencion primaria; o descubiertoy CSB
2 ) . L protectora; sefial )
Nivel 2 diagndstico, . S para posibles
. o de riesgo biolégico
investigacion aerosoles
B -
Practicas de nivel 2 s adem‘as de
: - . ) otros medios de
. Diagndstico mas ropa especial, -
Contencion . contencion
3 ) especial, acceso controlado . .
Nivel 3 . L . . primaria para
investigacion y flujo direccional
de aire todas las
actividades
Practicas de nivel 3 CSB de clase lll o
mas camara de trajes presurizados
Contencion Unidades de entrad’a 'con C|§rre junto con CSB de
.. , hermético, salida clase Il, autoclave
4 maxima patogenos
) . con duchay de doble puerta (a
Nivel 4 peligrosos L, .
eliminacion través de la
especial de pared), aire
residuos filtrado
TMA: técnicas microbioldgicas apropiadas. CSB: camara de seguridad bioldgica. (OMS, 2005)

En microbiologia es muy importante trabajar con cultivos puros para poder identificarlos, pero
desafortunadamente esto es dificil, el mundo que nos rodea esté cubierto con microorganismos
que incluso son transportados en particulas de polvo en el aire. Un ejemplo de este problema es
que una caja de Petri estéril se puede contaminar tan s6lo con remover la tapa. Para mantener
estériles los caldos, cajas, tubos y cultivos puros de los microbios que nos rodean, debemos
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practicar técnicas asépticas. Esto significa simplemente que los medios estériles deben de ser
protegidos de la contaminacion por microbios en el aire o de superficies no estériles, como la mesa
o las manos, por lo que es de suma importancia lavarse adecuadamente las manos antes y
después de manipular a los microorganismos. Las técnicas para el lavado y desinfeccién de manos
que se utilizaran en el laboratorio las describe la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en las

figuras 1.1y 1.2.

1a

Deposite en la palma de la mano una dosis de producto suficiente para

cubrir todas las superficies;

Frétese la palma de la mano derecha
contra el dorso de la mano izquierda
entrelazando los dedos y viceversa;

Frétese con un movimiento de rotacion
el pulgar izquierdo, atrapandolo con la
palma de la mano derecha y viceversa;

Frétese las palmas de las manos
entre si;

Frétese las palmas de las manos
entre si, con los dedos entrelazados;

Frétese el dorso de los dedos de
una mano con la palma de la mano
opuesta, agarrandose los dedos;

Frétese la punta de los dedos de la
mano derecha contra la palma de la
mano izquierda, haciendo un
movimiento de rotacién y viceversa;

Una vez secas, sus manos son
seguras.

Figura 1. 1. Técnica de desinfeccién de manos utilizando solucion alcoholada.

(OMS, 2010)

22



Moéjese las manos con agua; Deposite en la palma de la mano una Frotese las palmas de las manos

cantidad de jabon suficiente para cubrir  entre si;
todas las superficies de las manos;

4] X 5 I

Frotese la palma de la mano derecha  Frétese las palmas de las manos Frotese el dorso de los dedos de
contra el dorso de la mano izquierda entre si, con los dedos una mano con la palma de la mano
entrelazando los dedos y viceversa; entrelazados; opuesta, agarrandose los dedos;

B
% A

Frétese con un movimiento de Frétese la punta de los dedos de la Enjuaguese las manos con agua;
rotacion el pulgar izquierdo, mano derecha contra la palma de la

atrapandolo con la palma de la mano izquierda, haciendo un

mano derecha y viceversa; movimiento de rotacién y viceversa;

Séquese con una toalla desechable; Sirvase de la toalla para cerrar el grifo; Sus manos son seguras.
Figura 1. 2. Técnica de lavado de manos usando agua y jabon.
(OMS, 2010)
Objetivo Conocer los procedimientos de bioseguridad en el laboratorio, evaluando la técnica

de lavado de manos descrita por la OMS como medida de proteccion para aplicarla
en cada préactica y prevenir riesgos biologicos.

Materiales Jabon de manos
Etanol en gel o isopropanol
Mechero Bunsen
Cajas de agar AST o BHI de 100 6 150 mm
Marcador indeleble fino

Procedimiento

Evaluacion de la efectividad de la técnica de lavado y desinfeccién de manos.
Se realizaran tres evaluaciones por equipo:
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PN E

o

9.

10.

11.
12.
13.
14.

15.

Lavado de manos con jabdn
Desinfeccion de manos con alcohol
Sin lavar (Control positivo de crecimiento de microorganismo o basal)

Limpiar y desinfectar la mesa de trabajo.

Conectar y encender el mechero Bunsen.

Colocar las cajas a utilizar cerradas y boca abajo cerca del mechero.

Lavarse las manos como lo indica la figura 1.1 y 1.2 con jabdn para manos y etanol o
isopropanol en gel respectivamente.

Trabajando en un radio de 15 cm del mechero levantar la tapa de la caja Petri y colocar
las yemas de los dedos dentro de la caja, con una presion suave y sin movimientos.
Retirar la mano y colocar la tapa de la caja Petri.

Voltear la caja y rotular la base con: fecha, equipo y técnica utilizada jabén (lavado) o
etanol o isopropanol (desinfeccion).

Colocar la caja dentro de la incubadora de manera que la mitad de la caja que contiene el
agar quede hacia arriba. Con esto se evita la condensacion de agua en la tapa.

Incubar a 37°C de 18 a 24 h.

Retirar la caja y colocarla en la mesa de trabajo previamente limpia y desinfectada, con el
mechero encendido y las manos limpias para realizar el conteo.

Realizar el conteo colonial cerca del mechero.

Registrar el nimero de colonias y comparar los dos métodos de lavado que se utilizaron.
Registrar la morfologia colonial observada con la ayuda de la tabla de resultados.

Una vez terminado el registro, colocar la caja dentro de la palangana de desechos para su
posterior inactivacion y desecho.

Limpiar y desinfectar la mesa de trabajo.

Diagrama de flujo

- ~
Técnica de lavado y desinfeccién
de manos descrita por la OMS

1

Limpiar y
desinfectar
mesa

|

< 4 1

Realizar Realizar
lavacio de desinfeccion
manos de manos

No lavarse
las manos

Etanol en gel
o isopropanol
| J
+
Colocar
yemas de los
dedos en
agar AST

!

Incubar a
37°C 24h

!

Observar y
contar
colonias

Agua y jabén

rdracon [ R > Disposicién de residuos
1
Desinfectar R1: Cajas Petri contaminadas,

mesa de

St inactivar en autoclave y desechar
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Resultados

LAVADO

CANTIDAD DE OBSERVACIONES (Apariencia de las colonias, olor,
COLONIAS color del medio)

Aguay jabon

Etanol en gel o
isopropanol

Sin lavar

Referencias

1.

Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002, Proteccién ambiental - Salud ambiental -
Residuos peligrosos bioldgico-infecciosos - Clasificacidn y especificaciones de manejo. (Febrero 17,
2003). Consultado septiembre 17, 2016, de
http://www.salud.gob.mx/unidades/cdi/nom/087ecolssa.html

NIH guidelines for research involving recombinant DNA molecules. (Abril, 2016). The National
Institutes of Health (USA), Department of Health and Human Services.

Organizacion Mundial de la Salud. (2010). Cémo desinfectarse las manos. Consultado noviembre 17,
2017, de http://www.who.int/gpsc/information_centre/gpsc_desinfectmanos_poster_es.pdf?ua=1
Organizacion Mundial de la Salud. (2010). Cdmo lavarse las manos. Consultado noviembre 17,2017,
de http://www.who.int/entity/gpsc/information_centre/gpsc_lavarse_manos_poster_es.pdf
Organizacion Mundial de la Salud. (2005). Manual de bioseguridad en el laboratorio. 3a ed.

Pike, R.M., Sulkin, S.E., & Schulze, M.L. (1965). Continuing Importance of Laboratory-Acquired
Infections. American Journal of Public Health and the Nations Health, 55(2), 190-199.
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PrAcCTICA 11

Esterilizacion

El término esterilizacion es absoluto y significa la total e irreversible
destruccion de las células vivas. Podemos estar seguros que todas las
formas de vida microbiana estdn completamente destruidas so6lo cuando
se utilizan técnicas de esterilizacion (Dai, 2016).

Algunos agentes fisicos como la radiacion ultravioleta o ionizante, el
ultrasonido, o la desecacion total, ejercen estrés en los microorganismos
y pueden matarlos, pero no pueden destruir grandes concentraciones de
microorganismos en un cultivo de laboratorio. Incluso pequefios nimeros
de microorganismos pueden no ser totalmente destruidos cuando son
expuestos a rayos ultravioleta o calor seco si estan protegidos por
materiales como tela o papel, contenidos en un paquete quirurgico, por
ejemplo. Los métodos comunmente empleados en el laboratorio se
incluyen en la Tabla 2.1.

De todos los agentes fisicos que ejercen efectos antimicrobianos el calor
es el mas efectivo. Es un excelente agente esterilizante cuando se aplica
a temperaturas lo suficientemente altas por un periodo adecuado de
tiempo porque detiene efectivamente la actividad celular. Dependiendo
si es seco 0 humedo, el calor puede coagular las proteinas u oxidar los
componentes celulares. El calor no es selectivo en sus efectos sobre los
microorganismos o cualquier otra célula viva, pero es muy util en la
esterilizacion de grandes cantidades de material y medios de cultivo
(Erika, 2013).

Tabla 2. 1. Algunos métodos de esterilizacion empleados en el laboratorio.

TIPO DE ESTADO

METODO FISICO EJEMPLO
= Ebullicién
Calor himedo « Pasteurizacion
= Vapor a presion (Autoclave)
. « Incineracion (Flameado)
Fisico Calor seco
» Horno Pasteur
Radiacién . No.lonlzante (UV, IR)
= |onizante (Rayos X, Gamma)
Mecanico = Filtracion (poros de 0.22 um hasta 8 um)
Liauido = Aldehidos
Quimico d = Alcoholes

Gaseoso « Oxido de etileno




Objetivo Utilizar métodos fisicos de esterilizacion evaluando distintas condiciones

y técnicas para conocer sus fundamentos y empleo en el laboratorio

Materiales
Hisopos de algodon estériles
Solucion salina fisiologica estéril (SSF)
Cajas de agar AST o BHI de 100 mm
Cajas Petri de vidrio de 150mm
Agar nutritivo esterilizado en un matraz
Filtro de 0.22 um desechable
Cinta testigo para calor himedo
Ampolletas para control bioldgico de esterilizacién
Jeringas de 1, 3y 10 mL de capacidad
Marcador indeleble fino

Equipo

Autoclave
Horno Pasteur
Mechero Bunsen
Lampara UV
Bafio Maria

Procedimiento

» Antes de la practica se realizara la inoculacion con bacterias a botellas con 50 mL de caldo

nutritivo o BHI, y se incubara a 37°C por 24h. Este medio sera utilizado para las pruebas
de esterilizacion, rotular como: (A).

» Por equipos se evaluaran distintas condiciones de temperatura y tiempo de cuatro métodos

de esterilizacioén.

e Autoclave (Calor humedo)

1.

B w

©ooNO

Usando un marcador indeleble dividir en 3 partes iguales la base de una placa Petri con
agar nutritivo. Rotular como: A, Dgo Y Di21.
Tomar una asada de la botella (A) utilizando el asa de 10 uL y sembrar en la zona A de la
caja realizando estrias (ver procedimiento en la practica 5 “Técnicas de sembrado” siembra
de medio liquido a sdlido).
Rotular 2 botellas (A) como Dgo ¥ D121y colocar una tira de cinta testigo.
Ingresar al autoclave 1 botella (A) a 121°C por 15min y posteriormente otra botella (A) a
80°C por 10min.

a. Rotular 2 ampolletas de control biol6gico como: Dgo y D121

b. Ingresar en cada uno de los dos ciclos de esterilizacién una ampolleta. Posterior al

ciclo incubar las 2 ampolletas a 60°C por 48h.

Dejar enfriar las botellas a temperatura ambiente.
Sembrar en las zonas Dgo Y D121.
Incubar la caja en la estufa a 37°C por 24h.
Retirar la caja, observar y comparar el crecimiento bacteriano.
Registrar los resultados.
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e Horno Pasteur (Calor seco)

1.
2.

Colocar 1 mL de cultivo de la botella A dentro de la base de una caja Petri de vidrio.
Poner la tapa de la caja e inclinarla ligeramente para que el liquido se distribuya
uniformemente en la base.

Esterilizacion en horno Pasteur

1.

Ingresar la caja cerrada al horno Pasteur a 180°C por 10, 20, 30, 40 o0 60 min.

Vaciado del medio

1. Mantener en bafio Maria a 45°C un matraz con agar nutritivo estéril.

2. En condiciones de esterilidad, levantar la tapa de la caja Petri un poco y vaciar unos
25mL de agar estéril hasta que cubra la superficie, y que tenga un grosor de 5 mm.

3. Colocar la tapa y suavemente rotar la caja para asegurarse de que el medio cubre
uniformemente la superficie.

4. Deja enfriar y solidificar el medio en la caja Petri.

5. La base de la caja debe de ser cubierta por completo, el agar no debe de tocar la
tapa y la superficie debe de ser lisa y sin burbujas. (Se puede flamear el medio con
el mechero mientras esté liquido, para reventar las burbujas que pueda presentar).

6. Cuando las cajas se han enfriado y el agar solidificado, invertirlas para prevenir que
la condensacion del vapor se acumule en la superficie del agar.

7. Rotular la base de la caja, utilizando abreviaciones: tiempo en horno Pasteur, grupo,
equipo y fecha.

8. Incubar las cajas a 37°C por 24h.

9. Observar el crecimiento bacteriano y registrar la cantidad de colonias para cada
tiempo

e Filtracion

1. Dividir en 2 partes iguales la base de una placa Petri. Rotular como: Ay F

2. Tomar una asada de la botella (A) utilizando el asa de 10 pyL y sembrar en la zona
A de la caja realizando estrias.

3. Tomar 1 mL de la botella (A) con la jeringa estéril de 3 mL.

4. Colocar la tapa de la aguja en la mesa y ensartarla con la aguja de la jeringa para
evitar pincharse el dedo, embonar y girar para retirarla y desechar en el contenedor
de punzocortantes.

5. Acoplar el filtro de 0.22 um a la jeringa.

6. Filtrar 1 mL del medio y recibirlo directamente en la placa Petri en la zona F.

7. Distribuir con el asa estéril en toda la zona F.

8. Tapar e Incubar la caja a 37°C por 24h.

9. Comparar y registrar los resultados del crecimiento.

e Radiacion (Luz ultravioleta)

1.

o gkrwb

©ooN

Dividir una placa Petri de vidrio vacia y una con medio de cultivo en 5 zonas. Rotular
del 1-5.

Usando la jeringa de 1 mL tomar 1 mL de la botella (A).

Colocar en cada zona 200 pL (0.2 mL) distribuyendo con la aguja.

Exponer la caja a luz UV por 5 min.

Humedecer un hisopo en SSF y tomar una muestra de la zona 1. Sembrarla en la
zona 1 de la caja con medio. Desechar hisopo en contenedor con desinfectante.
Repetir la exposicién UV por 5 min y tomar muestra de la zona 2 y sembrar en la
zona 2 de la caja.

Repetir hasta sembrar las 5 zonas.

Incubar la caja a 37°C por 24h.

Observar y comparar la cantidad de colonias presentes para cada tiempo de
exposicion. Registrar resultados.
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Diagramas de flujo

[Autoclave (Calor Hﬂmedo)J

b

|

Marcar caja petri en 3 zonas:

A, D80y D121.
& l +
/ Botella A con 50 mL caldo / — Sembrar una asada de la botella Rotular 2 botellas A como
/ contaminado / AenlazonaA D80y D121

l

Colocarles cinta testigo

Botela Botella
D80 D121
——

/ Ingresar Ampolleta rotulada 80 /—)

Ingresar al autoclave a
80°C por 10 min

Ingresar al autoclave a
121°C por 15 min

(—/AngresarAmpolleta rotulada 121 /

¥

Retirar del autoclave

Incubar ampolletas a 60°C por 48h

Sembrar en las zonas D80 y D121

una asada de cada botella
respectivamente

Incubar caja a
37°C 24h

|

Registrar observaciones
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[Homo Pasteur (Calor Seco)]

|

Botella A con 50 mL caldo
contaminado

L /=

Colocar 1 mL en la base de una

caja Petri de vidrio

l

Inclinar la caja para cubrir toda

Filtracién

)
1

Marcar en 2 partes iguales una caja

L

la superficie

Petricomo Ay F
Botella A con 50 mL caldo Sembrar una asada de |a botella
contaminado Aenlazona A

l

Ingresar la caja cerrada al horno Pasteur a
180°C por 10, 20, 30, 40 o 60 min

Botella A con 50 mL caldo
contaminado

[

—»{ Tomar 1 mL con Ia jeringa estéril de 3 mL I—‘//REB
\/ -

l

Retirar del horno ’

l

/Ahadir 25 mL de agar nu1ritivo/—>

Cubrir toda la base de la

caja con el agar

l

| Dejar enfriar y solidificar

1

Rotular ’

l

‘ Incubar a 37°C por 24h ’

!

Registrar resultados

<>

{ Radiacién (Luz UV) J

|

<& 4

e
‘ Retirar la aguja Pw
1
‘ Acoplar el filtro de 0.22 jm ‘

Filtrar 1 mL y recibirlo en la
zona F

‘ Distribuir con el asa ‘

l

‘ Incubar a 37°C por 24h ‘
! -
Registrar resultados —>\R1/ >

Caja Petri de vidrio vacia

} Caja Petri con medio

! !

