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INTRODUCCIO
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INTRODUCCION

El Manual de Microbiologia General fue elaborado con el objetivo de
proporcionarie al estudiante de Zootecnia de la Universidad Nacional, las
técnicas basicas en microbiologia, de interés para aquellos cursos que lo

requieren.
El estudiante trabajara con los microorganismos (patégenos y no patégenos

de importancia, en las areas de asistencia técnica que le corresponde prestar
como: calidad de agua, de alimentos, de Semen entre otras.

PLAN DE TRABAJO

1. Las pruebas se trabajaran en grupos de dos o cuatros estudiantes

dependiendo de los objetivos de la practica.

2. Un microscopio se asignaréd a cada dos estudiantes, los cuales seran
los responsables.

3. Antes de empezar cada practica, se realizar4 una prueba “corta
relacionada con la préactica anterior y con la que se va a efectuar.

4, Al iniciar una sesién practica, se hara una demostracién de la misma.

5. Los estudiantes elaboraran un preinforme y/o informe de la practica
realizada segun indicaciones.

. 6. Las practicas, se dictaran en el mismo orden que se desarrolla el

curso tedrico.
7. El estudiante trabajara con los microorganismos patégenos y no
patégenos de importancia, en la dreas de asistencia técnica. Que le
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corresponde prestar como: calidad de agua, de alimento, de leche, del

semen entre otras.

NORMAS GENERALES PARA TRABAJAR EN EL LABORATORIO

1. Usar blusa de laboratorio

2. . Recoger el cabello con una hebilla o caucho.
Lavar las manos con agua, jabén y cepillo, antes y después de cada

practica.
4. No comer ni beber, ni fumar dentro del Laboratorio. -
No tocar con la mano ninguna preparacién en fresco, ni derrames en
el Laboratorio. Llamar al profesor para evitar infectarse. :
No toser, ni hablar, ni reir, frente a un medio de cultivo destapado.

6.

7. Flamear el{asd antes y después de usarla.

8. Abrir los medios de cultivo frente a la llama.

9. . Marcar correctamente todos los cultivos. =
10. - Colocar adecuadamente el material inoculado en el sitio indicado por \

el profesor.
11.  Dejar limpioy o}ganizado su puesto de trabajo.

12. Colocar el material a descartar en el sitio “* material de desecho

nombrado.:

PRECAUCIONES PARA EL USO DEL MICROSCOPIO

Revisar bien el microscopio antes de usarlo. Si encuentra alguna

1.

. anomalia, informe al profesor o repértelo en.la Hoja Control.

2. Limpiar con gasa los objetivos y el ocular antes y después de usarlos.

3. Cuando utilice aceite de inmersién, limpie el objetivo de 100X con
gasa y alcohol. ‘ :

4. No dejar nunca una placa montada en la platina del microscopio.

moculacidn: IntroducciBi en el oigamsiio de un yirs, vacuna, sRrG o verna.
8

1
|

.
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5. Dejar el microscopio con la platina ab:
con el de menor aumento que presente
6. Colocar el plastico o forro de proteccion

7. Guardar en el cajoén con los lentes hacie
i;
' O}Ll& ﬂ C d’ <
f:‘ L6025 [ =S
fi

N
l
{
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5. Dejar el microscopio con la platina abajo y con el objetivo de 10X, o

con el de menor aumento que presente el microscopio.
6. Colocar el plastico o forro de proteccion.
7. Guardar en €l cajon con los lentes hacia delante.

~~" CEREBRO

-
- emmna
TARS o va

s

' .
-

»
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, BRAZO
IMAGEN
INVERTIDA
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PORTAOBJETOS
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MICRO
&
X - TORNILLO
D MACRO
e BASE

ESPEIO  gomBILLO

Figura 0. Microscopio 6ptico y sus partes
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‘ 'PRACTICA 1
DISTRIBUCION DE MICROORGANISMOS EN AMBIENTES NATURALES.

INTRODUCCION

Los microorganismos estan ampliamente distribuidos en distintos ambientes
aun en ambientes hostiles, como las aguas termales, el Gran Lago Salado,
los desiertos, entre otros. Sin embargo, hay lugares en la tierra donde no ha
sido demostrada la presencxa de los_mismos, como_en los voicanes en

. i ot

ebullicion.

RO —

Por otro lado, haciendo parte de la microbiota normal en el cuerpo de los
seres vivos también se encuentran microorganismos. No obstante, algunos
érganos mternos como eE corazén los rmones el cerebro deben estar

e ——

exentos de mlcroorganlsmos puesto que su presencia en ellos causaria

enfermedad.

Una de las maneras mas sencillas para d demostrar en el Iaboratono la

e e e T e,

snembra én medtos nutntwos naturales 0 artnf malesi

Microbiota Normal de Algunas Partes del Cuerpo.

De manera natural en las mucosas de la boca y de la laringe se establecen

estreptococos tipo_«- hemohticos (Streptococcus viridans), como también

esta?ﬁgcoco  aerobios y anaerobros dsplococos Gram negattvos (Neissena),

' ocasionalmente lactobamlos , varias especies de Haemophilus,

Neumocogos, mycoplasmas y bacteriodes.

e e o

10

vbicvtdad: capacidad d&,;’ ‘ p,@ 0 Ia
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En_el nifio, al inicio de Ia dentac:on Se_puec
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S it s e
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: ! - N
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“PRACTICA 1

EOORGANISMOS EN AMBIENTES NATURALES.

?
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qu
En el nifio, al inicio de la denticién se pueden encontrar esp;roquetas

o
anaerobias, bacteroides y bacilos ?usrforhmes asi, como algunos_vibriones

. anaerobios. Posteriormente, con el camblo de alimentacidén la microbiota

bactenas Fulgmenlosas p-12
cambia y en los adultos se puede encontrar regularmente actinomicetos a

nivel del tejido de las amigdalas, y en la cawdad oral se pueden encontrar
Ievadguras

estaﬁlococos Y estreptococos Los bronqunos y los alveolos pulmonares

kb B—
estan normalmente exentos de microorganismos. ¢l asimo €5 cayeado por MICTOOIGAMSINGS

o o e T D T

féctlco tales como estreptocooos y lactobacﬂg\:s En el colon de los adultos

»-,..,,,.—W_A__.‘..-‘M,. e AR A SO o

existen _bacterias anaeroblas tales como : bacteroides, especialmente,

T A R st b s et 2

Bacteriodes frag:h Bifidobacterium y Clostnd:um tamblen se encuentran

TS e S S

e - ,—m‘_.,«wM ORI ——

D w,.._....WA

o =t S » w s+

Céndidas y otros.
OBJETIVOS

1. Demostrar Ia ubicuidad de los microorganismos utilizando medios de
" cultivo, en cajas de petri, |
2. Comprobar que en el cuerpo humano existen microorganismos que
hacen parte de la m‘icrdbiota normal.