Dividir en 5 zonas, rotular del 1-5

Dividir en 5 zonas, rotular del 1-5

|

Botella A con 50 mL caldo
contaminado

/

/-

Colocar en cada zona 0.2 mL
con la jeringa de 1 mL

!

Exponer la caja a luz UV por 5 min

Usar un hisopo estéril humedecido
en SSF

!

Tomar hisopado de la zona 1 ‘—9{

Sembrar en zona 1

-

—4Repetir hasta sembrar las 5 zonaslr—

Incubar la caja a 37°C por 24h

!

Registrar resultados

—»@\/
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Disposicidon de residuos

R1: Cajas Petri de plastico contaminadas: inactivar en autoclave y desechar.

R2: Cajas Petri de vidrio contaminadas: inactivar en autoclave para uso posterior.
R3: Aguja de jeringa contaminada: desechar en recipiente de punzocortantes.
R4: Hisopos contaminados: colocar en recipiente con desinfectante.

R5: Botellas con medio contaminado: inactivar en autoclave y desechar.

R6. Ampolletas de control bioldgico de esterilizacién: inactivar en autoclave y
desechar

Resultados
Reportar crecimiento bacteriano en las placas como: +, ++, +++
Moderado + 1-30 colonias
Abundante ++ 30-300 colonias
Muy abundante +++ Mas de 300 colonias

Autoclave

Microorganismo:

TIEMPO

TEMPE-
RATURA

PRESION

OBSERVACIONES DEL CULTIVO

OBSERVACIONES DE LA
AMPOLLETA

OBSERVACIONES DE
LA CINTA

Horno Pasteur

Microorganismo:

TIEMPO

TEMPE-
RATURA

CRECIMIENTO
BACTERIANO

OBSERVACIONES DEL CULTIVO
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Filtracion Microorganismo:
a CRECIMIENTO OBSERVACIONES DEL CULTIVO
CONDICION BACTERIANO
Filtrado
Sin filtrar
Radiacion Microorganismo:
TIEMPO CRECIMIENTO OBSERVACIONES DEL CULTIVO
BACTERIANO
Referencias
1. Cappuccino, J; Sherman, N. (1999). Microbiology a laboratory manual. 5a ed. Addison Wesley
Longman Inc. EE.UU.
2. Dai, Z., Ronholm, J., Tian, Y., Sethi, B., & Cao, X. (2016). Sterilization techniques for biodegradable
scaffolds in tissue engineering applications. Journal of Tissue Engineering,
3. Erika, M., et al. (2013). Practical Microbiology: based on the Hungarian practical notes entitled

"Mikrobioldgiai Laboratériumi Gyakorlatok" Department of Microbiology, Institute of Biology,
Faculty of Science, E6tvos Lorand University, Budapest.
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PRrRAcCTICA 111

Desinfeccion

La desinfeccion y la higiene son conceptos que se han aplicado por miles de
afios. La desinfeccién quimica se practicaba en el tiempo del imperio persa
cerca del afio 450 a.C. cuando el agua se almacenaba en recipientes de
cobre o plata para mantenerla potable. Mientras la ciencia se desarrollaba,
nuevos y mejores desinfectantes quimicos se comenzaron a utilizar; tal es el
caso de los fenoles, que eran el estdndar de referencia para las evaluaciones
de los desinfectantes a finales del siglo XIX. Actualmente tienen una
aplicacion limitada en la medicina pero se pueden utilizar como preservativos
en algunos otros productos. En bajas concentraciones los fenoles
interactian con las enzimas bacterianas que son necesarias para la sintesis
de la pared celular, lo cual provoca una lisis celular. En  altas
concentraciones, los fenoles causan una coagulacion general del citoplasma
y adicionalmente pueden afectar la membrana citoplasmica, lo que resulta
en una fuga de iones potasio y después del citosol. (Adam, 2012).

En los ultimos 50 afios nuestro conocimiento de los microbicidas se ha
incrementado, pero también las preocupaciones sobre su uso extensivo en
ambientes hospitalarios y domésticos; por lo que existe un gran interés en
entender los mecanismos de accién e interaccién con la materia organica y
también los mecanismos de resistencia, para disefiar nuevos y mejores
microbicidas que pueden emplear efectos sinérgicos o utilizar moléculas que
permeen la membrana celular. (Adam, 2012).

Al igual que los desinfectantes, los agentes antimicrobianos tienen modos
guimicos especificos de accion pero el rango de actividad de los agentes
antimicrobianos es mas estrecho como veremos mas adelante en la practica
9 (antibiograma).

Mecanismos de accion de los desinfectantes
Desnaturalizacion de proteinas

Procesos de 6xido-reduccién

Reacciones acido-base

Inactivacion enzimatica

Modificacion de la permeabilidad de la membrana celular
(Romero, 2007)

Clasificacion de los desinfectantes
e Grado alto: destruyen toda clase de microorganismos con excepcién de esporas
bacterianas.
Grado medio: destruyen micobacterias, bacterias y la mayoria de virus y hongos.
Grado bajo: destruyen la mayor parte de bacterias, algunos hongos y algunos virus.
(Romero, 2007).



Caracteristicas del desinfectante ideal

Espectro de actividad amplio a bajas concentraciones.
Inocuidad: no debe de ser tdxico para otras especies, afectando el medio ambiente.
Estabilidad: debe conservar su actividad germicida durante el almacenamiento
prolongado.
Accion microbicida rapida.
Capacidad de penetracion en diversas superficies.
Accion residual después de su aplicacién para seguir ejerciendo accion desinfectante.
Homogeneidad: la preparacion debe tener una composicion uniforme.
No corrosivo
Soluble en agua.
Economico.
(Adaptado de Rodriguez, 2011)

Es importante rotar el uso de los desinfectantes para evitar el fendmeno de resistencia muy
comun en las bacterias.

Objetivo Evaluar la efectividad de cinco desinfectantes, utilizando distintas

concentraciones, tiempos de exposicion y superficies, para conocer las
condiciones de su uso y su importancia en el laboratorio.

Materiales

Hisopos de algoddn estériles
Estandares de turbidez de McFarland
Tubos con solucion salina fisioldgica
Tubo estéril grande

Pipetas graduadas

Cajas de agar Mueller Hinton
Cloruro de benzalconio concentrado
Hipoclorito de Sodio al 5%

Etanol al 96%

Fenol al 5%

Desinfectante comercial como: pinol

Procedimiento
Por equipos se evaluaran distintas concentraciones y tiempo de los desinfectantes.

Preparacion de la solucion bacteriana

1.
2.

akrw

Tomar el tubo estandar de McFarland 0.5 y agitarlo.

Colocar detras del tubo una tira de papel con franjas alternadas negras y blancas que
faciliten la visualizacion de la turbidez.

Tomar con el asa un in6culo bacteriano de la caja que contiene el cultivo.

Frotar el indculo en la pared interna del tubo con SSF para disolver el in6culo.
Repetir la adicion de inéculo hasta alcanzar el mismo grado de turbidez que el tubo 0.5

Técnica de sembrado masivo
1. Se realizara para 2 placas Petri con agar MH.
2. Sumergir un hisopo en la suspension bacteriana previamente ajustada al 0.5.
3. Oprimir el hisopo contra la pared interna del tubo para remover el exceso de liquido.
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4. Frotar suavemente el hisopo en la placa Petri de agar MH, realizando asadas lineales de un
extremo a otro y sin espacios de manera vertical, horizontal y diagonal de manera que se cubra

toda la caja uniformemente del indculo. (Ver imagen 5.3 pag. 50).

Concentracion minima inhibitoria (CMI) y efecto bactericida y bacteriostatico

1.

En 10 tubos que contengan 2 mL de caldo de cultivo, diluir el desinfectante (Alcohol,
Benzal, Cloro, Formaldehido y Pinol), realizando diluciones dobles seriadas de la
siguiente manera:

a) Al primer tubo afiadir 2 mL del desinfectante y homogenizar.

b) Tomar 2 mL del primer tubo ya mezclado y transferirlos al segundo tubo.

c) Homogeneizar.

d) Repetir el procedimiento hasta el décimo tubo y desechar los Gltimos 2 mL en la

tarja.

Adicionar 0.2 mL de suspension bacteriana estandarizada al 0.5 a cada uno de los tubos.
Incubar a 37°C por 24h y sembrar el tubo donde se vea la CMI, ademas uno antes y uno
después.

Concentracion 6ptima del desinfectante

1.
2.

oo A&

~

8.
9.
10.
11.

Adicionar a 9 tubos estériles 9 mL de agua desionizada.

Preparar en un tubo estéril 10 mL de un desinfectante, de acuerdo a la concentracién
recomendada por el fabricante.

Hacer 10 diluciones decrecientes del desinfectante, tomando 1mL del tubo preparado y
transfiriéndolo al segundo tubo que contiene 9mL de agua desionizada.

Homogeneizar el tubo golpeandolo con el dedo y transferir 1 mL del segundo tubo al
tercero.

Repetir hasta completar los 9 tubos.

Colocar con pinzas estériles 5 papeles filtro separados equidistantemente en cada una
de las 2 cajas previamente sembradas masivamente.

Adicionar sobre los discos de papel filtro 50-100uL de cada una de las 10 diluciones,
utilizando una micropipeta. Hacerlo en orden y uno a la vez, para rotular cada uno en la
parte inferior de la caja. Utilizar un nimero de 1-10 donde 1 sea el primer tubo del cual
se hicieron las demas diluciones.

Incubar a 37°C por 24h

Observar los halos de inhibicion del crecimiento y medir el diAmetro con una regla.
Registrar las medidas.

Comparar los diametros de todos los desinfectantes.

Influencia del tiempo y tipo de superficie

1.
2.
3.

Preparar una solucién de Benzal al 50 % en un tubo estéril grande y ancho, usando agua
desionizada y estéril. Rotular.

Preparar una suspensién bacteriana en solucién salina fisiolégica (SSF) y ajustar al 0.5
de McFarland.

Sobre la superficie seleccionada (Madera, Vidrio, Aluminio, Plastico o Carton): Colocar
50-100 pL de desinfectante y después 50-100 pyL de suspensién bacteriana, y
homogenizar la mezcla.

Con un plumén marcar la base de la caja de agar MH en 5 partes iguales.

Con un hisopo estéril tomar una muestra de la mezcla previa y sembrarla en un espacio
de la caja con medio de cultivo.

Hacer esta operacion a los tiempos: 0, 5, 10 y 15 minutos de exposicion. Para cada
espacio, y en el Ultimo espacio sembrar un control positivo de crecimiento con un hisopo
(suspension bacteriana).

Rotular e incubar la caja a 37°C por 24h

Observar el crecimiento y registrar.
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Diagrama de flujo

‘ Influencia de tiempo y

superfiicie
; |
Preparar Benzal al 50% en tubo ‘
ancho esteéril y con agua desionizada 2
Marcar la base de la caja Petri con agar MH
en 5 cuadrantes para cada tiempo y un
Adicionar 50 pL de testigo de crecimiento
Benzal 50% |
Superficie
/ Adicionar 50 L de /
solucién bacteriana
{ { d J 1
Plastico |Madera| Vidrio | Aluminio | Carton

i ——

Mezclar

L
Dejar actuar 0, 5,
10 y 15 minutos

!

Tomar con un hisopo
la mezcla

~

Inocular la mezcla enla ! o

superficie del cuadrante por
cada tiempo

.

Sembrar testigo de
crecimento en el ultimo
cuadrante

!

Incubar
37°C 24h

i

Observar crecimiento—

Registrar resultados ‘

R4

R2
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Preparar 10 mL de desinfectante en un tubo (tubo 1)
a la concentracion 6ptima recomendada

Colocar 9 mL de agua
desionizada en 9 tubos

(

4
Transferir 1 mL del tubo 1 al tubo
2 con 9 mL de agua desionizada

!

Homogeneizar

!

Repetir para los tubos
restantes

{ Concentracion dptima }

Preparar solucion
bacteriana al 0.5 McF

Tomar con un hisopo
la solucién

!

Realizar sembrado
masivo en 2 cajas

]

Colocar 5 discos de
papel filtro en cada caja

Rotular cada disco por
debajo de la caja 1-10

Adicionar 100 pL de cada tubo a su
disco correspondiente

Incubar
37°C 24h

l

Medir halos de inhibicion

|

i

[ Comparar concentracion dptima ]

tedrica con experimental

Disposicion de residuos

[ CMI, efecto bacteriocida y

bacteriostatico

)

|

Realizar 10 diluciones del

desinfectante

l

£ i

i 1

1

Etanol Pinol

Formaldehido| | Benzal

Hipoclorito|

|

I

]

Adicional 0.2 mL de Agitar, tapar
solucién bacteriana rotular
!
Incubar
37°C 24h

g

)

Sembrar en caja petri

—~&>

los 3 tubos
|
g 1) 1
Anterior a la Posterior a la
CMI el CMI
[ [ ]
v
Incubar
37°C 24h

!

Observar crecimiento —)

|

[ Registrar resultados W

R1: Hisopos contaminados: colocar en recipiente con desinfectante y desechar.
R2: Cajas Petri contaminadas: inactivar en autoclave y desechar.

R3: Tubos con cultivo: inactivar en autoclave y desechar.

R4: Superficies contaminadas, inactivar en autoclave y desechar.
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Resultados

Crecimiento colonial en superficies

Reportar crecimiento bacteriano en las placas como: +, ++, +++
Moderado + 1-30 colonias

Abundante ++ 30-300 colonias

Muy abundante +++ Mas de 300 colonias

Tiempo

Superficie
0 5 min 10 min 15 min

Control +

Plastico

Madera

Vidrio

Aluminio

Cartéon

Concentracion 6ptima del desinfectante
Calcular la concentracion que contiene cada tubo

Dilucién

Desinfectante 1 2 3 4 5 6 7

10

Didmetro del halo de inhibicién (mm)

Benzal

Concentracion

Alcohol

Concentracién

Cloro

Concentracién

Formaldehido

Concentracién

Pinol

Concentracion
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Comparacion de la concentraciéon 6ptima tedrica y experimental

Concentracién éptima
Desinfectante

Tedrica Experimental

Benzal

Alcohol

Cloro

Formaldehido

Pinol
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PrAcCTICA IV

Medios de cultivo

Desde 1881 cuando el primer medio de cultivo sélido que contenia agar
fue desarrollado por Fanny Hesse y propuesto a Robert Koch para la
aislacion y cultivo de bacterias, han surgido numerosos medios soélidos
liquidos y semisodlidos. En general la eleccion de los nutrimentos,
atmésfera, temperatura y tiempo de incubacion son los cuatro principales
elementos que determinan el crecimiento de las bacterias, por lo que
deben de ser lo mas parecidos al ambiente natural del microorganismo
(Lagier,2015).

La composicion de estos medios depende enteramente de los
requerimientos nutrimentales especificos de los microorganismos  a
aislar o cultivar, sean bacterias, hongos, protozoarios e incluso virus en
los que se requieren células vivas adecuadas para su replicacion (Tabla
4.1).

Algunos medios se adaptan para crecer el maximo nimero posible de
diferentes organismos sin favorecer alguno en particular (no selectivos),
otros medios son altamente selectivos y permiten el desarrollo de sélo
un grupo muy limitado de organismos.

La mayoria de los medios disefiados para el crecimiento inicial y el
aislamiento de microorganismos son ricos en compuestos proteicos
derivados de carne animal, pero muchas bacterias son incapaces de
degradarlas a formas utilizables y deben de ser provistos con materiales
proteicos parcialmente degradados (péptidos peptonas, aminoacidos).
Los extractos o carne parcialmente cocida son nutrimentos béasicos de
muchos medios de cultivo asi como algunos carbohidratos y sales
minerales que se afiaden usualmente. Estos medios basicos se pueden
suplementar o enriguecer con sangre, suero, vitaminas, azucares y sales
minerales o aminoacidos particulares segun se necesite.

Tabla 4. 1. Algunos de los medios de cultivo utilizados en microbiologia.

Agar Chocolate

Tipo Medio (ejemplos) Propdsito
Recuperacion de bacterias
Agar Sangre
y hongos
No selectivo Recuperacion de cocos G+

como Neisseria
gonorrhoeae y
Haemophilus
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Agar Mueller-Hinton

Medio ideal para probar la
susceptibilidad a
antibidticos

Caldo Tioglicolato

Caldo de enriguecimiento
para bacterias
anaerdbicas

Agar Saboraud dextrosa

Recuperacién de hongos

Selectivo, diferencial

Agar MacConkey

Selectivo para bacterias

Gram (-); diferencial para

especies fermentadoras
de lactosa

Agar Sales y manitol

Selectivo para
Staphylococcus;
diferencial para

Staphylocuccus aureus

Medio Lowenstein-Jensen

Selectivo para
Mycobacterium

CHROMagar

Genera colonias de
distintos colores

Especializados

Agar TCBS (Tiosulfato-
Citrato-Bilis-Sacarosa)

Recuperacion de especies
de Vibrio

Objetivo Preparar medios de cultivo sélidos, semisélidos y liquidos, conociendo sus

condiciones de elaboracion, esterilizacion y pruebas de control de calidad
para emplearse posteriormente en el aislamiento e identificacion de

bacterias.

Materiales

Equipo

Medios de cultivo deshidratados:

Base agar sangre, MacConkey, Sales y manitol, etc.

Caldos deshidratados:
Nutritivo, nitratos, urea, etc.

Sangre de carnero desfibrinada estéril

Agua destilada

Matraz Erlenmeyer de 1 L con tap6n de algodon
Matraz Erlenmeyer de 250 mL con tapdén de algodon
Probeta de 1L

Varilla de vidrio

Pipeta de 10 mL

10 Tubos con tapdn de rosca
10 Cajas Petri estériles de 100mm

Parrilla eléctrica con agitador magnético
Soporte universal o tripié, Tela de asbesto
Bafio Maria, Termometro, Mechero Bunsen
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Procedimiento

Por mesa se prepararan 30 cajas de medio de cultivo y 30 tubos para pruebas bioquimicas
de diferentes medios seleccionados.
Normalmente se utilizan de 20-25 mL por cada caja Petri y 3-5 mL por cada tubo.