MATERIALES

o Cajas de petri con agar nutntlvo

» Escobillones de algodon estenles o cinta peganie

&

11

N

S
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o Estufa a 30°C

e Mechero {
¢ Cintade enmascarar/ ‘ .
e Tubos con solucion salina "estéril.

'PROCEDIMIENTO

MICROBIOTA DEL AMBIENTE DEL LABORATORIO

Microorganismos del Aire:
e Destapar una caja de petri con Agar Nutritivo en cualquier lugar del

laboratorio.
e Dejarla expuesta por unos 15 minutos. Después de este periodo,

o ' Tapar adecuadamente. Figura 11

Figura 1.1. Toma do muestra del medio ambiente

Microorganismos Presentes en las Superﬁcies: ‘
¢ Tomar un escobillén humedecido en solucién salina .
e Frotar sobre una superficie del laboratorio, tal como la mesa, el suelo, la

pared, entre otros.
° Aplicar el escobillén sobre un extremo del medio de cultivo en Ia caja de

petri.
e Hacer estrias en toda la superficie, sin romper el medio de cultivo.

12
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e Tapar adecuadamente. (Figuras 1.2.,1 3).
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e Tapar adecuadamente. (Figuras 1.2.,1.3).

Figura 1.3. Aplicacién de la muestra sobre el agar.
Micrbbiota Normal del Cuerpo Humano.

Microbiota de las manos: Un estudiante del eqUipo debe proceder de la
siguiente manera:

e Sin lavarse las manos, colocar los dedos sobre el Agar Nutritivo de una

13
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caja de petri, haciendo circulos en su superficie.

Enjuagar sus manos con agua del grifo, sin usar jabén

Colocar los dedos sobre el Agar de otra caja de petri y realice ia accion
anterior. A o . '
Lavar sus marios con ‘égan, jabén y cepillo.,

Colocar sobre ' la éuperﬁcié del Agar de otra caja de petri y proceder de
igual manera que en las dos anteriores. (Figura 1.4).

Figura 1.4 . »;l"oima de muestra de las manos

Microbiota de la Piel.

*

Humedecer el escobillén en solucion salina estéril.

Frotar una pequefia zona de la parte interior del brazo o de la cara.
Aplicar sobre el medio de cultivo, formando estria.

Tapar adecuadamente la caja de Petri (Figura 1.5).

e
|

Figura 1.5. Toma de muestra de la piel.

i4
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Microbiota de las Mucosas. ,

« Introducir un escobillén humedecido en solu
nasales o en la cavidad bucal. |

e Proceder como en el caso anterior. (Figura -
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sirculos en su superficie..

l ] ) - Microbiota de las Mucosas.
1 agua del grifo, sin usar jabén ‘ ;
ny L . . e e Introducir un escobillon humedecido en solucién salina estéril en las fosas
‘e el Agar de otra caja de petri y realice la accion , e i ;

S : nasales o en la cavidad bucal.

¢ Proceder como en el caso anterior. (Figura 1.6).

atri y proceder de

Figura 1.6. Toma de muestra de las mucosas

NOTA: Una vez realizados todas las tomas de muestra, proceda de la
siguiente forma con las cajas de petri: | '

o Rotular adecuadamente con la informacién necesaria en la base de la caja
de petri (parte externa),. ‘ ’
o | ncqbar en la estufa a 30°C durante 24 a 48 horas.

» Colocar invertida la caja de petri.
Actividad

Elabore un cuadro donde figure cada una de las muestras, teniendo en
cuenta la forma, el color y el tamafio de las colonias obtenidas.

15 ‘ ' ‘ (
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PRACTICA 2
OBSERVACION DE BACTERIAS

INTRODUCCION

Con el fin de aumentar el contraste y facilitar la observacién de las muestras
de campo claro, se pueden utilizar colorantes. Los colorantes son
compuestos orgénicos que presentan afinidad por determinadas estructuras,
la cual estd basada en la carga positiva y negativa presente en él. Todo
colorante, se caracteriza por presentar un grupo croméforo que tiene como

funcidn tefir la estructura y un grupo auxocromo, el cual participa de la
reaccion, para que se dé la tincién.

Los colorantes se clasifican en catidnicos (basicos), anidnicos (acidos),
basados en la carga presente en el grupo cromdforo. . Los colorantes
cationicos estan cargados positivamente; esto es que un campo eléctrico se
desplaza hacia el anodo (negativo) y se combina fuertemente con
componentes celulares cargados negativamente como los acidos nucleicos y

polisacaridos &cidos. Los colorantes basicos mas comunes son el Azul de

Metileno, Cristal Violeta y Safranina. Como gehéralmente los

microorganismos en su parte externa tienen una carga negativa debido al
transporte de electrones, estos colorante se combinan con estructuras de la

superficie celular; por lo cual los hacen mas comunes en aplicaciones
generales.

Los colorantes éCidos (aniénicos), estan cargados negativamente, por lo
tanto van hacer repelidos por los componentes organicos de las estructuras
celulares, por lo que no penetran la célula, sino, que tifie el medio donde se

16
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encuentra esta. Este tipo de colorante se em

celular. A este grupo pertenece la Nigrosina, (Ti
de Metileno.
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SERVACION DE BACTERIAS

-
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encuentra esta. Este tipo de colorante se emplea para observar la forma
celular. A este grupo pertenece la Nigrosina, (Tinta China) o el Eosinato Azul

de Metileno.

OBJETIVOS

Diferenciar una preparacion en fresco de una coloreada.

Identificar las diferentes formas y agrupaciones
preparaciones coloreadas.

bacterianas, por medio de

Apreciar la accidén de los colorantes, de acuerdo con el caracter quimico de

ellos.
MATERIALES

¢ Portaobjetos — cubreobjeto

¢ Cultivos bacterianos de cocos y bacilos, de no
e Mechero

e Frasco lavador

¢ Puente de coloracién

e Bandeja

¢ Colorante bésicb (Azul de Metileno, Safranina)
¢ Colorante Acido (Nigrosina o tinta china)

o Aceite de inmersion

¢ Pafuejos desechables.

o QGasa. .

¢ Microscopio.

mas de 48 horas.

Para la observacion-al microscopio de bacterias vivas y/o muertas, se utilizan .

dos métodos:

17
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e Montaje en Himedo

e Preparacién Coloreada

MONTAJE EN HUMEDO.
Este método se utiliza para la observacion de la forma y movilidad de las
bacterias vivas, Ej: coco, bacilo, espirilo. o

PRODEDIMIENTO

e Limpiar el'ﬁdrtaobjetos con alcohol.

e Quitar el »‘exceso con una toalla de papel o gasa y flamear.

e Esterilizar el asa pasandola por la llama hasta ponerse al rojo.

e Dejar enfriar, siempre cerca al mechero.

Muestra en medio liquido

 Tomar con el asa estéril una gota de cultivo (inéculo).

« Depositar en el centro del portaobjetos limpio. .

¢ Colocar lentamente un cubreobjeto, sobre el indculo sin que se forme
burbuja.

 Observar al microscopio con objetivo de 40X — 100X.