Preparaciéon del medio de cultivo en cajas Petri

1.

2.

No

Leer la etiqueta del frasco del medio deshidratado. Alli se especifica la cantidad de
polvo que se requiere para preparar un litro de medio.

Calcular la cantidad necesaria para preparar 30 cajas y pésar el medio en polvo en
la balanza. (Considerar que cada caja lleva de 20-25 mL, asi que el volumen total a
preparar serd de 600-750 mL)

Colocar la mitad del volumen de agua destilada en el matraz Erlenmeyer. Afiadir el
polvo ya pesado mientras se agita con la varilla de vidrio para evitar que se formen
grumos. Esperar a que se hidrate el agar y afladir el agua restante.

Colocar el matraz en un tripié sobre una tela de asbesto y tapar con el tapén de
algodon. Utilizando el mechero Bunsen, lentamente llevar el medio de cultivo
rehidratado hasta ebullicién, agitando constantemente para evitar derrames.
Cuando el agar se haya disuelto completamente, retirar de la flama. Rotular el
matraz.

Esterilizar en autoclave a 121°C por 15 min.

Cuando termine la esterilizacion del agar, permitir que se enfrie a 45-50°C. El agar
debe de estar caliente y liquido pero no tan caliente para poder manipularlo y también
evitar la condensacion excesiva de agua.

Indicaciones para preparar Agar Sangre, Agar Chocolate y Agar Cetrimida

Al agar sangre se le agrega de 5 a 10% de sangre de carnero desfibrinada posterior
a la esterilizacién, cuando el agar se haya enfriado a una temperatura de 45°C.
Para preparar el agar chocolate se realiza el mismo procedimiento pero el agar debe
de estar a 80°C.

El volumen afiadido de sangre se le debe de restar al volumen total de agua
requerido para preparar el medio.

Disolver el agar cetrimida en agua destilada con 1% de glicerol.

Preparacion de tubos para pruebas bioquimicas (medio sélido, semisoélido y liquido)

1.

2.

Leer la etiqueta del frasco del medio deshidratado. Alli se especifica la cantidad de
polvo que se requiere para preparar un litro de medio.

Calcular la cantidad necesaria para preparar 30 tubos y pesar el medio en polvo en la
balanza. (Considerar que cada tubo lleva de 3-5 mL de medio preparado, asi que el
volumen total a preparar sera de 90-150 mL).

Anadir la cantidad de polvo necesaria en la mitad de volumen de agua, en el matraz
Erlenmeyer, para reconstituirlo y disolverlo agitando con la varilla de vidrio. Esperar a
que se hidrate el agar y afadir el agua restante.

Llevarlo a ebullicion lentamente y cuando se haya disuelto completamente retirarlo de
la flama y dejarlo enfriar.

Trabajando en esterilidad y utilizando una pipeta colocar en tubos de vidrio alicuotas
de 3-5 mL del medio en los tubos de ensayo con tapén de rosca.

Colocar el tapén de los tubos pero dejarlo un poco flojo o a medio cerrar para que
pueda esterilizarse correctamente.
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Rotular adecuadamente los tubos y colocarlos en un contenedor.

Esterilizar en autoclave.

Cuando termine la estilizacion de los medios, colocar los tubos de medio liquido y
semisolido en una gradilla en posicion vertical. Los tubos con medio sélido se colocan
inclinados hasta que el agar se enfrie y solidifique en esa forma.

10. Rotular la parte superior utilizando abreviaciones: medio de cultivo, y grupo.

Vaciado en cajas

1.

2.
3.

o a

8.

Colocar en un bafio maria a 45°C el matraz con el agar estéril para que se mantenga
liquido.

Tomar el matraz, remover el tapén frente al mechero y flamear el cuello.

En condiciones de esterilidad, levantar la tapa de la caja Petri un poco y vaciar unos
25 mL de agar hasta que cubra la superficie, y que tenga un grosor adecuado (5mm).
Colocar la tapa y suavemente rotar la caja para asegurarse de que el medio cubre
uniformemente la superficie.

Deja enfriar y solidificar el medio en la caja.

La base de la caja debe de ser cubierta por completo, el agar no debe de tocar la
tapa y la superficie debe de ser lisa y sin burbujas. (Se puede flamear el medio con
el mechero mientras esté liquido para reventar las burbujas que se hayan formado)
Cuando las cajas se han enfriado y el agar solidificado, invertirlas para prevenir que
la condensacion del vapor se acumule en la superficie del agar.

Rotular la base de la caja, utilizando abreviaciones: medio de cultivo, fecha, y grupo.

Pruebas de Control de calidad de medios de cultivo

Prueba de esterilidad

1.

2.

3.

4.

Colocar en la incubadora el 10% de las cajas y tubos esterilizados que se
prepararon.

Incubar por lo menos 24h y hasta 72h si se sospecha de contaminacién por
levaduras.

Retirar y revisar las cajas sin abrirlas para asegurarse de que sean estériles y libres
de bacterias contaminantes

Si presentan crecimiento se rechaza todo el lote.

Prueba de promocion de crecimiento
Después de comprobar que la prueba de esterilidad fue exitosa, se evaluara cada medio en
la siguiente préctica y también se podra desarrollar habilidad en las técnicas de sembrado.

Esta prueba sirve para evidenciar la capacidad del medio para cumplir con todas las
exigencias nutrimentales que demandan el desarrollo de los microorganismos, se utilizan
cepas control cuyas caracteristicas de crecimiento son conocidas.

Prueba de estabilidad
Esta prueba demuestra la efectividad de los medios al someterlos a distintas condiciones de
temperatura y humedad.

1.
2.

Colocar el 10% de las cajas cerradas a 37, 25y 4°C por 24h.
Realizar el sembrado y verificar que se desarrollen e inhiban adecuadamente los
microorganismos para cada medio.
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Diagramas de flujo
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J
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[ Prueba de esterilidad )

|

Colocar en la incubadora el
10% de cajas y tubos

l

Incubar
37°C 24-72h

evisar si hubo
crecimiento
contaminante

—1
No Si
Proseguir con
las pruebas Desechar lote

&>

Disposicién de residuos
R1: Cajas Petri contaminadas: inactivar en autoclave y desechar

Resultados

[ Prueba de estabilidad }

|

Colocar el 10% de los medios por
24h a diferentes temperaturas

&—i—i

4°C 25°C || 37°C
;*’—J

Realizar sembrado

Incubar
37°C 24h

Verificar crecimiento adecuado

Célculos para la preparacion de medios en placa Petri (25mL / caja, aprox.)

Medio

Célculos

Cantidad de
cajas

Volumen
total de
medio

Gramos de medio deshidratado necesarios:

Calculos para la preparacion de medios en tubos (3-5mL / tubo, aprox.)

Medio

Calculos

Cantidad de
tubos

Volumen
total de
medio

Gramos de medio deshidratado necesarios:
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Prueba de esterilidad

Medio _Tlemp o_cje Crecimiento | Sin crecimiento Observaciones
incubacion
Prueba de estabilidad
Medio Temperatura | Crecimiento | Sin crecimiento Observaciones
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PRrAcTICA V

Técnicas de sembrado

Como propuso Robert Koch, un cultivo puro es el fundamento de toda la
investigacion en las enfermedades infecciosas. Un cultivo bacteriano
también permite el estudio de la susceptibilidad de las bacterias a los
antibidticos y es el primer paso para el establecimiento de un tratamiento
efectivo. (Koch, 1882)(Brock, 1999).

En el agua, el suelo, la piel y muchas superficies mucosas del cuerpo
humano, existe una gran diversidad de microorganismos que componen
la microbiota normal. Las bacterias frecuentemente se encuentran en
poblaciones mixtas, por lo que para poder estudiar las caracteristicas
morfologicas y fisioldgicas de una especie individual es vital que la
bacteria sea separada de las otras especies utilizando los medios de
cultivo.

Al recolectar y cultivar estos especimenes a partir de muestras
bioldgicas, cualquier microorganismo patégeno debe ser reconocido y
aislado de otros que no causan dafio. Las colonias de estas especies
patdgenas se toman del cultivo mixto, se aislan y se hacen crecer en un
cultivo puro, por lo que una adecuada técnica de aislamiento y
purificaciobn es critica para una identificacion exacta de los
microorganismos. Uno de los primeros pasos que realiza el microbiélogo
para la identificacion ademds de las tinciones, es la observacion directa
del crecimiento colonial en las superficies de los medios, mostrando
diversas morfologias (Tabla 5.1) y también cambios visibles en el medio,
por lo que en esta etapa se puede comenzar a determinar los pasos
posteriores para su identificacion, como veremos en las siguientes
practicas.

Tabla 5. 1. Morfologias coloniales visibles sobre la superficie de medios de cultivo.

Forma .

L

e

Filamentosa

Circular Rizoide Irregular
Borde . . ‘ k k
Entero Ondulado Lobulado Rizoide Filamentoso
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Elevacidn — e e, _ A B
Plano Elevado Convexo Umbonado Crateriforme
Tamafio . & .
Puntiforme Pequefa Moderada Grande
Textura Lisa Rugosa
Apariencia Brillante Mate
Consistencia Mucoide Butiroide Viscosa Seca

Pigmentacién

Sin pigmentacion: (crema, marron,

Pigmentada: (rojo, amarillo, morado)

blanco)
Pro;lne(.jad Opaca Translucida Transparente Iridiscente
Optica
Olor Heces Fermentos Pescado Dulce T/orUIIa Tlerra
humeda hdmeda
Objetivo Realizar el sembrado de cepas puras en medios de cultivo sélidos,
semisolidos y liquidos, mediante diferentes técnicas para reconocer su
utilidad en el aislamiento e identificacién de microorganismos.
Materiales

Procedimiento

Cajas Petri con medios selectivos y diferenciales
Tubos con agar solido y semisolido
Tubos con caldo de cultivo

Cultivos bacterianos en cajas y tubos

Siembra de medio solido a medio liquido

agrwdE

todo el in6culo.

"L°.°°.\‘.c’

Esterilizar el asa de 10 pL y dejarla enfriar.
Seleccionar una colonia bacteriana aislada y tocarla con el asa para tomar el indculo.
Destapar y, flamear la boca del tubo con el mechero

Inclinar el tubo e introducir el asa sin tocar las paredes.

Frotar el asa en la pared del tubo por debajo del nivel del caldo para disgregar y transferir

Retirar el asa, flamear la boca del tubo y tapar.
Esterilizar el asa en el mechero después de usarla.

Agitar el tubo golpeéandolo con el dedo y evitando que el liquido salpique hasta la tapa.
Incubar los tubos a 37°C por 24 horas.
0 Observar el crecimiento obtenido. Si no hay crecimiento el caldo quedaré translucido.
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Siembra de medio liquido a medio liquido.

1.
2.

3.

LoNoO

Esterilizar el asa calibrada de 1uL y dejarla enfriar.

Tomar el tubo que contiene la muestra a sembrar, retirar la tapa del tubo, flamear la boca
del tubo.

Introducir el asa en el tubo sin tocar las paredes y tomar un poco de suspension, flamear
nuevamente la boca del tubo, taparlo y dejarlo en una gradilla.

Tomar el tubo de caldo estéril en el cual se va a colocar la muestra, destaparlo, flameando
la boca el tubo con el mechero e introducir el asa con la muestra obtenida.

Realizar movimientos de rotacion con el asa para dispersar el indculo en el caldo.

Retirar el asa, flamear la boca del tubo y tapar.

Esterilizar el asa en el mechero después de usarla.

Incubar los tubos a 37°C por 24 horas.

Observar el crecimiento obtenido. Si no hay crecimiento el caldo queda transparente.

Siembra de medio soélido a sélido.

1.
2.
3.

4,
5.
6

Esterilizar el asa de 10 uL y dejarla enfriar.

Seleccionar una colonia bacteriana y tocarla con el asa para tomar el in6culo.

Transferir el inéculo con el asa de forma plana, contra la superficie del agar, realizando
alguna de las técnicas que se describen mas adelante para cajas Petri y tubos con agar
solido y semisalido.

Esterilizar el asa después de usarla.

Incubar la caja invertida, o tubo a 37°C por 24 horas.

Observar el crecimiento obtenido.

Siembra de medio liquido a solido

1.
2.

3.

4.

5.
6.
7

Esterilizar el asa calibrada de 1uL y dejarla enfriar.

Tomar el tubo que contiene la muestra a sembrar, retirar la tapa del tubo, flamear la boca
del tubo.

Introducir el asa en el tubo sin tocar las paredes y tomar un poco de suspension, flamear
nuevamente la boca del tubo, taparlo y dejarlo en una gradilla.

Transferir el in6culo con el asa de forma plana, contra la superficie del agar, realizando
alguna de las técnicas que se describen mas adelante para cajas Petri y tubos con agar
solido y semisdlido.

Esterilizar el asa después de usarla.

Incubar la caja invertida, o tubo a 37°C por 24 horas.

Observar el crecimiento obtenido.

Técnicas de sembrado para cajas Petri

e Siembra por aislamiento o dilucion en placa (Técnica americana o estria cruzada)

1.

N

o bk

Transferir el inéculo en la superficie del agar cerca del borde, pero sin tocarlo. Con el asa
plana contra la superficie del agar, estriar ligeramente el indculo hacia adelante y atras
sobre un area aproximadamente de un octavo de la caja. Tener cuidado de no romper el
agar (figura 5.1, (1)).

Esterilizar el asa y dejarla enfriar.

Girar la caja para estriar series de cuatro lineas adelante y atras y que cada una pase
sobre el in6culo y se extienda sobre un lado de la caja (2).

Esterilizar el asa de nuevo y dejarla enfriar.

Girar la caja y estriar otra serie de cuatro lineas y que cada una cruce el final de las ultimas
cuatro y se extiendan sobre el lado adyacente de la superficie (3).
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6. Finalmente realizar estriados en el centro de la caja en donde no se ha tocado con el asa,
pero sin tocar los estriados anteriores. (4).

Figura 5. 2. Siembra por dilucion americana.

Siembra por aislamiento o dilucion en placa (Técnica europea)
1. Se procede de la misma forma que en la técnica americana, pero las
lineas de cada estriado se realizan en una sola direccion.

Figura 5. 1. Siembra por
dilucién europea.

Siembra por agotamiento

1. Transferir el inéculo en la superficie del agar cerca del borde, pero sin
tocarlo.

2. Con el asa plana contra la superficie del agar, estriar ligeramente el
inéculo formando una linea continua.

3. Estriar hasta cubrir la totalidad de la caja y sin tocar las estrias ya

hechas. (Figura 5.3) Figura 5. 3 Siembra por
agotamiento

Siembra en rejilla.

1. Realizar una estria que atraviese el centro del agar.

2. Luego realizar estrias en angulo recto con respecto a la estria inicial.

3. Girar el agar 90 grados y realizar estriado hasta cubrir todo el agar.
(Figura 5.4)

Figura 5. 4 Siembra en rejilla

Sembrado masivo.

1. Con un hisopo tomar un inéculo de la suspensién bacteriana ajustada al
0.5 del estandar de McFarland.

2. Transferirla a la caja Petri con medio de cultivo, realizando asadas
lineales de un extremo a otro y sin espacios de manera vertical,
horizontal y diagonal de manera que se cubra toda la caja
uniformemente del in6culo. (Figura 5.5)

Figura 5. 5 Sembrado masivo
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Técnicas de sembrado en tubos: recto e inclinado.

Se realizan por puncion en agar recto (semisolido) y puncién y estria en inclinado (sélido).

e Puncién: Introducir el inoculo con el asa recta casi hasta el fondo del medio, con un
solo movimiento y teniendo cuidado de hacer el mismo trayecto de entrada que de

salida.

e Estria: Extender el inoculo sobre el agar inclinado, deslizando suavemente el asa por
la superficie en forma de zigzag.

» No olvidar flamear la boca del tubo antes y después de la siembra.
» Evaluar la presencia de crecimiento en el agar por la formacion de una pelicula o por
el crecimiento de colonias en la superficie.

Prueba de promocién de crecimiento en medios de cultivo

1. Inocular cada caja con microorganismos que demuestren la selectividad y

diferenciacion del medio asi como un testigo negativo para demostrar la inhibicion
de acuerdo a la tabla 5.2.
2. Incubar a 37°C por 24h.

3. La prueba del medio es exitosa si después de la incubacién se observa

crecimiento de los microorganismos para los cuales el medio es selectivo, y

coinciden las caracteristicas de diferenciacion para cada cepa y no hay

crecimiento en los testigos negativos.

Tabla 5. 2. Cepas control para prueba de promocién de crecimiento en medios de cultivo.