Muestra en medio sélido

e Depositar en un portaobjetos limpio una gota de solucién salina o de agua
destilada.

e Tomar con el asa estéril una colonia del cultivo.

e Hacer una emulsién con la gota.

e Cubrirla pi'eparacién con el cubreobjeto.

» Observar al microscopio con los objetivos de 40X — 100X.

18

-Manual de Microbiologfa

PREPARACION COLOREADA

Las bacterias sin colorear tienen el mismo indic
lo tanto, se observan transparentes al micrc
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de la forma y movilidad de las

- 3say flamear.
1 ponerse al rojo.

ion salina o de agua
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PREPARACION COLOREADA

Las bacterias sin colorear tienen el mismo indice de refraccidén de la luz, por
lo tanto, se observan transparentes al microscopio. Sin embargo, las
preparaciones coloreadas permiten observar claramente sus formas,

- estructuras internas y externas y clase de agrupacion.

Los colorantes que se emplean para la tincion de bacterias pueden ser
basicos, Azul de Metileno y Cristal Violeta; acidos como: La Fuscina aciday
la Nigrosin'a;y neutros como : El Eosinato Azul de Metileno.

Los pasos a sequir en una preparacioén coloreada, Figura 2.1:

e Tomar el bortaobjetos limpio

e Esterilizar el asa .

e Enfriar el asa en los extremos de la caja de petri o del tubo.

e Tomar el indculo y depositarlo en el portaobjetos, y realizar un extendido
homogéneo. |

e Proceder de acuerdo con el tipo de cultivo liquido o sélido .

o Dejar secar la muestra cerca de una bombilla 0 una llama, controlando la
temperatura con el dorso de la mano.

¢ Evitar el sobre calentamiento.

, TINCION CON COLORANTE BASICO
. Cubrir completamente el extendido con un colorante bésico, durante un

minuto .
e Lavar con agLia para eliminar el exceso de colorante.

e Dejar secar al aire.

..« Observar al microscopio con los objetivos de 40X — 100X.

3
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1. ESTERILZACION
DEL ASA

2. ENFISAMIENTO DEL
ASA EN LOSEXTREMOS /

Figura 2.1.  Pasos para realizar una coloracion.

20

S e
R i Y

Manual de Microbiologia

TINCION CON COLORANTE ACIDO

e Hacer una emulsién microbiana, tomando !
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¥

TINCION CON COLORANTE ACIDO

o - Hacer una emulsion microbiana, tomando un indculo y mezclandolo con
agua.

e Colocar una gota del colorante 4cido sobre la emulsién.

o Extender el cultivo tefido con portaobjetos limpio, hasta obtener una -
pelicula fina. |
. - e Dejar secar al ambiente.

Figura 2.2. Coloracién con colorante acido

( NOTA: La muestra no se fija con la llama, ni se lava el exceso de colorante.
| Al observar, se debe bajar el condensador para reducir la intensidad de la
luz.

Actividades

Hacer una descripcion morfoldgica de las diferentes microorganismos

observados. _
Diferenciar al microscaopio los dos tipos de observacién de bacterias.
_Establecer las diferencias entre coloracion basica y negativa. ‘
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PRACTICA 3
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( .
\\ |

il
|

COLORACION DE GRAM

- INTRODUCCION

Las tinciones diferenciales se caracterizan porque no tmen de forma

homogénea a todos los tlpos de célula. La tmcnon de Gram es una de Ias

S ,_____..,,,__y__ i

en Gram Negativas y Gram Positivas, con relacuon a la dlferenua de la pared

celular.

En esta coloracion los reactivos actan de la siguiente manera: El cristal
- violeta colorante primario tifien las bacterias y la solucnon yodada hace de
mordiente o fijador de color y las bacterias se observaran tefiidas de un azul
més fuerte. El Alcohol Acetong actuara como decolorante al eliminar de la
pared celular de las Gram Negatlvas la capa_ llpldica permmendo que ¢ el

colorante se libere. Las Gram Posmvas _no se ven afectadas por la accion

del decolorante En consecuencia las Gram Negatlvas no se observan y.las

Gram Positivas retendran el colorante.

La safranina, colorante secundario tendra la funcion de hacer el contraste_,gl

teflir las bactenas Gram Negativas decoloradas en el paso anterior.

OBJETIVO

Diferenciar las bacterias Gram Positivas de las Gram Negativas, utilizando la

técnica de coloracién Gram.

22
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MATERIALES .

¢ Cultivos jovenes de bacterias Gram Positivas
e Mechero Bunsen o

. Raectivos Lugvol y alcohoal'a'cetona

¢ Colorantes: Cristal Violeta y Safranina

Ww MM»W.W\

e Porta l;
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PRACTICA 3
JOLORACION DE GRAM
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MATERIALES

Cultivos jévenes de bactenas Gram Posxtwas y Gram Negativas.
Mechero Bunsen -

Raectwos: Lugol y a|cohol'abetona

Color: 'ntes: Cristal Violeta y Safranina

Portagbjetos '

Puente de Coloracién — Bandeja

. Asa

‘Microscopio

Pafiuelos desechables

Gasa, cinta de enmascarar

PROCEDIMIENTO

Preparar y fijar un frotis en la forma usual
Agregar cristal violeta durante un minuto

Lavar con agua, para eliminar el exceso de colorante

Cubrir con lugol durante un minuto y lavar con agua

Cubrir el frotls con alcohol acetona durante 20 segundos y lavar
rapldamente con agua.

Agregar el colorante de contraste durante un minuto.

Lavar con agua el exceso de colorante y dejar secar

Observar fal microscopio con los objetivos de 40X — 100X, .

Actmdades \

" Diferenciar las bactenas Gram Positivas y de las Gram Negativas.

Establecer las diferencias entre una coloracién simple y una coloracién de

Gram.

23
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1.Tefir concristal
.

3. Cubrir cot lugol

durante 1 minuto _ ¢

{ Oiga Inés Montoya Campuzano

5. Decolorar con alcobol
cetona durante 20 '

6. Contrastar con '
sofranina durante o {0
1 minuto

Figura 3. Coloraci6n de Gram'

24

Manual de Microbiologia

PRACTICA4
COLORACION DE ESPORO B

INTRODUCCION
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PRACTICA4
COLORACION DE ESPORO BACTERIANO .

INTRODUCCION

La endospora bacteriana es una estructura que caracteriza a algunos

géneros bacterianos como Bacillus, Clostridium y Sporosarcinas. Importante

porque resiste altas temperaturas y factores adversos del medio ambiente.

La posicion y el tamafio que presente la endospora dentro de la célula

vegetativa son caracteristicas de cada especie que lo posee. Por ejemplo en

el género Clostridium, la en;josgora presentageneralmente un diametro

R e R OIp——

mayor al de la ¢ celula vegetatlva llegandola a deformar en posscwon terminal

D ——— o RS

(Clostridium tetani) en tanto que en el género Bac:llus Ia espora puede ser

de tamario gual 0 menor que el de la célula vegetatwa y puede estar ublcada

e e AR, s Lo s < am

e e et St

Para colorear una endospora, es indispensable utilizar una ]coloracnén

— o s e e

especial,'con dos colorantes basicos: Verde de Malaquita, la Safranina y el

calor como fijador.

OBJETIVOS

Diferenciar en una bacteria esporulada el tamafio y la posicién del esporo.

Distinguir una bacteria esporulada de una no esporulada.

S
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MATERIALES

¢ Cultivo de Bacillus cereus y Bacillus subtilis de 48 a 72 h.

e Mechero

+ Baro Maria

« Puente de coloracién — bandeja

e Colorantes: Verde de Malaquita y Safranina
e Tubos con solucién salina estéril

e Asametlica

o Frasco lavador

Pafuelos desechables

PROCEDIMIENTO.  °

Para la coloracion del endoesporo se puede utilizar uno de estos metodos:

Método de Schearffer-Fulton
o Preparar y fijar un frotis en la forma usual
e Cubrir con Verde de Malaquita ~

e Repetir la operacion durante cinco minutos, -~

} e Flamear la muestra hasta que salgan los primeros vapores./

i |
j e Procurar que el Verde de Malaquita, no se seque, ni ebulla./
|
|

» Enfriar la preparacion durante'cinco minutos.”
e

e Lavar el exceso de colorante

| Agregar Safranina durante un minuto /

Lavar el exceso de colorante ’

Dejar secar la preparacion /

Observar al microscopio con los objetivos de 40X — 100X. (Figura 4.1)

26
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gy Bacillus subtilis de 48 a72h.

!
bandeja

i

\alaquﬁa y Safranma

na estenl

métodos:

X. (Figura 4.1)
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Método Domer Modificado’

L 4

. . . ¢’ @

Inocular una muestra"én 0.5 -ml de soluciodn salina esteéril

Adlc;lonar 0.5 ml. de colorante Verde > de Malaqunta y llevarlo al Bario de

Mana a 100°C durante 10 minutos
Preparar y fijar un frotis en la forma usual ,
Lavar el e'xceso de colorante
Adlcnonar Safranma por un minuto

Lavar. eI exceso de colorante

Dejar secar la muestra

Observar al microscopio con los objetivos de 40X — 100X, (Figura 4.2)

0 Qr’
): - :Ii F/ {E‘ﬁ {gg ‘JJ
0 NP -\ /
| S m‘%{ ‘
NV
P N 1y

Figura 4.2. Método de Dormer modificado
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Actividades

¢, Cual método es mas practico?

Anotar las dificultades encontradas en la practica

Esquematizar lo observado y hacer la diferenciaciéon entre: Una bacteria

no esporulada y una esporulada Los tamarios y la posicion del,es;jsro A
enguss T

28
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PRACTICA 5
COLORACION DE CAPS
«/fﬁ-lhﬁw’m\\
INTRODUCCIS s
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PRACTICA 5
COLORACION DE CAPSULA

INTRODUCCION

La capsula, estructura bacteriana localizada extracelularmente. y no esta
presente en todas las bacterias. Su composicion quimica es muy variable y

compleja, segun el tipo de bacteria puede estar constituidas_por pegndo

pohsacando pollmetafosfato lo que tmplde que se txna 5

Para su obser\facmn se requnere de una tecnlca espec;a! como |a de Antony;

[ —————

también se puede visualizar con la coloracién negativa.

Para obtener una buena formaCIon de capsula bacterlana -es_ necesano

s S i s

cultivarla en un medio nco en carbohldratos

OBJETIVOS

Visualizar la capsula bacterlana utmzando coloracién negativa y de Antony
Diferenciar entre una bacteria capsulada y una no capsu!ada '

MATERIALES

. & Cultivos en leche descremada o en caldo glucosado al 5% de KIebs:eIla
pneumoniae (ca psulada) y Staphy/ococcus aureus (no capsulada) de 48 a
 TEhems .
e Cajasde coldraciéri - N ] :

N ‘Mechero

29
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» Asa metélica
¢ Frasco lavador
* Puente de coloracion =~ -

« Reactivo: Sulfato de Cobre (solucion al 20%)

- o Cristal Violeta

e Safranina *

f‘PROCEDIMIENTO' o Lo

PR '

Preparar un frot:s y dejal lo secar al an‘e

mlnutos o sumerglr en una caja o frasc:o de coiorac:én por dos mmutos
C(Figurasty |
Lavar la placa, sumergiéndola en una solucién de Sulfato de Cobre al
20%. .
Secar al aire la placa en posmon vertlcal

Observar al microscopio con 40X—1 OOX

Figura 5Q1'.‘c Colora_t/:)jéq;gie capsula

S
PR

'*L -
‘Qb

’
COLORACION NEGATIVA /y« 7 ) ,
Se emplea un colorante acido ccmo Ia throsma o tlnta china.

30

Agregar lentamente el Cristal Violeta a temperatura de 34°C por cuatro
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PROCEDIMIENTO
) Colocér sobre la superficie de un portacbjetos

Est

gota de agua.
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- br cuatro

minutos.

Sbre al

. Manual de Microbiologia - - .

PROCEDIMIENTO ,
e Colocar sobre la superficie de un portaobjetos

gota de agua. '
e Tomar un indculo y mezclarlo con la gota de a
e Agregar un'a‘gota de tinta china o Nigrosina a
. Realiéar uh extendido, deslizando el borde de

portaobjetos que‘ contiene la muestra. |

" 100X. (Figura 5.2.)

Olga Inés Montoya Ca:}:puzano

%

-

limpio y desengrasado, una

gua. 4
la mezcla anterior.”

un portaobjetos sobre el

‘¢ Dejar secar la muestra'y observar al microscopio con objetivos de 40X-

‘Figura 5.2. Pasos para una coloracién negativa

Activid_ades

. . : . ‘ K . l . Y .
Esquematizar lo observado y hacer la diferenciacién entre una bacteria

capsuladé y otra no capsu!ada.

Establecer una diferencia entre los tipds de coloraciones.
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'PRACTICA 6
CULTIVO Y AISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS -

INTRODUCCION .~

En la naturaleza, las poblaciones de microorganismos se encuentran

mezcladas, pero en el laboratorio pueden -alternarse cultivos puros, '

empleando diferentes métodos de siembra.

it

Los medios de cultivo difieren entre si segun el origen, la composicién

st e AT

qulmlca y la conmstenc&a Se considera que un medio de cultlvo es natural;

en tanto que, al smtettzarse ‘tenga los constituyentes definidos que aportan

los nutrientes necesarios para ei crecimiento de mlcroorganlsmos

e -

Los medios de cultivo sdlidos contienen ‘w
extraido de algas marinas, el cual se solidifica a 40°C y se funde a 50°C

‘Segun la conslstencna se habla de medlos hqundos (sin agar agar)

e v g A Ao - i i N o, e 8 st e . 2 e g s iy

sem:solldos (. 5% p/v de agar agar) Yy sohdos (1 5% plv de agar agar).

e e e Y e S e e e o e

De acuerdo con la composxclon quumloa los medios se denomman ba31cos

PR —— T i i i s A

R

enriquecidos, selectivos, diferenciales,de transporte, entre otros.