Agar Crecimiento selectivo y diferencial Inhibicién
a-hemolitico B-hemolitico y-hemolitico
Sangre Streptococcus Staphylococcus £ coli *no selectivo
viridans aureus '
Gram +
- - Gram —
. Manitol + Manitol -
Sales y manitol Staohv]
Staphylococcus aureus ap. v OCQC(.:US E.coli
epidermidis
Gram -
Gram +
McConkey Lac + Lac-
E. coli Proteus sp. S. aureus
Gram -
A0 Gram +
EMB Lac + rapido Lac + lento Lac -
E. coli Klebsiella sp. Salmonella sp. S. aureus
Sal I Gram - Gram +
asrr:;;;fa a Lac + Lac-, HoS- Lac-, H.S +
E. coli Shigella sp. Salmonella sp. S. aureus
Cetrimida Pseudomonas aeuruginosa E.coli
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Diagramas de flujo

crecimiento

[ Prueba de promaocion de

J

[

Realizar inoculacion de cajas Petri utilizando
diferentes tecnicas de sembrado

|
g g b R
Aislamiento Rejilla Masivo Agotamiento
‘f_l—q’ X
£ N ¥ L
Americana Europea Espiral Curveado Radial ESpilade
pescado
| | J ] J J
N
Sembrar cepas que muestren la selectividad,
diferenciacion e inhibicién del medio
\
L 4 1 1 1
A Salesy A A. Salmonella R
A =andie Manitol MacConkey A EME Shigella A c=tiiia
Incubar a
37°C 24h

1

Verificar crecimiento adecuado

1

Registrar resultados: morfologia colonial,
cambios de coloracion del medio

[ Sembrado en tubos i

Transferir un indculo de la bacteria proporcionada,
realizando la técnica de sembrado adecuada

|

A I 1
Picadura Estria en superficie Dispersion
- L
l h 4
Recto Inclinado Caldo de cultivo
(agar semisolido) (agar solido) (liquido)
l I J
A
Incubar
37°C 24h
1

Observar el crecimiento obtenido

l

Registrar resultados: morfologia colonial,
cambios de coloracion del medio, turbidez

>

Disposicion de residuos
R1: Cajas Petri con cultivo, inactivar
en autoclave y desechar.
R2: Tubos con cultivo, inactivar en
autoclave y desechar.
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Resultados

Prueba de crecimiento

Agar Crecimiento selectivo y diferencial Inhibicién
Sanere a-hemolitico B-hemolitico y-hemolitico %0 selectivo
g S. viridans S. aureus E. coli
Observaciones
(morfologia colonial,
cambios del medio etc.)
Gram + G
Sales y Manitol Manitol + Manitol - ram
S. aureus S. epidermidis E.coli
Observaciones
(morfologia colonial,
cambios del medio etc.)
Gram - G
McConkey Lac + Lac - ram+
E. coli Proteus sp. S. aureus
Observaciones
(morfologia colonial,
cambios del medio etc.)
Gram -
— Gram +
Lac + rapido Lac + lento Lac -
EMB Salmonella
E. coli Klebsiella sp. 9 S. aureus
Observaciones
(morfologia colonial,
cambios del medio etc.)
Gram -
Gram +
. Lac + Lac -, H>S - Lac-, H.S +
Salmonella Shigella
) . Salmonella
E. coli Shigella sp. . S. aureus
Observaciones
(morfologia colonial,
cambios del medio etc.)
Cetrimida Pseudomonas aeuruginosa E.coli

Observaciones
(morfologia colonial,
cambios del medio etc.)

Referencias

1. Brock T. 1999. Robert Koch: a life in medicine and bacteriology. American Society for

Microbiology, Washington, DC.
2. Koch R. 1882. Die Aetiologie der Tuberkulose. Berl Klin Wochenschr 15:221-230.
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PRrRAcCTICA VI

Tinciones

Desde que Antonie Van Leeuwenhoek empezé a describir las primeras
bacterias, comenz6 su clasificacion por su similitud morfologica. Se
formaron 4 grupos: los cocos, de forma esférica, los bacilos, en forma de
pequefios bastones, los vibrios, ligeramente curvados y los espirilos.
Una vez conocida la forma de las bacterias, se empez0 a observar que
algunas se agrupan de una forma muy particular formando asi otros
grupos: los estreptococos en forma de cadenas, los diplococos en pares,
las tetradas en grupos de cuatro, las sarcinas en forma de cubos, y los
estafilococos en forma de racimo. Los bacilos también se agrupan en
ciertas formas como: los diplobacilos en pares, los estreptobacilos en
forma de cadenas, y en empalizadas que parecen formar letras chinas.

Las bacterias se pueden estudiar tifiiéndolas o sin tincion, (montaje en
fresco) Esta preparacion es (til para evidenciar la motilidad de las
bacterias mediante microscopia éptica, mientras que las preparaciones
tefiidas nos sirven para mostrar los detalles estructurales de las células
al producir un contraste de color.

Métodos de tincion
Las técnicas de tincion mas utilizadas en la microbiologia diagndstica se
describen a continuacion:

Tinciones simples
Proveen un contraste de color que es el mismo para todas las bacterias
presentes en la preparacion como el azul de metileno y fucsina basica.

Tinciones diferenciales

Le imparten diferentes colores a diferentes bacterias o diferentes
estructuras bacterianas. Una de la més utilizadas es la tincién de Gram,
que también se utiliza como un método conveniente para clasificar a las
bacterias en dos grupos principales: Gram positivos y Gram negativos,
debido a las caracteristicas de la pared celular bacteriana (fig. 6.2).
También la tincion de Ziehl Neelsen forma dos grandes grupos: las
bacterias acido alcohol resistentes, que se tifien de color rojo, y las no
acido alcohol resistentes, que se tifien de azul.

Tincion negativa
Los colorantes como la nigrosina producen un fondo oscuro y uniforme
sobre el cual los organismos que no se han tefido resaltan debido al
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contraste que se genera. Esto se utiliza para la demostracion de la
capsula de bacterias u hongos que por lo general no se tifie con tinciones
simples (fig. 6.1).

Objetivo Realizar diferentes técnicas de tincion de preparaciones microbianas sobre
un portaobjetos, para conocer su fundamento y aplicacion en la
caracterizacion de los microorganismos de acuerdo con su morfologia y
afinidad por los colorantes.

Materiales
Cultivos de bacterias y levaduras en cajas y/o tubos y/o muestra clinica:
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Cryptococcus neoformans,
Klebsiella pneumoniae, Mycobacterium tuberculosis.
Papel filtro

Equipo

Microscopio optico
Mechero Bunsen
Portaobjetos
Cubreobjetos

Reactivos
Tincién de Gram: Cristal violeta, lugol, alcohol acetona, safranina
Tincion negativa: Nigrosina o tinta china
Tincién de Ziehl-Neelsen: Fucsina fenicada, alcohol &cido, azul de metileno.
Tincion de Schaeffer-Fulton: Verde de malaquita,

Procedimiento

Tincion negativa
1. Colocar una gota de una suspension de Cryptococcus neoformans o
Klebsiella pneumoniae sobre un portaobjetos limpio, utilizando el asa
de 10 pL.

2. Colocar una gota de nigrosina a un lado de la suspensién anterior y
homogeneizar con el asa.
3. Colocar el cubreobjetos.
4. Observar la preparacion en fresco y ajustando la intensidad de la luz
y apertura del diafragma del microscopio para distinguir la capsula.
5. Registrar resultados
Resultados _ o _
- Bacilos tefiidos de rojo sobre fondo azul: + Figura 6. 1 Tincion negativa

. - r neoforman
« Bacterias tefiidas de azul: - de Cryptococcus neoformans
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Tincion de Gram

Flamear el asa de 10 mL

Tomar con el asa una gota de agua de un tubo con agua estéril.
Colocar el agua en el centro de la laminilla.

Flamear el asa y dejarla enfriar.

Preparar el frotis:

a. Tomar con el asa una pequefia porcion de colonia.

b. Mezclarla con la gota de agua, realizando movimientos circulares.
6. Dejar secar al aire y fijar al mechero.

7. Colocar el portaobjetos en el puente de tincion.

8

. Cubrir con cristal violeta por 1 minuto.
9. Enjuagar con un chorro suave de agua. -
10. Cubrir con lugol 1 minuto. \ﬁ,’
\k

arwbE

11. Enjuagar con agua. E
12. Decolorar con alcohol acetona por 5-10 segundos. »
13. Enjuagar con agua. Q .
14. Cubrir con safranina por 1 minuto. > -~

15. Enjuagar con agua. Figura 6. 2 Tincion de Gram de cocos

16. Dejar secar. <
. : — Gram-positivos Staphylococcus
17. Observar al microscopio con los objetivos de 40x y 100x. aureu;’ en morado) g, bapciﬁés Gram-

18. Registrar resultados negativos (Escherichia coli, en rojo).

Resultados para Tincién de Gram
Escribir en orden las observaciones siguientes:
1. Morfologia celular: Cocos, Bacilos, Espirilos, Cocobacilos...
2. Tincién: Azul-violeta: Gram +
Rojo-rosa: Gram -
3. Agrupacion: Pares, Cadenas, Racimos, Empalizadas...

Tincién de Ziehl-Neelsen (Bacilos Acido Alcohol Resistentes)
1. Rotular con un lapiz de punta diamante el portaobjetos para evitar
gue se pueda borrar durante la tincion.

2. Preparar un frotis de Y-
3. Dejar secar al aire y después fijar con metanol o a la flama del A«r’f,\ ‘
mechero. 4 * G
4. Colocar el portaobjetos sobre un puente de tincion, y cubrirlo con o e *‘*
un rectangulo de papel filtro que cubra todo el portaobjetos. . " .
5. Cubrir toda la superficie del papel con fucsina fenicada. { . |
6. Calentar hasta que comience a emitir vapores. No sobrecalentar y ‘ o~ .
no dejar que se evapore todo el colorante, afiadir mas si es \ o,
necesario. Mantener caliente por 5 a 10 minutos. G s ol
7. Quitar el papel filtro y enjuagar con un chorro de agua suave. =
8. Cubrir el portaobjetos con alcohol &cido por 2 min. Figura 6. 3 Tincion de Ziehl-Neelsen
9. Enjuagar con agua. para Mycobacterium tuberculosis.
10. Cubrir con azul de metileno como colorante de contraste por 1

minuto.
11. Enjuagar con agua y dejar secar.
12. Observar al microscopio con el objetivo de 100x usando aceite de inmersion.
13. Registrar los resultados de las observaciones.

Resultados
« Bacilos tefidos de rojo sobre fondo azul: +
= Bacterias teflidas de azul: -
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Tincién de Schaeffer-Fulton (Endoesporas bacterianas)

1.
2.

o0 Aw

oo~

Rotular con un lapiz de punta diamante el portaobjetos para
evitar que se borre durante la tincion.

Tomar una asada del fondo del tubo de caldo cooked meat, y
colocarla sobre el é&rea central del portaobjetos con un
movimiento rotacional continuo.

Dejar secar al aire y fijar a la flama del mechero.

Colocar el portaobjetos sobre un puente de tincion, y cubrirlo
con un rectangulo de papel filtro que cubra todo el portaobjetos.
Cubrir toda la superficie del papel con verde de malaquita.
Calentar hasta que comience a emitir vapores. No sobrecalentar
y no dejar que s e evapore todo el colorante, afiadir méas si es
necesario. Mantener caliente por 5 a 10 minutos.

Quitar el papel filtro y enjuagar con un chorro de agua suave.
Cubrir con safranina como colorante de contraste por 1 minuto.
Enjuagar con agua y dejar secar.

. Observar al microscopio con el objetivo de 100x usando aceite

de inmersioén.

. Registrar los resultados de las observaciones.

Resultados

Figura 6. 4 Tincion de
Schaeffer-Fulton  para
Bacillus subtilis.

Posicién de la endoespora (color verde): Terminal, Subterminal o Central

*Los pasos 5-6 de las tinciones de Schaeffer-Fulton y de Ziehl-Neelsen pueden sustituirse
por una caja Petri con suficiente colorante para sumergir las laminillas y se calientan a
emision de vapores por 5-10 min.
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Diagramas de flujo

™,

[ Tincion de Gram Tincion de Ziehl-Neelsen LTincién de Schaeffer-FuItonJ Tincion Negativa J

| L | |

Coloc_ar 1 gota de_agua Colocar 1 gota de solucion
esteril en portaobjetos con Cryptococcus sp. en

Fijar el frotis a la flama Fijar el frotis a la flama

1

1

Tomar inéeulo y

homogeneizar con el agua

Tefiir con Fucsina
basica a emision de

L

Tefiir con verde de
malaquita a emision

portaobjetos

|

. : adir 1 gota de
Dejar secar al aire | l NidFos s
- L Decolorar con Enjuagar con agua
Fijar usando el alcohol acido !
mechero ) 1
l s Homogeneizar
: z : Tefiir de contraste con
CIAECon Cristal Enjuagar con agua safranina por 5 min 1
Violeta 1 min l
L TeNir de contrasts con Colocar cubreobjetos
Decantar azul de metileno por 5 Enjuagar con agua ,I,
i |
! 'T" L Observar en
Enjuagar con agua Enjuagar con agua Secar frejco
) { L
Cubrir con Reportar resultados
Lugol 1 min Secar QReciuar
) 1 l
Decantar Observar Reportar resultados
L

Enjuagar con alcohol
acetona 3 seg

i)

Cubrir con Safranina
1 min

I}

Decantar

i)

Enjuagar con agua

!

Secar

.

Observar

i

Reportar resultados

!

Reportar resultados

Disposicion de residuos
R1: Laminillas: colocar en recipiente con desinfectante, esterilizar en autoclave y
desechar en recipiente de punzocortantes.
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Resultados

Observaciones al microscopio

Tincion de Gram

Microorganismo:
Interpretacion:

Aumento:

Tincion de Schaeffer-Fulton

Microorganismo:
Interpretacion:

Aumento:

Referencias

1.

2.

Tincion de Ziehl-Neelsen

Microorganismo:
Interpretacion:

Aumento:

Tincién Negativa
Microorganismo:

Interpretacion:

Aumento:

Bergey, David H.; Holt, John G.; Krieg, Noel R.; Sneath, Peter H. A. (1994): Bergey's manual of
determinative bacteriology. Lippincott Williams & Wilkins, novena edicion, 1994.
Madigan, M. T; Martinko J., Parker J. (2015): Brock Biologia de los microorganismos. 14va ed.

Pearson

Vasanthakumari, R., Jagannath, K., & Rajasekaran, S. (1986). A cold staining method for acid-fast
bacilli. Bulletin of the World Health Organization, 64(5), 741-743.
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PRrRAcCTICA VII

Pruebas de identificacidon primarias

La identificacion de microorganismos mediante criterios fenotipicos se
basa en caracteristicas morfoldgicas o metabdlicas de las bacterias.

A continuacibn se muestran cinco pruebas preliminares para la
identificacion a partir de un cultivo puro.

Pruebas que muestran caracteristicas morfologicas de la célula.
Morfologia macroscépica

Morfologia colonial

En el primer cultivo a partir de una muestra, se selecciona una o varias
colonias de interés, para aislarlas y purificarlas, sembrandolas en un
medio de cultivo nuevo. La morfologia colonial y los cambios en el medio
de cultivo son tomados en cuenta para la realizacion de las pruebas
posteriores (ver Tabla 5.1).

Morfologia microscopica

Tincién de Gram

Facilita la evaluacion microscépica de la morfologia celular bacteriana.
Suele ser el primer paso en todo esquema de identificacion ya que
proporciona la informacion mas basica e importante empleada por las
estrategias de identificacion definitiva. En muchos casos debe tefiirse
cada colonia que presenta una morfologia diferente en la placa primaria.

Prueba de motilidad

La motilidad se puede observar por un crecimiento turbio lejos de la
picadura recta realizada en la inoculacion de los medios OF o en un
medio SIM. También se puede puede utilizar la técnica de gota
suspendida bacteriana.

Gota suspendida

Es uno de los métodos mas simples para examinar a los
microorganismos moviles vivos. Su uso principal es para determinar si
un organismo tiene motilidad o no (debe poseer flagelos), pero también
permite visualizar los patrones normales de los agrupamientos celulares
sin distorsionar la forma de la célula. La motilidad desempefia un papel
importante en la supervivencia y la capacidad de ciertas bacterias de
causar enfermedad. Para esta prueba se necesita un cultivo bacteriano
reciente en caldo.

QR 2 Gota suspendida (video)

60



Reporte de resultados para Motilidad
«  Movil: +
= Inmovil: -

Pruebas que muestran caracteristicas bioquimicas de la célula.
Prueba de catalasa

La enzima catalasa cataliza la liberacion de agua y oxigeno a partir de
peroxido de hidrégeno, producto de la respiracion aerobia, por lo que
protege a la celula. Su presencia se determina por analisis directo de
un cultivo bacteriano. La produccién répida de burbujas
(efervescencia) cuando el cultivo bacteriano se mezcla con una
solucion de perdxido de hidrogeno se interpreta como una prueba
positiva. Si el indculo se contamina accidentalmente con eritrocitos

Figura 7. 1. Prueba de
cuando se recolecta de una placa de agar con sangre puede haber catalasa.

una produccion débil de burbujas, porque la catalasa también se
encuentra en los eritrocitos. Pero esto no debe interpretarse como una
prueba positiva.

Reporte de resultados para Catalasa
= Efervescencia: +
= Sin cambios: -

Prueba de oxidasa
La enzima citocromo oxidasa participa en el transporte de electrones
y en la via metabdlica del nitrato de ciertas bacterias. La prueba se
realiza frotando una muestra de una colonia bacteriana sobre un papel
filtro impregnado con el reactivo clorhidrato de tetrametil-p-
fenilendiamina al 1% (método de Kovac). Se recomienda emplear un
asa de platino o palillo de madera, pues si se utiliza un asa de hierro Figura 7. 2. Prueba de
puede producirse una reaccién positiva falsa. Ciertos oxidasa.
microorganismos pueden mostrar reacciones positivas leves después
de 10 segundos, estos resultados no se consideran definitivos.