Los Medios Bésmos se preparan generalmente _con extracto de came,

extracto de Ievadura peptona ‘carbohidratos y trazas de sales. A partir de’

[ SR ——

estas bases se pueden preparar los otros }l_pos de medios por adicion de

colorantes, protelnas, antibiéticos, aminoacidos, entre otros; de acuerdo con
el uso que se vaya a dar. ‘
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Los Medios Ennquecldos proporc:onan nutri

Corazon tetrationato, entre . otros) para

otros elementos necesarios para su metabohsmo.
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i PRACTICA 6
ISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS.
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Los Medios Ennquemdos proporcmnan nutrientes especiales (Cerebro :

Corazén, tetrationato, entre otros) _para_ aquellas bacterias ylo

microorganismos exlgentes incapaces de smtetlzar aminoacidos, wtammas u

otros elementos necesarios para su metabolismo.

/ Los Medios Selectivos, contienen sustancias como antibidticos, acidos o

base que inhiben el desarrollo de algunas poblaciones microbianas pero que

permiten el crecimiento de otras.

/ Los Medios Diferencuales permiten d|st|ngu1r macroscoplcamente

SO — - i et

caracteristicas morfologucas ‘de .las colonias formadas por diferentes

microorganismos, por contener agentes | lndlcadores ta!es como sales biliares,

[T — Js——

colorantes

yd Los Mednos cle Transporte, se utahzan para transportar frotls o) muestras de

et

mlcroorgamsmos patcgenos como Sfreptococcus Ne:ssena Haemophlius

una fuente de nltrogeno tmplde cons;derablemente la mult phcamon de estos

A

Las técnicas de cultivo _ m|crob1ano surven _para alslar un tlpo de

SR ———

m:croorgamsmo especn‘“ co de una fuente natural, cuantificar el nimero de

mlcroorganxsmos que se encuentren en un matenal dado - (rumen leche,

b i e e s o

agua, entre _otros), mcrementar el numero de poblac;ones mu::robrzanas.w o]

mantener un cu|t|vo en condlcmnes estables

[ oo e o P 1 o s A

OBJETIVOS

Inocular un microorganismo en diferentes medios de cultivo y observar sus
caracteristicas de crecimiento.

33
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Practicar los diferentes métodos de siembra de cultivo.”

I

MATERIALES

Cepas puras de bacterias Gram positivas y Gram negativas
Mechero

Asas y agujas de inoculacién

Incubadora

Cinta de enmascarar

Esrﬁétula de Digrasky

Medios de cultivo: Agar Nﬁtri.t‘i,\(o',( Caldo Nutritivo.

PROCEDIMIENTO

Para aislar y cultivar un microorganismo de acuerdo a la procedencia del

inéculo y de donde se vaya a inocular, se utilizan varios métodos asi:

' Inocular de un Med‘io de Cultivo en Caldo a otro Caldo

Rotular cada uno de los tubos con _nombre del estudiante, ’dia, hora, medio

de cultivo y nombre de la cepa.

Realizar cada siembra frente al mechero.

Flamear el asa de inoculacién y quitar los tapones a los tubos con cultivo y

a los que contienen el caldo que sera incubado, evitando el contacto con

lallama. . &

Flamear los bordes de ambos tubos e introducir el asa dentro del tubo con

cultivo, obteniendo un indculo.
Introducir y sumergir el inéculo dentro del tubo con el medio de caldo de

cultivo esteéril.

. Sacar el asa y pasarla por las paredes internas del tubo para eliminar

cualquier exceso de indculo.

34

Siemb! |
Para eg
en los t F

Manual de Microblologia

\\‘“c

» Flamear nuevamente los bordes de los tubos, ¢

tapas a los mismos.

¢ Flamear el asa.

¢ Incubar a temperatura de 37°C por 24 a 48 hor
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* Flamear nuevamente los bordes de los tubos, colocandoles los tapones o
tapas alos mismos.
o Flamear el asa.

¢ Incubar a temperatura de 37°C por 24 a 48 horas. (Figura 6.1)

Figura 6.1. Incubacién en caldo

Siembra de Cultivo en Tubo conVAgvar Inclinado

Para ésta siembra hay que tener en cuenta los mismos pasos que se siguen

en los tubos con caldo; difiere en la manera como se realiza la siembra.

o Tomar el tubo de ensayo estéril con el agar inclinado de manera que el
bisel o pico de flauta quede al frente destapandose del modo ya explicado
anteriormente. '

"Hacer un movimiento cuidadoso con el asa.

Inocular en zigzag en la superficie del medio de cultivo.

Flamear la boca del tubo y taparlo.

Incubar a temperatura de 37°C por 24 a 48 horas (Figura 6.2)
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o s e

Se u utmza un tubo de ensayo ‘estéril que contenga medlo de cultivo

e g s

semisdlido, se usa para determmar el comportamiento de los
. o G= S

microorganismos en presencia de oxigeno, para observar su crecimiento y

movmdad _como para la preservacion de los cultivos, bactenanos durante mas

trempo

En esta siembra, se procede de la siguiente manera:

e Tomarun moculo con el asa en forma de aguja. ;

¢ |Introducir el inéculo en el tubo haciendo una puncién en el céntfo del
medio de cultivo y en fondo se hace un giro de 180° para asegurarse que
la muestra quede en el med:o

e Retirarla aguja con curdado

o Flamear la boca del tubo, ytaparlo

o Incubar a temperatura de 37°C por 24 a 48 horas (Figura 6.3)

36

Manual de Microbiologia




Olga Inés Montoya Campuzano

Manual de Microbiologia. .. ' Olga Inés Montoya Campuzano

N

- Figura 6.3. Inoculacién en agar sdélido

Siembra y Resiembra en Placa

superf cie del agar puede ser por expos:cnon estrias y dlsemxnamon. En

cambio, la resiembra solo puede ser por estria y diseminacion.

e Siembra por Exposicié’n

Se utiliza esta siembra para conocer la microbiota presente en el aire, porque

ekt ot et e e et

los microorganismos que se encuentran alli, caen a la superficie del agar,

desarrollandose y formando colonias.
e Tomar una caja de petri con medio de cultivo sélido, estéril y frio.

e Abrir la caja de petri enun lugar seleccionado, durante 5 6 10 minutos

aproximadamente.
e Tapar, incubar a 30°C durante 24-48 horas. (Figura 6.4)
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Figura 6.4. Siembra por exposicion.

o Siembra por Estrias
En la resiembra por estrias, se puede utilizar varios métodos: El Francés, el
Clasico y el Radial. '

El Método Francés es el mas utilizado en Microbiologia, porque favorece eI

a:slamtento de colonias y la observamon de las caractenstlcas de cultivo

S

( e Flamear el asa, enfriarla en uno de los bordes del medio de cultivo esteéril;

| tomar la muestra del material que utilizara.(Figura 6.5)

Figura 6.5. Toma de muestra
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e Colocar el inéculo en uno de los extremos del medio de cultivo que se

encuentra en la caja de petri.

e Extender la muestra en forma continua, hasta una cuarta part“e' del medio

o Flamear de nuevo.

/ o Enfriar el asa y proceder a hacer 4 6 5 estrias formando un éngulo recto
desde donde se hizo la primera siembra, hacer otras 3 6 4 estrias,
siempre formando angulo recto con el origen.

o Répetir esta operacién hasta formar una especie de C. -

e Rotular correctamente la caja de petri.

e Incubar a temperatura de 37°C d'urante 24-48 horas. (Figura 6.6)

NOTA: En el procedimiento de las estrias se debe esterilizar el asa cada vez

L que se inicie una nueva serie de estrias.
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5. Resutados despues de incubar 24 - 48 horas

Figura 6.6. Pasos para la siembra en el método Francés
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-El Método Clasico, se utiliza cuando el objetivo es determinar la presencia

de microorgantsmos en una muestra dada.

~Flamear el asa y enfriarla en uno de los bordes del medio de culttvo
Tomar la muestra.

Colocar el indculo en uno de los extremos de la caja de petri.

Extender la muestra de un extremo a otro, en zigzag sobre toda el area
de la ca;a

Rotular las cajas con sus respectivos nombres e incubar a 37°C durante

. 24-48 horas. (Figura 6.7).

Figura 6.7. Siembra método clasico.

El Método Radial, presenta el mismo objetivo que el método clésico.

Flamear el asa y enfriarla en uno de los bordes del medio de cultivo.

Tomar la muestra.

Colocar el inéculo en uno de los extremos de la caja de petri.

Extender la muestra de un extremo a otro, en zigzag hasta una tercera
parte del area de la caja.

Flamear de nuevo, enfriar el asa y proceder a hacer zigzag, del extremo
izquierdo partiendo del inoculo inicial.
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e Flamear de nuevo, enfriar el asa y proceder a('hacer zigZag*de la parte
central del inoculo’inicial. | ‘

e Flamear de nuevo, enfriar el asa y proceder a hacer zigzag del extremo
derecho del inoculo inicial. (Figura 6.8)

(a) . (b)

Figura 6.8. (a) Syiembra método radial (b) desarrollo de su colonia

El Método en cruz: Es utilizado para observar la presencia de enzimas

S NS

produmdas por los m|croorgan|smos este metodo de siembra se practicara

o Flamearkel asay enfrlarla en uno de los bordes del medio de cultivo.
e Tomar la muestra.

e Proceder a sembrar como lo indica la figura 6.9
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nfriar el asa y proceder"alrhacer zigéagde la parte
icial. e e

;anfriar el asa y proceder a hacer‘zigzag del extremo
vicial. (Figura 6.8)
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(b)

'Figura 6.9. (a) Siembra método en cruz (b) desarrollo de su colonia’

4.3 Siembra por Diseminacién

-Se emplea este método, con el fin de adelgazar la muestra para que en la

superficie del agar queden las colonias separadas y para esparcir la muestra

se utiliza una varilla de cristal, previamente esterilizada.

o Inocular entre 0.1 a 0.2 ml de la muestra previamente homogeneizada.
sobre la caja de petri con el respectivo medio de cultivo .
e Esterilizar la espatula de vidrio, introduciéndola en alcohol y luego pasarla

por la llama.
e Enfriar la espatula paséndola por la tapa de la caja de petri.

. Paéar‘suavemente la espatula sobre la muestra.

« Observar que quede completamente absorbida sobre la superficie del

medio de cultivo (figura 6.10)
+ Flamear de nuevo la espatula y descartarla.
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SUMERGIR LA VARILLA
EN ALCOHOL

FLAMEAR I.A VARILLA

~ Figura 6.10. Extendido de la muestra método por diseminacién.

Slembra en Profundldad

Esta tecmca se utlhza para aislar microorganismos procedentes de una

muestra de suelo ahmento agua entre otros; el alslamlento se puede hacer

dlrectamente de Ia muestra o por medio de Ias dllumones

- — . s e e

En esta tecnlca pnmero se adlcmna la muestra dentro de Ia caja de petri
vacia y luego se vierte el medio de cultivo fundido a una temperatura de
50°C, se mezcla cuidadosamente, con el fin homogeneizar bien la muestra.

(‘ ‘3__,: _Tomar1 midela muestra previamente preparada

. Adlcncnar auna caja de petri vacia, debidamente: marcada

» Mezclar 20 ml del medio de cultivo fundido. {55°C) o

e Hacer movnmaentos cnrculares con la dweccnon de las manecnllas del reloj,
’ devolver el mowmlento al contrarlo Hasta que el med|o sohdlf ique

. Incubar con las condiciones indicadas. (Flgura 6.11)

R
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EXTENDER SOBRE
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Figura 6.11. Siembra método en profdndidad.

Observacién de las Colonias Microbianas

Una coloma es una poblac:on de células mlcroblanas originada por una

,,,,,,,, — N e s e i

celula que ha f formado varias generaciones en un medlo de cultivo sélido.

b e VR b e TSR ——

Las diversas especies mlcroblanas forman colonias d:ferentes en tamano,

. forma y color dependiendo de las condiciones de medio de cultlvo Estas

caracteristicas, observadas a simple vista se tienen en cuenta para su
clasificacion.

Por lo genera! colonias formadas al interior del agar toman la forma lenticular,

o a7 e e A < e S SOON— et i

debido a la presaén que la coloma sufre dentro del medio, por lo tanto no se

Pr—

tiene en cuenta para su evaluacion.

CARACTERIZACION DE LA COLONIA
Las caracterlstlcas que se evaluan en las colonias que crecen separadas

unas de otras en la superf cie de medios de cultlvo son

a 10 mm. Cuando una colonia m:de menos ge 1mm_son denommadas
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*

Cromogénesis o Pigmentacién: Una de las caracteristicas mas notables

de los cultivos, se observan en algunas especies ‘productores de pigmentos,
que este, puede ser retenido dentro de las células de manera que la masa
celular se colorea, mientras qué en otras especies, el pigmentos es
excretado coloreandose el medio de cultivo. Se debe determinar si el color

es soluble o no en el medio.

Elevacién: La colonia pueden ser muy fina (aplanada) 0 gruesas (elevada)

cuando una colonia es elevada presenta dlferentes grados de convex1dad o

'promlnenc;la

Superf‘ cie: Ltsa rugosa mate, brillante.

e e ot £ 0

Borde: Los bordes de las colonias presentan diferentes tipos de acuerdo a la
especie a estudiar asi: Liso, ‘ondulado, dentado rizoide. ' .