Reporte de resultados para Oxidasa
= Cambio inmediato a color azul oscuro: +
= Sin cambios: -

Prueba de OF (oxidacion y fermentacion)

La forma en que un microorganismo metaboliza un carbohidrato se determina mediante la
observacion de los subproductos acidos que produce en presencia o ausencia de oxigeno. El
microorganismo que se desea identificar se siembra en dos tubos del medio OF, uno de los
cuales se cubre con aceite mineral para impedir el ingreso de oxigeno. El uso oxidativo del
carbohidrato producira acidos solo en el tubo abierto que viraran el color de medio a amarillo.
La utilizaciéon fermentativa del carbohidrato dara como resultado la produccion de acido tanto
en el tubo abiertos como cerrado. Los organismos incapaces de metabolizar el carbohidrato
(asacaroliticos), no produciran acido en ninguno de los dos tubos. También es posible
preparar varios medios con carbohidratos distintos cada uno, a manera de bateria, para
evaluar su capacidad de fermentar alguno de ellos. La interpretacion de los resultados se
muestra en la tabla 7.1.
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Tabla 7. 1. Interpretacién de la prueba de OF.

Utilizacién del
carbohidrato

Tubo Abierto (sin
capa de aceite)

Tubo Cerrado (con
capa de aceite)

Oxidacién (O)

Positivo (amarillo)

Negativo (verde)

Fermentacion

Positivo (amarillo)

Positivo (amarillo)

facultativa (O+ F+)
Fermentacion
estricta (O- F+)

Negativo (verde) Positivo (amarillo)

No oxidador/No : : Figura 7. 3. Prueba de OF.
e () Negativo (verde) Negativo (verde)
Objetivo Identificar el género de un cultivo bacteriano puro mediante la realizacién

de pruebas de identificacion primarias, para comprender su importancia en
la planeacion de un esquema de identificacion completo para el diagndstico
microbiologico.

Materiales
Cultivos bacterianos en cajas y tubos: Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Klebsiella spp., Salmonella spp., Proteus spp., Pseudomonas spp.
Enterobacter spp.
2 Tubos para prueba de OF con Glucosa

Equipo

Microscopio Optico, Asas bacterioldgicas
Aplicadores o palillos de madera estériles
Gradilla, Mechero Bunsen, Portaobjetos
Cubreobjetos

Reactivos
Tren de tincién de Gram
Solucién salina fisioldgica
Perdxido de Hidrégeno al 3%
Tetrametil-p-fenilendiamina (tiras o discos)
Aceite mineral

Procedimiento

Tincién de Gram

Realizar la tincion de Gram como se describe en la practica 6.
Observar al microscopio en 100X

Registrar resultados de la morfologia y agrupacion observadas.
Colocar la laminilla en un recipiente con desinfectante.

PwpbE
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Prueba de Catalasa
1. Con un asa estéril, tomar el centro de una colonia y colocarlo directamente en el
portaobjetos.
2. Colocar una gota de perdxido de hidrégeno sobre la preparacion.
3. Observar la aparicion de burbujas de gas y registrar los resultados.
4. Desechar el portaobjetos en el frasco con desinfectante.

Prueba de Citocromo Oxidasa

1. Colocar en un papel filtro el reactivo de oxidasa.

2. Usando un palillo de madera estéril tomar una colonia y frotarla en un area pequefia
del papel filtro.
La reaccion positiva es un cambio inmediato de color, de rosa claro a morado oscuro.
(En la misma tira reactiva pueden probarse varias colonias de manera simultanea)
Registrar los resultados.
Desechar los palillos y papel en el frasco con desinfectante.

ok W

Prueba de Oxidacion-Fermentacion
1. Inocular los dos tubos mediante picadura hasta el fondo.
2. Adicionar en condiciones de esterilidad a uno de los dos tubos una capa de aceite
mineral estéril de 1 cm de espesor.
Cerrar la tapa del tubo con aceite mineral y al otro tubo dejar floja la tapa.
Incubar a 37°C por 24-48h.
Observar el cambio de coloracién del medio y la posible presencia de gas.

ok w

Prueba de motilidad.

Técnica de gota suspendida

1. Agregar sobre un cubreobjetos una gota de solucion salina fisioldgica estéril.

2. Colocar con el asa un inéculo pequefio de la colonia.

3. Homogeneizar de tal forma que la gota no se extienda mucho.

4. Colocar el cubreobjetos con la gota hacia abajo encima de un portaobjetos, al que

previamente se le ha puesto una base de 4 bolitas pequefias de plastilina, con el

objetivo de evitar que la gota tenga contacto con el portaobjetos en la parte inferior.

Observar en 40X teniendo cuidado de no hacer contacto con el cubreobjetos.

Reducir al maximo la cantidad de luz del microscopio para poder observar, ya que no

estan tefiidas y también para reducir la evaporacion del agua.

7. Observar al menos 5 a 10 bacterias recorrer todo el campo de vision para declarar
una motilidad positiva.

oo

Nota: la motilidad verdadera de las bacterias depende de si poseen flagelos con los cuales
se pueden propulsar con movimientos progresivos y direccionales. Este movimiento debe de
distinguirse del movimiento vibratorio de los organismos o de otras particulas suspendidas
en un fluido, el cual se llama movimiento Browniano y es irregular.

Tampoco confundir con el movimiento causado por las corrientes en el liquido causadas por
burbujas o corrientes de aire.

Motilidad en medios de cultivo

La motilidad también se puede observar por un crecimiento turbio lejos
de la picadura recta realizada en la inoculacion de los medios
semisolidos como medio SIM (fig. 7.4).

Figura 7. 4 Motilidad en medio SIM:
Izquierda positiva, derecha negativa)
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Diagramas de flujo

OF

l

[ Motilidad (gota suspendida) ]

Inocular por picadiura con asa
recta 2 tubos de medio OF

1

Tubo O

Tubo F

J

l

Colocar 1 gota de SSF en

un cubreobjetos

I

Afiadir una capa de
1cm de espesor de

Agregatr inéculo
pequefio de bacteria

1

aceite mineral estéril

1

Dejar tapa
ligeramente abierta

Dejar tapa cerrada

l

J

Incubar a 37°C
24-48h

Observar vire del medio

l

|

Amarillo
(positivo)

Verde
(negativo

;&_J

Registrar resultados —)<<\ R3 >

.

Homogeneizar sin
extender la gota

i

portachjetos 4 bolitas de

Colocar enun

plastilina del ancho del
cubreobjetos

!

Colocar el cubreobjetos con
la gota hacia abajo encima

del portachjetos

l

Observar al microscopio

con luz baja

|

Observar de 5 a 10 bacterias
recorrer el campo de vision para

un resultado positivo

|

/‘/\\
Registrar resultados —>< R1
7

B
o~
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Tincion de Gram J

!

Colocar 1 gota de agua
estéril en portaobjetos

{

Tomar indculo y
homogeneizar con el agua

i)

Dejar secar al aire

{

Fijar usando el
mechero

15

Cubrir con Cristal
Violeta 1 min

J

Decantar

J

Enjuagar con agua
!

Cubrir con
Lugol 1 min

!

Decantar

¥

Enjuagar con agua

N
Enjuagar con alcohol
acetona 10 seg

J

Cubrir con Safranina
1 min
&
Decantar

!

Enjuagar con agua

l

Secar

il

Observar

!

Reportar resultados ——<C

A

Oxidasa ]

|

Colocar 1 gota de reactivo
de Kovac's en un papel
filtro o utilizar un disco ya

impregnado
!

Tomar con 1 palillo de
madera estéril una
porcion de la colonia
sin tocar el medio

J

Presionar el palilio en
el papel

io de coloraci
morado oscuro
inmediata

a

No

Si (positivo) nehaliieh

( J
M

Catalasa J

Tomar el centro de una
colonia con el asa

|

Colocar indeulo en un
portaobjetos

!

Dejar caer 1 gota de
Peroxido de hidrégeno al
3% sobre el indculo

Registrar resultados T

P
P
/F@duccién
burbujas
b
. - No
Si (positivo) (negativo)

l J

L 3

A

Registrar resultados —><1\ >

\
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Disposicion de residuos

R1, R2: Portaobjetos, cubreobjetos y palillos contaminados, colocar en recipiente con
desinfectante, esterilizar en autoclave y desechar en recipiente de punzocortantes.
R3: Tubos con medio OF contaminados, inactivar en autoclave y desechar.

Resultados

Interpretacion de las pruebas bioquimicas primarias realizadas

Morfologia: G:an: Agrupacion:
Gram
Positiva: + Negativa: -
Catalasa
Positiva: + Negativa: -
Oxidasa
Oxidativo: O Fermentardor: F
OF
Positiva: + Negativa: -
Motilidad
Morfologia
colonial:
Género
Identificado:
Referencias
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Médica Panamericana.
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3. Madigan, M. T; Martinko J., Parker J. (2015): Brock Biologia de los microorganismos.

14va ed. Pearson.
4. Surinder, K. (2002) Textbook of microbiology. JP Medical Ltd
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PrAcCTICA VI

Pruebas de identificacion secundarias

Posterior a la realizacion de las pruebas de identificacion primarias, se
pueden establecer las pruebas secundarias a realizar. Estas son méas
especificas y podemos llegar a identificar la especie. Por lo general se
efecttian al mismo tiempo utilizando conjuntos de pruebas de acuerdo a
la familia o0 género previamente identificado.

Los microorganismos poseen un metabolismo celular que se lleva a cabo
por catalizadores biol6gicos conocidos como enzimas, que son
expresadas por el material genético de cada especie, aunque existen
variaciones en la expresion de estas enzimas dentro de una misma
especie, se puede utilizar esta informacién para realizar un perfil
bioquimico del microorganismo y poder identificarlo. Estas reacciones
pueden ocurrir fuera y dentro de la célula.

Enzimas extracelulares (exoenzimas)

Actlan sobre las moléculas como polisacaridos, proteinas, lipidos y ADN
que se encuentran en el medio y que no pueden pasar a través de las
membranas celulares, por lo tanto deben ser degradados. Las pruebas
para éstas reacciones se observan como un cambio en las
caracteristicas fisicas del medio alrededor del crecimiento bacteriano,
como: licuefaccién en la prueba de gelatinasa o que el medio se torne
translucido en las pruebas de hidrdlisis de ADN o lipidos.

Enzimas intracelulares (endoenzimas)

Estas actuan dentro de la célula y son utiles para la produccion de
energia entre muchas otras reacciones y como resultado de estos
procesos metabdlicos se forman metabolitos de desecho que son
excretados al medio. Debido a las caracteristicas quimicas de estos
metabolitos como acidez, basicidad y reactividad con otras moléculas
gue se encuentran en el medio, podemos observar desde cambios de
coloracion de los indicadores de pH (figura 8.1) o formacion de
precipitados, asi como la expulsion de gases que se pueden recolectar
dentro de un tubo interno, llamado campana de Durham. El siguiente
esquema simplificado muestra algunas de las reacciones biogquimicas
experimentales utilizadas para separar, identificar y clasificar a los
microorganismos (Fig. 8.1).

67



Tabla 8. 1. Color y rango de vire de los indicadores de pH mas utilizados en microbiologia.

pH y color
Indicador
Acido Alcalino
Rojo de metilo 4.2 —Rojo 6.3 - Amarillo
Tornasol 5.0 —Rosa 8.0 - Azul
Pdrpura de 5.2 — Amarillo 6.8 - PUrpura
Bromocresol
Azul de 6.0 — Amarillo 7.6 - Azul
Bromotimol
Rojo neutro 6.8 — Rojo 8.0 - Amarillo
Rojo de Fenol 6.8 - Amarillo 8.4 - Rojo
= Almidén
Enzimas o - Gelatina
Extracelulares ?| Hidrolisls de ?. Caseina
- Lipidos
Enzimas « Fermentacion de carbohidratos
Intracelulares « Produccion de H2S

* Prueba de ureasa
+ Prueba de catalasa
+ Prueba de oxidasa

" Reduccion de nitratos

* Indol

‘-)IPrueba de IMVIC }—) Rojo de metilo

+ Voges-Proskauer
+ Citratos

“|Prueba de TS (triple azucar hierro)

Pruebas especiales para

Enterobacteriaceae

Figura 8. 1 Algunas actividades enzimaticas bacterianas Utiles para su identificacion
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Pruebas IMViC

Son un grupo de pruebas para identificar bacterias de la familia
Enterobacteriaceae. Son bacilos Gram negativos, aer6bicos o
anaerobicos facultativos que pueden producir gas a partir de lactosa en
48 horas. Los resultados de las pruebas IMVIiC para algunas
enterobacterias se muestran en la tabla 8.2.

El término "IMVIC" es un acronimo para cada una de estas pruebas. "I"
es para la prueba del indol; "M" es para prueba de rojo de metilo; "V" es
para la prueba de Voges-Proskauer, y "C" para la prueba de utilizacion
de citrato.

Tabla 8. 2. Resultados de las pruebas IMVIC para algunas enterobacterias.

Especie Indol Rl’\(/ljjeqci?oe Pr\éc; er Citrato
Escherichia coli Positivo Positivo Negativo Negativo
Shigella spp. Negativo Positivo Negativo Negativo
Salmonella spp. Negativo Positivo Negativo Positivo
Klebsiella spp. Negativo Negativo Positivo Positivo
Proteus vulgaris Positivo Positivo Negativo Negativo
Proteus mirabilis Negativo Positivo Negativo Positivo
Citrobacter freundii Negativo Positivo Negativo Positivo
Enterobacter aerogenes Negativo Negativo Positivo Positivo
Objetivo Conocer los métodos bioquimicos mas comunes para la identificacion

bacteriana, utilizando bacterias de la familia Enterobacteriaceae, para
poder establecer el género y especie de una cepa desconocida.

Materiales
Cultivos de enterobacterias a identificar
Tubos de pruebas: Arginina, Citrato, Gelatina, KIA, LIA, Malonato, MI10O,
MR-VP, Nitratos, SIM, TSI, Urea de Christensen y Urea de Stuart.
Mechero Bunsen
Gradilla
Aceite mineral estéril
Asa recta y asa cerrada

Reactivos para lectura

Prueba de nitratos: A (acido sulfanilico), B (a-naftilamina) y polvo de zinc
Pruebas de Indol: Reactivo de Kovac

Prueba de MR: Rojo de metilo

Prueba de VP: A(a-naftol 5%) y B(KOH al 10%)

Prueba de Fenilalanina desaminasa: (FeClz al 10%)
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Procedimiento

1. Colocar todos los tubos para las pruebas bioquimicas en una gradilla, identificarlos y
rotularlos con el nombre de la prueba abreviado.

2. Los tubos se inoculan de la siguiente manera:

e Sdlido (pico de flauta): por picadura hasta 3mm del fondo y estriado en la
superficie con asa recta, excepto Citratos (so6lo estriado).

e Semisdlidos: por picadura con asa recta, para la prueba MIO, adicionar una capa
de 5mm de aceite mineral estéril al terminar de inocular.

e Liquido (Caldos): sembrar disgregando un inéculo pesado con asa cerrada (una
asada).

3. Alterminar de inocular, colocar todos los tubos por equipo en un bote rotulado para su
posterior incubacion.

4. Realizar las lecturas de las pruebas cuando se cumpla el tiempo de incubacién
especifico para cada una.

Pruebas simples (un solo sustrato)

Prueba de hidrolisis de gelatina
1. Conun asa recta sembrar por puncion sin tocar el fondo del tubo.

2. Incubar 37°C por 48 h. \k

3. Dejar enfriar a temperatura ambiente y refrigerar a 4°C por 10 min. o~ ==

4. Inclinar el tubo para observar si existe licuefaccion. = . )\ ‘
Resultados i

e Positivo: Licuefaccién parcial o total del medio a 4°C
¢ Negativo: Medio sélido a 4°C.

Prueba de Citrato
1. Inocular suavemente la parte superior del agar formando estrias.
2. Incubar 37°C por 24-48 h con el tapdn flojo.

Resultados.
e Positivo: Cambio de coloracion a azul Prusia y crecimiento
e Negativo: sin cambios (medio color verde).

Prueba de Arginina

1. Sembrar el caldo con in6culo pesado.

2. Adicionar una capa de 1 cm de aceite mineral estéril.

3. Incubar 37°C por 24 h. *De ser posible revisar los resultados a las 8h

Resultados
e Positivo: cambio de coloracion del medio a violeta.
e Negativo: sin cambios de color (amarillo).

Prueba de Fenilalanina Desaminasa
1. Sembrar por picaduray estria.
2. Incubar a 37°C por 48 h.

Resultados
1. Adicionar 3 gotas de FeCls al 10%

e Positivo: cambio de coloracién a verde oscuro.
e Negativo: sin cambios de color (amarillo).




Prueba de Ureasa (caldo urea de Stuart)

1. Sembrar con in6culo pesado el caldo
2. Incubar 37°C por 48 h.
Resultados

Prueba de Malonato

Positivo: Cambio de coloracion de naranja a magenta
Negativo: sin cambios de color

1. Sembrar con in6culo pesado el caldo

2. Incubar 37°C por 48 h.

Resultados

e Positivo: Cambio de coloracion del caldo a azul

e Negativo: sin cambios de color (verde)

Prueba de Rojo de Metilo/Vogues-Proskauer (MR-VP) + -
1. Sembrar un in6culo pesado al caldo

2. Incubar 37°C por 24 h como.

3. Separar el caldo en dos alicuotas para las pruebas de MR y VP.

4. Laprueba de MR se lee inmediatamente y el tubo de la prueba VP se coloca en la

incubadora otras 24 h para su lectura posterior.

Prueba de MR (Lectura a las 24 h de incubacién)
1. Agregar 4 gotas del indicador rojo de metilo y observar la reaccion
inmediata.

Resultados
Positivo: color rojo brillante indicativo de la fermentacion acida mixta.
Negativo: amarillo.

+

Prueva de VP (Lectura a las 48 h de incubacién)
1. Agregar 6 gotas de solucion A(a-naftol) y 2 gotas de solucion
B(KOH al 10%), en ese orden.
2. Agitar y observar 3 min.