Consistencia: Cremosa, viscosa, granulada.

e o -

Caracteristicas Opticas: Las hay opacas transparentes translucida

Desarrollo de un medio de cultivo liquido: Se observa el crecimiento

microbiano con base a la cantidad de desarrollo ya sea escaso, moderado o

abundante; distribucién del desarrollo en el caldo uniférmente distrfbui&fo

(turbiedad uniforme). Desarrollo confinado a la superf icie del caldo a través

e e e e« o T

de la formacién de pelicula membranosa o] llsa en superr cie, formacién de

T ————— .,

ﬂoculos amllos o} que acumule como s sedlmentos (Flgura 6 12.)

e PRI
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(a) (b) (c)

Figura 6.12. Desarrollo de colonias en medio liquido

(a) en superficie, (b) sedimentos, (c) en fléculos

Capacidad para emulsionarse: Algunas colonias pueden formar suspens:on

turbia uniforme; o suspension granular en agua, otras no se emulsionan.

La presencia o ausencia de olor se detecta comparando con los olores
conocidos; como olor nauseabundo, olor &cido, putrido o imperceptible entre

otros.

Desarrollo del medio de cultivo semisélido: Crecimiento a lo Jargo de la

linea de moculamén que puede ser llmntado a la zona de pncadura 0

extenderse mas allé de Ia plcadura (Frgura 6. 13)



' Manual de Microbiologia -~ - - Oiga Inés Montoya Campuzano

e
T
\ ;
P
i
B

S o

14c)
LTS P

(a) (b)
6.13.. Desarrollo de una colonia en un medio semisdélido
(a)inmovil,(b)mévil

Desarrollo del medio de cultivo sélido en bisel

En la figura 6.14, se observan las caracteristicas de crecimiento en un medio

de cultivo solido en bisel. .

T Ta TIOU

RN

ot

ESPARCIDO

Figura 6.14. Desarrollo de un cultivo en un medio sélido
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Actividades

Observar las caracteristicas de crecimiento en cada uno de los métodos de
siembra.

Cuél método de siembra en caja de petri considera mejor y por qué?

49
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PRACTICA 7
' RECUENTO DE MICROORGANISMOS

INTRODUCCION
" El nimero de microorganismos en una muestra (agua, suelo, aire, alimento entre
otros), es un pardmetro importante porque permite evaluar la calidad microbiana
de esta. Los métodos mas empleados son: Numero Mas Probable (N.M.P.),
Recuento en Placa, turbidimetria, Conteo Directo al microscopio, que tiene la
desventaja que incluye células muertas y vivas a no ser que se utilice una tincion

especial. i )

En esta practica, se tendran en cuenta dos métodos: el Método de Recuento en
Placa y el de Tubos Multiples de Fermentacién ( NMP).

‘OBJETIVOS
1. Practicar los diferentes métodos de recuento de microorganismos.
2. Detectar la presencia de coliformes y enterococos, utilizando la técnica del

Numero Mas Probable. (Tubos multiples de fermentacion).
RECUENTO EN PLACA
~ Este método esta basado en la relacnon ledrica de que a partir de una célula
bacteriana se ongma una coloma Se tomara una cantidad de muestra

representativa que seré diluida tantas veces como sea necesario, para obtener un
recuento de Unidades Formadores de Colonia (U.F.C) entre 30 y 300.
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" Se puede considerar este mélodo; mdirec!o debido a que una agrupacnén de

o s "T;':’ T e " -

' celulas puede dar ongen\a una colama Por lo anferior, el numero de colonias

i £ et o s e

comadas puede ser menof qu&el numero real de células individuales presentes o
algunas baclerias no son capaces de !ormar colonias visibles bajo las condiciones
empleadas en el procedimiemo \ormal debldo a dafos fisiolo gicos ocaslonados
por condiciones ambneniaies ina ecuadas, poca disponibilidad de nutrientes, o

‘ presencia de algunos iéxlcos,,emré otros.

MATERIALES Y METODOS

o Tubos de ensayo con 9 ml. de agua peptonada al 0.1% P/V para las diluciones.
o Cajas de pelri estériles vacias. _ ' '
¢ Cajas dc_a petri con Agar Plate Count (PC) o Agar Nutritivo.
s Pipelas eslériles de 1 1. | o
e Espatulas de Digrasky.
« Muestras por analizar.

—e Cuenta colonias.;”

PROCEDIMIENTO

-+ A cada dos estudiantes se les entregaran cuatro {ubos de ensayo, cada uno

con 9 mi. de agua peptonada al 0.1% PNV.  __
e Homogeneizar la muesira mezclandola cuidadosamente, invirtiendo varias

Vete’s el recipiente que la _conienga, a fin de tener uniformidad.
o Hacer diluciones 10 ' - 10 ? 10 ° dependiendo del origen de la muestra a
- analizar. | ~ "
o Tomar con una pipeta estéril, 1 ml. de la muestra y pasar al primer tubo (Tubo
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1) de ensayo con 9 ml. de agua peptonada al 0.1% P/V. (dilucién 10).

 Dejar escurrir la pipeta, sin que se ponga en contacto con el agua peptonada.

o Agitar, el tubo en vortex o normalmente.

o Inocular en la cajas de petri vacias asi:

»;%,\Método en Profundidad

e Llevar por separado 1 ml. de cada dilucién a la caja de petri

e Verter 20 ml. de agar Cuenta Gérmenes o Nutritivo Temperado a 45°C.

o Mezclar, con 4 movimientos circulares suaves en la direccién de las agujas

del reloj, y Luego en el sentido contrario para aislar bacterias presentes en

la muestra.

o Dejar enfriar el Agar hasta que solidifique

e Incubar las cajas‘invertidas a 37°C durante24-48 horas.

< Método en Superfcie

Inocular en las cajas de petri sobre la superficie del Agar asi:

e Tomar 0.2 ml. de cada una de las diluciones.

e Verter por separado sobre el agar eh cada caja de petri, respectivamente.

o Esparcir con la espatula, por toda el area de la caja, con movimientos

~circulares, hasta que se agote la muestra.

° lhcubar las cajas; invertidas a 37°C durante24-48 horas.

Nota: La espatula se esteriliza pasando por alcohol absoluto y flameandola. Se

enfria y se utiliza
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’1e agua peptonada al 0.1% P/V. (dilucion 10).
~sm que se ponga en contacto con el agua peptonada
o norma!mente
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151 mt 184 mid 104 ml 121 mi
w“”"”"‘“"%\\ =

| Fig‘ura 7.1. Recuento de microorganismos (método de las diluciones)

El NMP se llama el método de los Tubos Multiples de Fermentacién, porque se
aprema la capamdad que tiene el microorganismo de fermentar un carbohidrato.

e SV

e T

Se considera que la prueba es _positiva cuando la bacteria fermenta el carbohidrato
de estudio produciendo gas o turbidez.

| Esté*método se basa eh las leyes de probabilidades, obteniéndose estirﬁacién del

nimero de bacterias en una muestra que se expresa como el NUmero Mas
Probable (NMP).
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Se puede estimar el NMP de diferentes especies de microorganismos como
Coliformes Totales y E. coli, Enterococos, Pseudomonas, Clostridium entre otros,
"cambiando solamente los medios de cultivos. Asi, con caldo Lauril Sulfato, Caldo
) Brila, Caldo Lactosado se determinan los Coliformes y E. coli, el caldo cetrimide se

5 usa para Pseudomonas; Clostridium en el caldo SPS y los enterococos en los

" caldos: Glucosa azida y Purpura de Bromocresol azida.