Resultados

Positivo: formacion de anillo en la parte superior color rojo, indicativo de la
produccion de acetoina.

Negativo: amarillo.

Prueba de reduccion de Nitratos (NO3 - NO2 - N2)

1.
2.
3.

4,

Se siembra el caldo nitrato con un indculo pesado.

Incubar a 37°C por 48 h.

Observar el cultivo en busca de gas presente en la campana de Durham si es que
contiene, lo que indica una reduccién total hasta N-.

Agregar tres gotas de cada solucion de los reactivos para nitratos A(acido sulfanilico)
y B(a-naftilamina).

Observar la aparicién del color rojo durante al menos 3 min, Lo que indica una
reduccion a nitritos (prueba positiva)

Si no aparece el color se adiciona polvo de zinc, tomando una cantidad pequefia con
un palillo de madera y sumergiéndolo en el caldo.

Observar la aparicion de color rojo (negativa) o la ausencia de color (positiva).
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Resultados
e Positivo: TR R
o Reduccion parcial de NOs - NO2 Cambio de coloracién a rojo al
adicionar los reactivos A(acido sulfanilico) y B(a-naftilamina).

o Reduccidn total de NO3 - NO2 - N2No hay cambio de é,:l. b
coloracion tras la adicion de losreactivos y zinc. 20 zine
e Negativo: (Sin reduccion de nitritos) Cambio de coloracion a rojo al
adicionar los reactivos y el zinc. »

Pruebas multiples (varias vias metabdlicas)

Prueba de TSI (Triple Azucar Hierro)
Contiene tres carbohidratos: lactosa (1%), sacarosa (1%) y glucosa (0.1%).

La adicion de sacarosa permite la deteccion temprana de bacterias coliformes que fermentan la
sacarosa mas rapido que la lactosa. También ayuda a la identificacion de bacterias Gram negativas
que pueden fermentar la sacarosa y no la lactosa, con posible produccion de gas y/o H.S.

1. Con un asa recta sembrar primero por puncion sin tocar el fondo del tubo y después
por formacion de estrias en la superficie del agar inclinado.

2. Dejar la tapa floja e incubar a 37°C de 18 a 24 h.

3. Leer los resultados dentro de ese periodo exclusivamente.

Resultados
Se registra primero el resultado de la parte superior del tubo y después el
fondo: A=acido (amarillo), K=alcalino (rojo)

(K/K) = no hay fermentacion de carbohidratos.

(K/A) = fermentacion de la glucosa solamente.

(A/A) = fermentacion de la lactosa y glucosa o sacarosa.

(H2S*) = produccidn de &cido sulfhidrico (formacion de precipitado
negro).

e Burbujas o grietas en el tubo = produccion de CO; o H, = fermentacion
con gas, se dibuja un circulo alrededor de la A

Prueba de KIA (Agar Hierro de Kligler)
El agar KIA es similar al agar TSI excepto que contiene sélo dos carbohidratos glucosa (0.1%)
y lactosa (1%).

1. Con un asa recta sembrar primero por puncion sin tocar el fondo del tubo y después
por formacion de estrias en la superficie del agar inclinado.

2. Dejar la tapa floja e incubar a 37°C de 18 a 24 h. *De ser posible revisar los resultados
alas 12h

72



Resultados

Se registra primero el resultado de la parte superior del tubo (parte
aerébica) y después la del fondo (anaerdbica): A=éacido (amarillo),
K=alcalino (rojo)

(K/K) = no hay fermentacion de carbohidratos.

(K/A) = fermentacioén de la glucosa solamente.

(A/A) = fermentacion de la lactosa y glucosa.

(H2S*) = produccion de acido sulfhidrico (formacién de precipitado
negro).

Burbujas o grietas en el tubo produccién de CO; o H; = fermentacion
con gas, se dibuja un circulo alrededor de la A

Prueba de SIM (Sulfuro, Indol, Motllldad)

ok wbhE

Con un asa recta sembrar por puncion sin tocar el fondo del tubo.

Incubar 37°C por 48 h.

Observar la evidencia de motilidad por un crecimiento turbio que se aleja del
lugar de puncién, también observar la formacién de precipitado negro.
Adicionar 1 o 2 gotas de reactivo de Kovac y dejar reposar 3 min.

Observar la formacion de un anillo de color rojo en la superficie.

Resultados

(Motilidad +) Crecimiento turbio a partir del lugar de puncién

(H2S*) = Formacion de precipitado negro

(Indol +) = Formacion del anillo rojo tras la adicion del reactivo de Kovac
* es preferible la interpretacién del Indol en el medio SIM al MIO

Prueba de MIO (Motilidad, Indol, Ornltlna)

PwbE

oo

Con un asa recta sembrar por puncion sin tocar el fondo del tubo.

Adicionar una capa de 1 cm de aceite mineral estéril.

Incubar 37°C por 48 h.

Observar la evidencia de motilidad por un crecimiento turbio que se aleja del
lugar de puncién y el cambio de coloracion del medio.

Adicionar 5 gotas del reactivo de Kovac.

Observar la formacion del anillo rojo.

Resultados

(Ornitina +) = Cambio de coloracién del medio a purpura oscuro
(Matilidad +) = Crecimiento turbio a partir del lugar de puncién
(Indol +) = formacion del anillo rojo tras la adicion del reactivo de Kovac

il

b
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Prueba de LIA (Agar Lisina Hierro)

1. Con un asa recta sembrar primero por puncion hasta el fondo del tubo y después por
formacion de estrias en la superficie del agar inclinado.

2. Dejar floja la tapa e incubar a 37°C por 24 h.

Resultados
Se registra primero el resultado de la parte superior del tubo y después la del fondo:
A=acido (amarillo), K=alcalino (morado), R=(rojo).

e (K/K) = descarboxilacion de la lisina y falta de fermentacion de la

glucosa. “ i

(K/A) = fermentacion de la glucosa. N
(R/A) = Rojo en el Agar inclinado/acido en el fondo: desaminacion de la k
lisina y fermentacion de la glucosa.

e (H2S") = produccion de acido sulfhidrico (formacién de precipitado
negro).
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Diagrama de flujo

Inoculacion de los tubos para
las pruebas bioquimicas

.

Transferir un inéculo de una colonia aislada,
realizando la técnica de sembrado adecuada

¢ 7 ¥ Y
- Estria en superficie y . Dispersion de indculo
Estria en superficie picadura Picadura pesado en caldo
— —J .
: Adicionar |/ .
Citrato K TSI - MIO — /a & il minaT 4—) Arginina (¢
Urea de
Christensen N
- Gelatina Malonato
) LIA
= SIM MR-VP
Nitratos [«
Urea de
. Stuart [~

Disposicion de residuos
R1: Tubos de pruebas bioquimicas, inactivar en autoclave, lavar.

Incubar a 37°C por el tiempo
indicado en cada prueba

J

!

si son necesarios

Afadir reactivos de lectura

)

Registrar resultados

—<g>
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Resultados

Resultados de las pruebas bioquimicas secundarias

Indicador de Antes de incubar Después de incubar o
Prueba H (coloracién, opacidad, agregar reactivos Resultado
P etc.) (coloracion, opacidad, etc.)

Morfologia colonial en
medio MacConkey:

Género y especie
Identificado:

Referencias
1. Forbes, B. (2009). Bailey y Scott; Diagndstico microbiolégico. 12a edicidn. Buenos Aires: Médica
Panamericana.
2. MacFaddin, J. (1990), Pruebas bioquimicas para la identificacion de bacterias de importancia
clinica. México, Editorial Medica Panamericana, 301 pp.
3. Madigan, M. T; Martinko J., Parker J. (2015): Brock Biologia de los microorganismos. 14va ed.
Pearson
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PrAcTICA IX

Antibiograma

El antibiograma es un método de estudio in vitro del comportamiento de los
antimicrobianos frente a los agentes infecciosos. Tiene como finalidad
proporcionar informacion util para iniciar el tratamiento con antibioticos. Con
los resultados obtenidos en el antibiograma clasificamos a las bacterias en:
sensibles, moderadamente sensibles y resistentes a un determinado
antimicrobiano.

La informacion que proporciona el antibiograma es muy valiosa y para
establecer una terapia adecuada se consideran las caracteristicas del
antimicrobiano, las caracteristicas clinicas del proceso infeccioso y las
propias del paciente.

Técnicas de realizacion del antibiograma

Para la realizacion del antibiograma es imprescindible partir de cultivos
puros y con una concentracion determinada, si se quieren obtener
resultados fiables. Las técnicas mas utilizadas son:

Kirby-Bauer: difusion en medio sélido con discos de carga constante
Dilucién en medio liquido: se utiliza un gradiente de concentraciones del
antimicrobiano con el fin de determinar la concentracion minima inhibitoria
(CMI).

La eleccion de la técnica depende en gran medida del material disponible y
de la experiencia del personal de laboratorio. Una técnica laboriosa como
la dilucién en placa no es necesariamente mas exacta que otra mas sencilla
como la de difusién en agar, aunque los resultados obtenidos con una u
otra difieren en cuanto al tipo de informacion que ofrecen. La técnica de
dilucién proporciona datos cuantitativos y la de difusién en agar solamente
cualitativos, pero lo méas importante en todas las pruebas de susceptibilidad
a los antimicrobianos independientemente de la técnica empleada es
asegurarse de su exactitud y reproductibilidad aparte de realizar todas las
operaciones correctamente y emplear controles adecuados.

De los muchos medios disponibles, el agar Mueller-Hinton es el mas
utilizado en las pruebas de sensibilidad para bacterias no exigentes por las
siguientes razones:

* No es selectivo ni diferencial, por lo que practicamente todos los
microorganismos pueden desarrollarse

* El almidon que contiene absorbe toxinas de las bacterias.

* Tiene un menor contenido de agar, lo que facilita la difusién de los
antibidticos.



Objetivos Realizar pruebas de sensibilidad bacteriana frente a antimicrobianos,

mediante una macrodilucion en caldo, para determinar la concentracion
minima inhibitoria.

Realizar pruebas de difusion en agar con las técnicas de Kirby-Bauer y E-
Test para evaluar la sensibilidad a distintos antibidticos

Materiales

Cultivos bacterianos de:

Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli
Discos impregnados con antibioticos: Ampicilina Gentamicina y Oxacilina
Antibioticos inyectables: Amikacina, Ciprofloxacino, Gentamicina
1 Tubo con caldo nutritivo

12 Tubos con caldo Mueller Hinton

2 Cajas de agar MH

1 Caja de agar AST

Tubo estéril grande

Pipetas serologicas de 2, 5y 10 mL

Micropipetas de 10-100 pL y 20-200 pL

Hisopos de algodon estériles

Estandar de turbidez de McFarland 0.5

Tiras de E-test, Regla milimétrica

Procedimiento

Macrodilucién en caldo

1.
2.

Noohkw

®©

Preparar en un tubo estéril una solucion de antibiético a evaluar, para que tenga una
concentracion de 5120 pg/mL. Rotular como tubo A.

Transferir 0.2 mL del tubo A al tubo 1 que contiene 1.8 mL de caldo Mueller Hinton y
homogeneizar.

Transferir 1 mL del tubo 1 al tubo 2 y homogenizar.

Transferir 1 mL del tubo 2 al tubo 3 y homogeneizar.

Repetir esta accién hasta llegar al tubo 11.

Tomar 1 mL del tubo 11 y desecharlo en un recipiente con desinfectante.

Adicionar a los 11 tubos 10 pL de solucion bacteriana ajustada al 0.5 del estandar de
McFarland y homogeneizar.

Realizar un control positivo de crecimiento en el tubo 12 que igualmente contiene 1
mL de caldo MH, este tubo llevara los 10 pL de bacteria ajustada al 0.5 pero sin
antibiotico.

Incubar los 12 tubos a 37°C por 18-24 h.

. Observar el crecimiento presente como turbidez e identificar el tubo que presenta la

concentracion minima inhibitoria, que es el Ultimo tubo que no presenta turbidez, para
realizar la evaluacién de los efectos bacteriostatico y bactericida.

Evaluacion de los efectos bacteriostatico y bactericida

1.
2.

Marcar en 4 cuadrantes una placa de agar AST.

Sembrar por estria sencilla en cada cuadrante los siguientes tubos:
a. Tubo de la CMI.
b. Los tubos anterior y posterior a la CMI.
c. Tubo de control positivo de crecimiento.
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3. Incubar a 37°C por 24 h.
4. Observar y registrar resultados.

Estandarizacion de la solucién bacteriana 'y sembrado masivo

1. Tomar un inéculo de una colonia aislada y transferir a un tubo con 5 mL de caldo

nutritivo, e igualar al estandar de turbidez de McFarland 0.5

Introducir un hisopo de algoddn estéril hasta que se sature de la solucion.

Eliminar el exceso de solucién presionando el hisopo suavemente sobre las paredes

del tubo.

Con el hisopo, inocular masivamente 2 cajas de agar Mueller Hinton, cubriendo toda la

superficie.

5. Dejar secar la superficie con la tapa de la caja puesta para su uso posterior en las
pruebas de difusion en agar (método de Kirby-Bauer y E-test).

A b

Método de Kirby-Bauer (Difusién en agar)

1. Esterilizar pinzas de acero, haciéndolas pasar por etanol vy
calentandolas en la flama del mechero hasta que se evapore.

2. Utilizando las pinzas esterilizadas colocar los discos impregnados

con los antibidticos a probar, espaciandolos lo mas posible entre si

y también de la orilla de la caja de agar Mueller-Hinton.

Presionar los discos ligeramente con las pinzas, para que tengan un

buen contacto con el agar.

Incubar la caja en posicion invertida a 37°C por 16-24h.

Medir el didmetro (en mm) de los halos de inhibicion usando una

regla, sobre la mitad inferior de la caja.

Reportar los resultados de cada antibidtico como sensible (S),

intermedio (I) o resistente (R) de acuerdo a los diametros medidos, _ )

comparéandolas con tablas del fabricante o del instituto de estandares Figura 9. 1 Método de

clinicos y de laboratorio (CLSI). Ver tabla 9.1 Kirby-Bauer

o ok~ w

E-test

Este método combina la difusion en agar y la diluciéon para determinar la
CMI. Las tiras contienen un gradiente de concentraciones del
antimicrobiano.

1. Usando las pinzas metalicas estériles, colocar la tira de E-test en un
solo movimiento (una vez que toc6 el agar, no volver a moverla),
Colocando el extremo de la tira que tiene mayor concentracion en la
orilla de la caja.

2. Incubar la caja en posicion invertida a 37°C por 24h.

3. Reportar los resultados de cada antibiético como sensible o resistente
de acuerdo a los didametros medidos, ver tabla 9.1.

Figura 9. 2 Prueba

Interpretacién de resultados de E-Test
e La CMI se encuentra en el punto en donde la elipse intersecta a la
escala.

e Leerla CMI en la zona en donde completa inhibicion de crecimiento.
Si un valor de la CMI se encuentra entre dos diluciones, redondear al valor mas alto.
Si la interseccién difiere en cada lado de la tira, reportar la MIC como el valor mas
grande.
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Tabla 9. 1. Interpretacion de los diametros de halos de inhibicion

. Diametro de la zona de inhibicién (mm)
Contenido en

Antibidtico . i . .
disco (ug) Resitent Intermedio Sensible
Ampicilina
Enterobacteriaceae 10 <13 14-16 217
Staphylococcus spp. 10 28 0 - 292
Gentamicina
Enterobacteriaceae 10 <12 13-14 215
Pseudomonas 10 <12 13-14 215
aeruginosa
Staphylococcus spp. 10 <12 13-14 215
Oxacilina
Staphylococcus aureus 1 <10 11-12 213

Modificado de Mahon, 2015. A partir de la publicacion del Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI):

M100-22: Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing 22da ed.
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Diagramas de flujo

[ Macrodilucion en caldo J

Kirby-Bauer

Preparar solucion de

Preparar 5mL de solucion bacteriana
ajustada al 0.5 de McFarland

E-test

antibiotico a 5120 pg/mL
Tubo A

Transferir 0.2 mL del tubo A al tubo

1 que contiene 1.8 mL de caldo
Mueller Hinton

Transferir 1 mL del tubo 1 &l
tubo 2 y homogenizar

Repetir hasta el tubo 11 —)
Desechar el ultimo mL del tubo
11 en un recipiente con —)
desinfectante

Adicionar a los 11 tubos y
homogeneizar

Adicionar 10 pL

¢

Tubo 12 control positivo 1mL
de caldo MH sin antibiético

J

1

Incubar
37°C 24h

l

Incubar
37°C 24h

Identificar el tubo que presenta la Cl

es el Ultimo tubo que no presenta turbidez

MI, que

l

Registrar resultados

—&>

Disposicion de residuos
R1: Caldo MH sobrante, desechar en recipiente con desinfectante

R2: Tubos contaminados, inactivar en autoclave

Tomar con un hisopo y
retirar el exceso

|

Realizar sembrado masivo
en una placa de agar MH

Reposar 5 min

Colocar sensidiscos con
pinzas estériles

|

Incubar
37°C 24h

l

Medir halos de inhibicién

{

Determinar si es sensible
intermedio o resistente

l

Registrar resultados

R3: Cajas Petri contaminadas, inactivar en autoclave y desechar
R4: Hisopos de algod6n contaminados, colocar en un recipiente con desinfectante y

desechar

Tomar con un hisopo y
refirar el exceso

|

Realizar sembrado masivo
en una placa de agar MH

Reposar 5 min

Colocar tira con pinzas
estériles

|

Incubar
37°C 24h

intersecta la elipse a la tira

Leerla CMI en la zona donde

l

Registrar resultados

R5: Puntas de pipetas contaminadas, colocar en un recipiente con desinfectante y

desechar.
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Resultad

Concentracion de antibidtico en cada tubo

oS

Antibidtico utilizado:

Tubo 1 2 3 6 7 10 | 11
Concentracién
Crecimiento en cada tubo (turbidez)
Tubo 1 2 3 6 7 10 | 11

Factor de dilucion

Presencia de turbidez

MIC calculada:

Evaluacion de los efectos bacteriostatico y bactericida
Reportar crecimiento bacteriano en la placa como: +, ++, +++
Moderado + 1-30 colonias

Abundante ++ 30-300 colonias
Muy abundante +++ Mas de 300 colonias

Tubo

Crecimiento

Observaciones

CMI

Anterior a

CMI

Posterior
CMI

a

Control
positivo
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Difusion en agar
Kirby-Bauer
Microorganismo evaluado:

Didmetro | Interpretacién

del Halo (s), (1), (R) Observaciones

Antibidtico Concentracion

E-test
Microorganismo evaluado:

Antibiético (0\Y]]

Referencias

1. Forbes, B. (2009). Bailey y Scott; Diagndstico microbioldgico. 12a edicion. Buenos Aires: Médica
Panamericana.

2. Mahon, C., Lehman, D., Manuselis, G. (2014) Textbook of Diagnostic Microbiology. 5a ed.
Saunders
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PRrRAcCTICA X

Hongos

La rama de la microbiologia que se encarga del estudio de los hongos
(levaduras y mohos) se llama micologia. Los hongos verdaderos se
separan en las siguientes cuatro clases, basadas en sus modos de
reproduccién sexual:

Ficomicetos: se encuentran en el agua y la tierra, son mohos. Sus
esporas reproductivas son externas y sin cubierta.

Ascomicetos: son levaduras y mohos, sus esporas sexuales se llaman
ascosporas y son producidas en una estructura en forma de saco
llamada asca.

Basidiomicetos: También se conocen como macromicetos. Las
esporas reproductivas se llaman basidiosporas.

Deuteromicetos: también se llaman hongos imperfectos porque no se
ha observado que tengan una fase sexual reproductiva.

Nutricionalmente los hongos son organismos eucariéticos heterétrofos, y
son capaces de metabolizar enzimaticamente una gran variedad de
sustratos organicos. Los hongos pueden tener efectos beneficiosos o
detrimentales en los humanos.

Los que habitan en el suelo tienen un rol vital en la descomposicion de
tejidos animales y vegetales, manteniendo un ambiente fértil. Los hongos
fermentativos tienen una importancia industrial en la produccion de
cervezay vino, enzimas industriales y antibiéticos. Algunas especies son
capaces de producir toxinas como la aflatoxina y alucinégenos.

Los dermatofitos son hongos patégenos que causan micosis
superficiales en la piel, cabello y ufias, los tres géneros son:
Microsporum, Epidermophyton y Trichophyton.

Morfologia y cultivo de los hongos filamentosos (mohos)

La observacion a simple vista muestra que estos organismos se
componen de una red ramificada llamada micelio. Los filamentos que la
forman se llaman hifas y la mayoria de ellos crece sobre o por debajo de
la superficie del medio nutritivo y se llama micelio vegetativo. El micelio
que se eleva de la superficie se denomina micelio aéreo. Aqui se
producen hifas especializadas que pueden originar esporas
reproductivas.

Debido a que los componentes estructurales de los mohos son muy
delicados se requiere de técnicas especiales para estudiarlos ya que la
simple manipulacion con el asa de inoculacion puede resultar en la
disrupcion mecanica de sus componentes, por lo que se utiliza una



técnica llamada microcultivo, en donde las esporas de los mohos se
depositan en la superficie de un medio so6lido adecuado, como el agar
Sabouraud y se coloca un portaobjetos encima, para permitir la
observacion de las estructuras microscopicas sin alteracion o
rompimiento de las mismas.

Morfologia de las levaduras

Las levaduras son hongos unicelulares de entre 5 a 10 veces mas
grandes que las bacterias. Morfologicamente pueden ser elipsoidales,
esféricas y en algunos casos cilindricas. La mayoria se reproduce de
forma asexual por un proceso que se llama gemacion, donde la gema
que crece de la célula madre se separa y produce una célula hija.
Algunas levaduras también pueden llevar a cabo una reproduccién
sexual cuando dos ascosporas se conjugan y dan lugar a un cigoto o
célula diploide.

Candida albicans

Es un patégeno oportunista dimérfico, involucrado en una amplia gama
de infecciones, desde candidiasis mucocutanea transitoria hasta
candidiasis  invasiva  potencialmente  mortal en  pacientes
inmunocomprometidos. El diagnéstico de candidiasis invasiva suele
requerir un alto indice de sospechay es dificil porque la infeccion carece
de signos o sintomas. En estos casos la serologia podria ser de ayuda
en el diagnoéstico de candidiasis siempre que se identifiquen marcadores
especificos que distinguen entre infecciones superficiales e invasoras.
(Bonifaz, 2015).

Prueba del tubo germinativo

Sirve para diferenciar a Candida albicans de otras especies. Cuando
Candida albicans se expone en suero de sangre humana o de oveja a
37°C por 3 h, forma tubos germinativos que se pueden detectar en un
montaje un fresco con KOH y se observa como un crecimiento
filamentoso que se extiende desde las células de levaduras. Esta prueba
es positiva para Candida albicans y Candida dubliniensis.

Objetivo Conocer la estructura macroscépica y microscépica de las levaduras y
mohos, utilizando técnicas de cultivo basico y procedimientos de tincién
como base para la identificacion de un organismo fangico.

Materiales
Cultivos de levaduras y hongos filamentosos
2 Sistemas para microcultivo completos
Solucién de azul de algodén lactofenol
Cinta adhesiva transparente marca Scotch
Muestras de mohos de alimentos o superficies
Suero de sangre humana o suero fetal bovino



Tubo con 8 mL de glicerol al 10%
Asa de inoculacion en “L” y cerrada
Portaobjetos y cubreobjetos

Microscopio Optico y estereoscopico
Papel filtro, Bisturi

Procedimiento

Microcultivo para hongos filamentosos

1. Colocar en el fondo de la caja Petri un circulo de papel filtro y encima de éste la varilla
de vidrio.

2. Colocar un cubreobjetos y un portaobjetos sobre la varilla, cerrar la cajay esterilizar en
el horno Pasteur.

3. Esterilizar un bisturi con alcohol y calentarlo al mechero hasta que se evapore
totalmente el alcohol.

4. Trabajando frente al mechero, recortar con el bisturi un cubo de agar dextrosa papa o
agar Saboraud de aproximadamente 1.5 centimetros por lado y colocarlo sobre el
portaobjetos del microcultivo.

5. Utilizando el asa en L, tomar una porcion pequefia del micelio aéreo.

6. Inocular insertando el asa en el centro de una cara lateral del agar. Repetir para las tres
caras laterales restantes del cubo de agar.

7. Utilizando pinzas, colocar el cubreobjetos en la superficie del cubo y presionarlo
ligeramente para tener un buen contacto con el agar.

8. Anadir 5 mL de glicerol al 10% en la base de la caja Petri hasta saturar el papel, teniendo _.i.i"
cuidado de no mojar el agar. L) P"-"'*"'

9. Rotular la tapa de la caja del microcultivo y tapar el microcultivo. ';_n o

10. Incubar a temperatura ambiente de 3 a 7 dias.

QR 3 Sistema de microcultivo

Observacién del crecimiento en el cubreobjetos

1. Unavez completada la incubacién para la maduracion del cultivo, agregar de 1 a 3 mL
de formaldehido al 10% por 30 minutos, antes de manipularlo para inactivar las esporas.

2. Retirar con mucho cuidado el cubreobjetos y colocarlo en un portaobjetos que contiene
1 0 2 gotas de azul de algodén lactofenol.

3. Observar a 40X.

Observacién del crecimiento en el portaobjetos

1. Remover el cubo de agar y colocarlo en un recipiente con desinfectante.

2. Afadir 1 o 2 gotas de azul de algoddén lactofenol al portaobjetos y colocar un
cubreobijetos.

3. Observar a 40X.

Tincion de azul de algodén lactofenol para mohos, usando la técnica de cinta adhesiva
1. Colocar una gota del azul de algodon lactofenol en el centro de un portaobjetos rotulado.
2. Recortar una tira de cinta adhesiva transparente no mayor al tamafio de portaobjetos.
3. Trabajando frente al mechero, abrir la tapa del cultivo del moho y tocar con la cinta una
pequefia porcion del micelio para que se adhiera.
Pegar la cinta en el portaobjetos.
Colocar un cubreobjetos sobre la preparacion.
Observar 40X.
Identificar las estructuras fungicas y registrar las observaciones.

Noohk
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Tincion de Gram para levaduras
Se realiza la tincién de la misma forma descrita en la practica 6, aunque no es especifica
para hongos permite visualizar mejor la estructura celular.

1.

2.
3.

Tubo germinativo para Candida albicans

o o s DE

Observar a 100X
Registrar resultados

Colocar 0,5 mL (12 gotas) de suero en un tubo de ensayo.
Hacer una ligera suspension de las colonias de levaduras sospechosas (tocando 1-2
colonias grandes o 3-4 colonias mas pequefias con el asa)
Incubar el tubo a 37°C durante 2-3h
Colocar una gota de la suspension en un portaobjetos usando una pipeta Pasteur y

cubrir con un cubreobjetos.

Examinar el montaje hiumedo a 40X para la produccion de tubos germinativos
(proyecciones largas tubulares que se extienden fuera de las células de levadura).

Registrar resultados.

Cultivo de especies de Candida en Chromagar
Dividir una caja de chromagar candida en secciones del mismo tamafio para

1.

abrwn

sembrar las distintas especies.

Sembrar por estriado sencillo y sin tocar los estriados anteriores.

Incubar a 37°C por 24h.

Observar las diferencias de coloracion en cada colonia.

Registrar resultados.

Interpretacion de resultados

Candida albicans — verde
Candida tropicalis — azul metalico
Candida krusei — rosa

Otras especies — blanco a malva

Diagramas de flujo

Tubo germinativo para
_Candida albicans

l

Colocar 0,5 ml (12 gotas) de suero
un tubo de ensayo

en

!

ligera en el tubo con suero

Tocar 1-2 colonias y hacer suspension

!

Incubar a 37°C por 2-3h
!

Colocar 1 gota en un
portaohjetos

Observar a 40X

!

Registrar Resultados

Cultivo de especies de
Candida en Chromagar

!

Dividir una caja de chromagar candida en
secciones del mismo tamafio para sembrar

las distintas especies

€

Sembrar por estriado sencillo

d
Incubar a 37°C por 24h

l

Observar diferencias de
coloracion de las colonias

!

Identificar las especies
sembradas de acuerdo al color

l

Registrar Resultados
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Microcultivo para ( Observacién del
filamentosos J microcultivo J

b

; Agregar de 1 a 3 mL de
Armam'}:rloséfl;?\':;a de —| formaldehido al 10% por 30
minutos dentro de la caja

! 7

Esterilizar en Horno Pasteur Tomar con pinzas y con cuidado
160-180°C de 2-5 h el cubreobjetos

) )

Colocar el cubreobjetos
sobre una laminilla con 1
gota de azul de algodon

Esterilizar bisturi con alcohol
y flamearlo en mechero

g

Recurtar un cubo de agar
SDA de 1.5 cm de lado ObSERarE B0X

| l

A
Colocar el cubo sabre €l ; ; >
portaobjetos del microcultivo RegiSraropecn/acionss | — < R

1!
Tomar una pequefia porcion de
micelio aereo a inocular con el asa
enlL

d

Inocular con asa en L las 4 caras laterales
del cubo en el centro por picadura

Colocar cubreobjetos sobre el
cubo de agar y presionarlo
suavemente con las pinzas

}

Adicionar 5 mL de agua
glicerinada al 10%

Rotular la tapa del
microcultivo y cerrar

Incubar a temperatura
ambiente de 3 a 7 dias

Disposicion de residuos

R1: Sistema de microcultivo: inactivar en autoclave, lavar.

R2: Tubos con suero contaminado: inactivar en autoclave

R3: Cajas Petri contaminadas, inactivar en autoclave y desechar
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Resultados
Observaciones de levaduras y mohos

Microcultivo
e Moho:

e Tincion:

e Descripcion:

Tincién de Gram
e Hongo:
e Tincion:

e Observaciones:

Tincion de Azul de algodon
lactofenol

e Hongo:

e Descripcién:

Tubo germinativo

e Hongo:

e Observaciones:
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Microcultivo

Observaciones del crecimiento de moho en agar Saboraud

Hongo:

Formay tamafio

Colorenla
superficie

Coloren el
reverso

Difusién de
pigmento

Textura: terrosa,
yesosa, glabra,
granulosa,
vellosa, cremosa
cérea

Superficie:
elevada o plana,
levantamiento
central

Aspecto:

plegado,

radiado,
cerebriforme,
crateriforme.

Consistencia:
dura, suave,
firme,
membranosa

Tiempo de
crecimiento

Referencias

1.
2.

Pw

Arenas, Roberto. (2014). Micologia Médica llustrada, 5ta Ed. McGraw-Hill. México.

Bikandi, J., San Millan, R., Regulez, P., Moragues, M. D., Quindds, G., & Pontdn, J. (1998).
Detection of Antibodies to Candida albicans Germ Tubes during Experimental Infections by
Different Candida Species. Clinical and Diagnostic Laboratory Immunology, 5(3), 369—-374.
Bonifaz A. (2015). Micologia Médica Basica, 52. Ed. Mc Graw Hill, México, D.F.

Lépez, M. (2006). Micologia Médica (Procedimientos para el Diagnostico de Laboratorio), Ed.
Trillas, México.

Nadeem, S. G., Hakim, S. T., & Kazmi, S. U. (2010). Use of CHROMagar Candida for the
presumptive identification of Candida species directly from clinical specimens in resource-
limited settings.

Peltroche-Llacsahuanga, H., Schmidt, S., Seibold, M., Liitticken, R., & Haase, G. (2000).
Differentiation between Candida dubliniensis and Candida albicans by Fatty Acid Methyl Ester
Analysis Using Gas-Liquid Chromatography. Journal of Clinical Microbiology, 38(10), 3696—3704.
Raghunath P, et al. (2014). SST broth, a new serum free germ tube induction medium for
identification of Candida albicans. World J Microbiol Biotechnol.;30(7):1955-8.
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PrAcCTICA XI

Protozoarios

Los protozoarios son un grupo grande y diverso de organismos

eucariotas unicelulares. La mayoria son de vida libre, pero algunos son

parasitos. Las principales caracteristicas que los distinguen son:

e Ausencia de una pared celular: aunque algunos poseen una capa
flexible por fuera de la membrana celular.

e La habilidad para moverse mediante organelos locomotores.

¢ Nutricion heterotrofa, donde las formas de vida libre ingieren
particulas como bacterias, levaduras y algas mientras que las
formas parasiticas pueden obtener nutrimentos de fluidos
bioldgicos de sus hospedadores.

e Formas de reproduccion primariamente asexual, aunque algunos
formas de reproduccién sexual ocurren en algunos grupos.

La clasificacién taxonOmica de los protozoarios es compleja, pero
podemos clasificarlos dependiendo de sus medios de locomocion en su
estadio adulto, por lo que el phylum se subdivide en las siguientes cuatro
clases o subphylum.

Sarcodina: la motilidad es el resultado de la proyeccion del ectoplasma,
a lo que se le denomina pseudopodos. Las amibas prototipicas dentro
de este grupo incluye la de vida libore Amoeba proteus y su congénero
parasitico Entamoeba histolytica.

Mastigophora: EI movimiento es efectuado por una o mas estructuras
en forma de latigo llamadas flagelos. Los miembros de vida libre
incluyen a los géneros Cercomonas, Heteronema y Euglena y son
protistas fotosintéticos que se pueden clasificar como algas flageladas.
Las formas parasiticas incluyen a Trichomonas vaginalis, Giardia
lamblia y especies de Trypanosoma.

Ciliophora: La locomocion se lleva a cabo por medio de proyecciones
cortas en forma de cabellos llamados cilios, que se mueven
sincronizados. Un ejemplo caracteristico de vida libre miembro de este
grupo es Paramecium caudatum y el miembro parasitico es Balantidium
coli.

Sporozoa: A diferencia de los otros miembros de este phylum no
contiene organelos de locomocién en su etapa adulta sin embargo en
las formas inmaduras pueden exhibir algun tipo de movimiento. Todos



los miembros de este grupo son parasitos, los miembros mas
significativos pertenecen al género Plasmodium, los parasitos causales
de la malaria de animales y humanos.

Los ciclos de vida de los protozoarios parasitos, y los de vida libre son (=] i [m]
muy complejos, por lo que el conocimiento de la morfologia en los .
distintos estadios de desarrollo es esencial en el diagndstico y =

tratamiento de las infecciones parasiticas. QR 4 ImAgenes microscopicas

de protozoarios.

Objetivo Familiarizarse con las caracteristicas distintivas de los miembros del
phylum Protozoa, realizando observaciones microscopicas de laminillas
de protozoarios parasitos

Materiales
e Laminillas fijas de:
o Balantidium coli

Cryptosporidium parvum
Entamoeba histolytica en forma de trofozoito y quiste
Giardia lamblia
Leishmania spp.
Plasmodium vivax en frotis de sangre humana.
Toxoplasma gondii

o Trypanosoma spp.
e Microscopio éptico
e Aceite de inmersion

OO O0OO0OO0O0

Procedimiento

En esta practica se estudiara a los protozoarios parasitos observando laminillas preparadas
y comparandolas con las caracteristicas morfolégicas mostradas en la tabla 10

1. Examinar todas las preparaciones disponibles a 100 , tratando de identificar las
caracteristicas microscopicas que diferencian a cada parasito.

2. Dibujar esquemas representativos de los organismos observados.

3. ldentifica las caracteristicas estructurales que pudiste observar
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Resultados

Observacion de laminillas
Identificar y dibujar las estructuras morfolégicas

e Protozoario:

e Tincion:

e Aumento:

e Protozoario:

e Tincion:

¢ Aumento:

e Protozoario:

e Tincion:

e Aumento:

e Protozoario:

e Tincion:

¢ Aumento:
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e Protozoario: e Protozoario:

e Tincion: e Tincién:

¢ Aumento: e Aumento:

. ¢ Protozoario:
e Protozoario:

L, e Tincion:
e Tincion:

e Aumento:
e Aumento:

Referencias

1. Koneman, E., Allen, S. (2008). Koneman. Diagnostico Microbioldgico: Texto Y Atlas En Color. 62
ed. Médica Panamericana.

2. Prats, G. (2013). Microbiologia y Parasitologia Médicas. Médica Panamericana.
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PrAcCTICA XII

Virus

Los virus solamente pueden reproducirse en células vivas. Algunos de
estan limitados a un solo hospedador mientras que otros pueden tener,
afinidad por multiples hospedadores. En muchos casos no se puede
utilizar el hospedador natural para cultivarlos y se debe de recurrir a
animales de laboratorio como: embriones de pollo, ratones, cobayas,
conejos, monos o cultivos de celulares.

Para lograr un cultivo exitoso hay que introducir el virus al lugar donde
puede iniciar la infeccion y reproducirse. Los embriones de pollo son los
medios mas empleados para el cultivo de virus y también de rickettsias,
ya que muchos virus se pueden adaptar el embrion aviar. También este
medio es muy econdmico y adecuado para aislarlos e identificarlos por
que estan relativamente excentos de contaminaciones externas y no
forman anticuerpos contra el virus inyectado.

Los huevos embrionados se pueden inocular por diversas vias y la
eleccion de alguna de ellas depende del virus qué va a ser cultivado ya
que tienen afinidad por ciertos tejidos. La figura 12.1 muestra las
membranas y cavidades que rodean al embrion.

Membrana

Corioalantoidea @\‘

Saco de aire  Cascara fhoculacion de

Cavidad membrana
fmnptica corioalantoidea
— =3
Inoculacién
. amnidtica
Inoculacién
alantoidea

Inoculacion de ‘
saco vitelino
Membrana Albimina Cavidad \’ g

de la cascara alantoidea N

SO

Figura 12. 1 Vias de inoculacidn de virus en huevos embrionados



Objetivo Practicar las distintas vias de inoculacion en huevos embrionados,

utilizando un colorante para observar la correcta aplicacion del inoculo en

la cavidad seleccionada

Materiales

5 Huevos embrionados de pollo de 4 a 12

dias Barniz para ufias oscuro

Ovoscopio Mechero Bunsen

Bandeja de huevos Etanol al 70%

Herramientas para diseccién Colorante (Cristal violeta o safranina)
Jeringas de 1 mL 0 3 mL con aguja de 12 Lancetas estériles

mm Vaso de precipitados de 250mL
Agujas de 50 mm 8 Cajas Petri de vidrio de 150mm

Procedimiento

Identificacion y marcaje de las membranas

1. Colocar el huevo sobre la fuente de luz del Ovoscopio

2. Observary comparar con la fig. 12.1 para localizar la cAmara de aire y el embrién

3. Marcar el cascaron con lapiz delimitando la linea de camara de aire y con una X al
embrion en la parte del cascar6n mas préxima a éste.

4. Repetir para los 4 huevos y dejar uno como control.

5. Rotular con lapiz la via de inoculacion que se va a realizar en cada huevo.

6. Desinfectar el huevo sumergiéndolo en el vaso de precipitados con etanol por 10 s.

7. Retirarlo del vaso y dejar que se seque completamente.

Notas:

e Las perforaciones se realizan con la lanceta, y deben de ser pequefias (lo
suficiente para que entre la aguja de la jeringa) para que se puedan sellar
facilmente con el barniz.

e Trabajar en la zona de esterilidad proporcionada por el mechero.

Membrana corioalantiodea
Debe producirse artificialmente una camara de aire.

1.

2.
3.
4

Elegir y marcar una zona del cascaron libre de vasos hematicos y en la posicion
contraria al embrion.

Perforar el extremo de la cAmara de aire.

Perforar la zona marcada.

Usando el chupdn de la propipeta o una pera de goma, aspirar hasta desprender la
membrana, produciéndose asi una camara artificial.

Propipeta con chupdn de latex de 2 cm
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5. Inocular dentro de la camara artificial (sobre la membrana corioalantoidea) con cuidado
de no atravesarla.
6. Sellar con barniz de ufias los 2 orificios.

Saco vitelino (yema)

Elegir y marcar una zona del cascarén libre de vasos hematicos y en la posicién
contraria al embrion.

Perforar el extremo de la camara de aire.

Perforar la zona marcada.

Inocular con jeringa de 50mm a una profundidad de 3 cm.

PwN

Cavidad amniética

1. Elegir y marcar una zona del cascaron libre de vasos hematicos y en la posicion
cercana al embrion.
Perforar el extremo de la camara de aire.
Perforar la zona marcada.
Inocular con jeringa de 50mm a una profundidad de 3 cm en direccion al embrién.
Sellar con barniz de ufias los 2 orificios.

ok wn

Cavidad alantoidea

1. Elegir una zona a unos 5 mm por arriba de la linea de la camara de aire, marcar
con un lapiz el punto de inoculacién de esta zona.
Perforar la zona marcada.
Introducir la jeringa en &ngulo de 45° hacia la cavidad alantoidea 3 cm e inocular.
Sellar con barniz de uiias el orificio.

Pw

Observacion de las membranas
1. Romper el cascardon con ayuda de unas pinzas por la parte superior de la linea que
marca la cAmara de aire, teniendo cuidado de no romper la membrana
Observar a través de la membrana la presencia o no del colorante.
Romper la membrana sosteniendo el huevo en posicion vertical.
Vaciar el contenido del huevo en la caja Petri con cuidado.
Verificar que la inoculacion haya sido hecha en el lugar correcto.
Registrar las observaciones

I

QR 5 Resultados de la
inoculacién de embriones
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Resultados

Tincion de las membranas del embrion de pollo

ORG

e Via de inoculacion: e VVia de inoculacion:
e Observaciones: e Observaciones:

« Via de inoculacion: * Via de inoculacion:

e Observaciones: e Observaciones:
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Parte 2 Aislamiento, cuantificacion y amplificacion de bacteriofagos T4

Para que el virus sea capaz de infectar la célula hospedadora, la superficie externa el virus
debe de interactuar con sitios especificos en la superficie de la célula. Estos componentes
complementarios se mantienen unidos por enlaces débiles como enlaces de hidrégeno. Para
algunos bacteriéfagos el sitio del receptor es parte de la pared celular, en otros casos parte
de las fimbrias o flagelos. Para los virus que infectan animales, los receptores se encuentran
en la membrana plasmatica de las células hospedadoras. Los bacteriéfagos se pueden
cultivar en suspensiones de bacterias en medios liquidos o en cultivos en medios sélidos.
Cada virus infecta a una bacteria se multiplica y libera varios miles de virus nuevos, estos
virus producidos infectan a las bacterias en la vecindad inmediata. Después de varios ciclos
de multiplicacion viral todas las bacterias en el area que rodea al virus original son destruidas,
por lo que se produce una zona clara que se conoce como placa litica. Mediante el nimero
de placas que se forman y los factores de dilucion que se utilizaron, se puede calcular el
numero de bacteriéfagos presentes en la muestra.

Antes de poder aislar estudiar el virus la cantidad debe de ser amplificada, incubando
las muestras de aguas negras, que contienen bacterias que se encuentran en el tracto
intestinal humano como Escherichia coli y Streptococcus faecalis, y se utilizan como
fuente de los virus que infectan a estos mismos organismos.

QR 6 Microscopias de fagos T4

Objetivo Realizar la cuantificacion de bacteriéfagos en muestras de aguas residuales,

mediante su aislamiento y amplificacion en un medio lisogénico

Materiales

Papel Whatman

Matraz Erlenmeyer (250 o 500 mL)
Embudo de vidrio

12 Tubos conicos de 30 0 50 mL (de
preferencia con base “self standing”), al
menos 7 de ellos estériles.

Centrifuga

Mechero Bunsen

Encendedor o cerillo

10 a 15 Jeringas (10 mL).

Filtros 0.22 um

10 tubos con 2.7 mL de solucidn salina
estéril 0.85%

Muestras
Aguas negras (100 mL)
Cepa Escherichia coli W3350

Asas bacterioldgicas

Nefelémetro (McFarland) 0.5

Bafio Maria

10 pipetas volumétricas de 1 mL

11 agares de medio LB (Luria-Bertani) 1.5%
11 agares “blandos” de medio LB 0.6%
Plumon indeleble

3 tubos de caldo nutritivo (BHI, AST, LB)
Navaja estéril

5 Pipetas Pasteur estériles (Opcional)
Propipetas

10 tubos Eppendorf estériles de 0.6 0 1.5 mL
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Procedimiento

Aislamiento de bacteriéfagos

1.
2.

Tomar una muestra de aguas negras (100 mL aprox.)

Filtrar en papel Whatman: Tomar un matraz de 250 o 500 mL, colocar un embudo
de vidrio con papel Whatman y vaciar el agua en el filtro. Colectar
aproximadamente 50 mL de filtrado

Centrifugar el filtrado a 2500 rpm por 10 minutos en tubos cénicos de 30 0 50 mL
Tomar el sobrenadante con una jeringa (5 o 10 mL), colocar en condiciones de
esterilidad un filtro de 0.22 um en la jeringa y filtrar sobrenadante en un tubo
conico estéril, donde se tendran los bacteriéfagos aislados

Diluciones de bacteriofagos

OGN ko

Ajustar la bacteria E. coli W3350 al 0.5 de McFarland.

Etiquetar 10 pipetas volumétricas: “E. coli”, “17, “2”, “3”, “4”” 57, “6”, “7”, “8”, “9”.
Rotular del 1-9, 9 tubos con 2.7 mL de solucion salina estéril 0.85%

Tomar 0.3 mL de la solucién con bacteriéfagos aislados y colocarlos en el tubo 1
(dilucién 101).

Homogeneizar.

Del tubo 1 tomar 0.3 mL y pasarlos al tubo 2.

Homogeneizar.

Repetir hasta llegar al tubo 9 (dilucién 10°°).

Siembra en agar blando LB (Luria-Bertani)

1.
2.
3.

Rotular 11 cajas de medio LB: 10, 102, hasta el 10° y dos cajas mas como
control positivo y control de esterilidad.
Calentar los tubos con agar blando LB para licuarlos, una vez liquidos colocarlos y
mantenerlos en bafio Maria a 42°C.
Tomar un tubo del bafio Maria e inmediatamente en condiciones de esterilidad:
a. Anadir al tubo con la pipeta “E. coli” 0.2 mL de bacteria estandarizada 0.5
b. Anadir al tubo con la pipeta “1” 0.1 mL del tubo 1
c. Homogeneizar.
Vaciar toda la mezcla en una placa de agar LB, realizando movimientos circulares
para homogeneizar esta mezcla en toda la placa y permitir asi la interaccién entre
bacteri6fagos y bacterias.

» Realizar los pasos 1y 2 con cada una de las diluciones de bacteri6fagos,
utilizando una pipeta diferente para cada una (pipeta “2” con tubo “2” de
dilucién 10y asi sucesivamente).

» Es importante que se tomen los tubos de medio LB uno por uno, por cada
dilucion, para mantenerlos a 42 °C el mayor tiempo posible.

Realizar dos placas control.

Control positivo de crecimiento:

1) Tomar un agar blando de bafio Maria.

2) Agregar 0.2 mL de bacteria estandarizada.
3) Mezclar y vaciar en placa de agar LB 1.5%.
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Ejemplo
En la dilucion 10! se cuentan 35 UFP entonces:

En la dilucion 10 se cuenta 1 UFP entonces:

Control de esterilidad:

1. Tomar un agar blando de bafio Maria.

2. Agregar unicamente 0.1 mL de alguna dilucion de bacteriéfagos.
3. Mezclar y vaciar en placa de agar LB 1.5%.

Dejar solidificar todas las cajas

Incubar a 37 °C por 24-48 h
*Simultdneamente a este procedimiento
sembrar en 3 tubos de caldo nutritivo (BHI,
AST, LB) bacteria E. coli W3350 no
estandarizada e incubar a 37 °C/ 24h, las
cuales se ocuparan para la amplificacion de
bacteri6fagos en caso de encontrarlos.

9. Observar resultados: En las placas que
tengan la aparicion de placas liticas, realizar

N

cuenta y reportar como Unidades Figura 12. 2 Formacién de placas
Formadoras de Placas liticas en cada liticas  Control positivo  (izq.) -y
mililitro. (UFP/ mL) considerando el factor de Dilucién 10°* (der.)

dilucion.

UFP/mL=35 UFP x 10? (factor de diluciéon)= 350 UFP/mL

UFP/mL=1 UFP x 10° (factor de dilucién)= 1, 000, 000UFPmL

A

Figura 12. 3 Formacidn de placas
liticas Control positivo (izq.) y

Cada UFP de diferente tamafio representard a una clase de Dilucion 10° (der.)
bacteriéfagos, seleccionar 3 que se deseen amplificar.

Amplificacion

=

Pwpn

©o Noo

Recortar el agar que presente una placa litica (UFP) con una navaja estéril.

Colocarlo en un tubo con caldo nutritivo que contiene E. coli W3350, sembrados un dia previo.
Incubar a 37°C por 24 h

Observar si el medio perdi6 turbidez, lo que comprueba la accidn y presencia de los
bacteriofagos.

Centrifugar los tubos a 2500 rpm / 10 min.

Pasar el sobrenadante con pipetas Pasteur estériles o por vaciado en un tubo cénico estéril.
Tomar el sobrenadante con una jeringa, colocar filtro de 0.22 um y filtrar en tubos Eppendorf
estériles, generando al menos dos alicuotas de cada bacteriéfago.

Rotular los tubos Eppendorf

Conservar los bacteriéfagos amplificados a -20 °C.

101



Diagramas de flujo

f Aislamiento de
L bacteriofagos

)

Filtrar 50mL de aguas negras
usando papel Whatman

~ Cuantificacién de |
bacteriéfagos

Ajustar la bacteria Escherichia
coli W3350 al 0.5 de McFarland.

l

Centrifugar el filtrado a 2500 rpm
por 10 minutos en tubos conicos de
30050 mL

!

Filtrar sobrenadante con filtro de
0.22 ym en otro tubo cénico estéril

!

Bacteriéfagos aislados

Rotular 11 cajas de medio LB: 10-1, 10-2, hasta
el 10-9 y dos cajas mas como control positivo y
control de esterilidad.

’Siembra en agar blando LBJ
I

Calentar los tubos con agar
blando LB para licuarlos

Mantenerlos en bafio Maria
a42°C

L fiadir al tubo con la pipeta “E. coli’
.2 mL de bacteria estandarizada 0,

Etiquetar 10 pipetas volumétricas: “E. coli”,
nqr wgn w3 g gy ug wpn sy ugn

_, |/ Afiadir al tubo con la pipeta “1" /
0.1 mL del tubo 1

Rotular del 1-9, 9 tubos con
2.7 mL de 88

L Tomar 0.3 mL de la solucién con
bacteriéfagos aislados y colocarlos
en el tubo 1
1

‘ Homogeneizar ‘

Del tubo 1 tomar 0.3 mLy
pasarlos al tubo 2.

Tomar un tubo del bafio Maria e
inmediatamente en condiciones de
esterilidad

‘ Homogeneizar ‘

!

Vaciar la mezcla en una placa de agar LB
correspondiente cubriendo toda la base

‘Repetir para las 9 cajas usando su‘
pipeta corrispondiente

‘ Dejar solidificar ‘
4

‘ Hacer control positivo

‘ Homogeneizar ‘

/Aﬁadir al tubo con la pipeta “E. coli”
/‘0.2 mL de bacteria estandarizada 0.

4
Vaciar la mezcla en una placa de
agar LB correspondiente
realizando movimientos circulares

—

Repetir hasta llegar al tubo
9 (dilucién 10-9).
L

‘ Dejar solidificar ‘

Hacer control de
esterilidad

Afiadir al tubo con la pipeta “1"
0.1 mL del tubo 1

Vaciar la mezcla en una placa de
— agar LB correspondiente
realizando movimientos circulares

L Amplificacién ]

l—»!r

Sembrar en 3 tubos de caldo nutritivo
bacteria E. coli W3350 no estandarizada

Recortar el agar que presente una
UFP con una navaja estéril.

l

Incubar a 37 °C por 24-48 h

Colocarlo en un tubo con caldo

nutritivo con E. coli

l

Incubar a 37 °C por 24-48 h |
/'/ K S Recortar otra UFP
_Dbservar siel_ :I
+—<_medio perdi6 >——y
. “_turbidez
Si @8 No ——

l—l

Centrifugar los tubos a
2500 rpm / 10 min.

l

Pasar el sobrenadante a un
tubo cénico estéril.

Filtrar con filtro de 0.22 pm en tubos
Eppendorf estériles, generando dos
alicuotas de cada bacteriéfago.

y
Rotular
1

Conservar los bacteriéfagos
amplificados a -20 °C.

‘ Dejar solidificar ‘
1
‘Incubar a 37 °C por 24-48 h‘

Observar formacion de
placas liticas

Registrar observaciones ‘
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Resultados

Resultados de la amplificacién de bacteriéfagos

Dilucién Placas Liticas UFP/mL Calculos

Referencias
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