El NMP de coliformes y E. coli, ha sido el método mas utilizado en andlisis
microbioldgicos de rutina en alimentos y agua. Para su deferminacién existen dos
métodos el clasico y el rapido. El método clasico se realiza en cuatro fases
diferenfes; Presuntiva, Confirmativa, Completa y el Test de Mackenzie, para dar el
resultado se demora de 3 a 5 dias. En cambio, en el método rapido se hace en
una fase y se observan los resultados a las 24 horas.

El Método Clasico
La Prueba Presuntiva consiste en recuperar los microorganismos, inoculédndolos

en un caldo lactosado, que se caracteriza por ser un medio de enriquecimiento.

Con la Prueba Confirmativa se ratifica la presencia de los Coliformes, se inoculan
los tubos positivos de la prueba presuntiva en un medio de cultivo selectivo Caldo
Lactosado Verde Bilis Brillante (BRILA) . En la Prueba Completa se dtferenc:la las

colonias de cohformes totales cuando se inoculan en un medio de cultlvo o
diferencial como es el Agar EMB (Eosina Azul de Metileno). En el Test de

Mackénzie se diferencian los Coliformes Totales y E. coli utilizando en un medio
de cultivo diferencial como es el caldo Eijkman que contiene Léctosa y Triptofano,
incubados a una temperatura de 44.5 °C; los Coliformes Totales aunque
fermentan la Lactosa y producen Indol no lo pueden hacer a esa temperatura, en
cambio la E. cofi si lo hace. |
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Materiales

e 9O tubos de Caldo Lactosado distribuidos asi: 3 Tubos con 10 ml de Caldo

~ Lactosado con doble concentracion. 6 tubos con 9 ml. de Caldo Lactosado de
concentracion sencilla.:

e -Campanas de Durham

e Tubos con Caldo Brilla ' | .

e Tubos con Caldo Eijkman A \,';\‘ )

e Pipetas de 10ml. 5ml. 1ml. ' }

e Cajas de petri con Agar EMB ’

e Asas |

. Mecheros

. Eaﬁue!os desechables

e Muestra analizar

Procedimiento

Prueba Presuntiva: Se hace con nueve (9) tubos con Caldo Lactosado, mas
campan}é de Durham introducida en el tubo en forma invertida, dispuestos asi:
e 3 ,tu‘bos con 10 ml. con Caldo Lactosado de doble concentracion.

e 6 tubos con 9 ml. con Caldo Lactosado de la preparacién inicial

¢ Preparar el homogeneizado de la muestra.

e Tomar 10 ml. de la muestra ml.

. Depoéitar en cada uno de los tubos que contiene 10 ml. del medio de cultivo.

e Tomar 3 mil. de la muestra y depositar de a 1 ml. en cada uno de los tubos que
 contiene 9 ml. del medio de cultivo.. ‘

e Tomar 0.3 ml de la muestra e inocular de a 0.1 ml. a cada uno de los tubos

restantes, con 9 ml. del medio de cultivo '
. 'Agitar suavemente los tubos para asegurar una buena homogeneizacién dela

muestra con el medio de cultivo.
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"o Incubar a 37 °C. durante 24 — 48 horas.

e Leer alas 24 horas, los tubos cuidadosamente. -

» Reportar como positivo cada tubo que presente gas en la Campana de Durham
e Reincubar por otras 24 horas si no hay produccién de gas. '
e Examinar de nuevo para observar presencia dé gas.

+ Remitir directamente a la prueba confirmativa todo tubo positivo. . _

e Descartar los tubos, si después de las 48 horas siguen siendo negativos. . -

o Réportar la prueba presuntiva como negativa. P |

Prueba Confirmativa: Se realiza esta prueba a todos los tubos posutrvos en Ia

prueba presuntiva.

¢ Tomar un ml. de cada uno de los tubos positivos con Caldo Lactosado, por
separado inocular en cada uno de los respectivos tubos con 9 ml. de Brilla.

e Incubar a 37 °C. durante 24 — 48 horas.

e Observar en los tubos con Caldo Brilla la produccién de gas en la campana de
Durham.

o Registrar como tubos positivos, los que presenten gas en la campana de
Durham. Con estos tubos positivos se busca el nimero de Coliformes Totales
en la tabla del NMP.

Prueba Completa: Se realiza esta prueba a todos los tubos que dieron positivos
en la prueba completa ,
e Tomar una caja de petri con Agar EMB y divida la base de |a caja en 5 66
partes, con lapiz vidriograff, segun los tubos positivos que hayan dado. |
» Marcar en cada parte con el tubo respectivo. .
¢ Inocular por método clasico cada tubo positivo en la parte correspondiente.
e Incubar a 37°C durante 24 —- 48 horas. ‘
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e Observar la formacién de colonias tipicas de coliformes, que son de color verde
brillante.

~ Testde Mackenzy

-« Tomar con un asa la colonia representativa de la caja de petri con Agar EMB.

« " Inocular en un tubo con Caldo Eijkman.

e Incubar a 44.5 °C. durante 24-48 horas.
-e- Observar a cada tubo con Caldo Eijkman produccion de gas.
' Adicionar 5 gotas de Reactivo de Kovac's

¢ Observar aquellos tubos con produccion de gas y anillo rojo (indol positivo)

« Se confirma que en la muestra hay E. coli.

ElI NMP de Enterococos se realiza en dos fases: en la primera se utilizan 9 tubos
con Caldo Glucosa Azida distribuidos de la siguiente manera : '
3 tubos con 10 ml. de Caldo Glucosa Azida de doble concentracion.

6 tubos con 9 ml. de Caldo Glucosa Azida de concentracién sencilla. |

Se procede a inocular la muestra de igual manera que en el NMP de Coliformes,
se incuba a 37 °C durante 24 a 48 horas.

Los tubos que presentan turbidez. se inoculan de a 1 ml. en caldo purpura
Bromocresol se incuba a 37 °C. durante 24 a 48 horas, los Enterococos se

- detectan cuando hay un cambio de color de purpura a amarilio en los tubo.

Para los resultados proceder a mirar en la tabla del NMP.

57



Manual de Microbiologia .

Método Rapido

Es un método en el que se utiliza el medio.de Cultivo LMX que contiene una alta
calidad alimenticia y un tampon fosfato, el cual garantiza un crecimiento rapido de
coliformes y el Lauril Sulfato que inhibe la presencia de bacterias Gram Positivas
Este medio facilita la identificacion simultanea de Coliformes Totales y E. coli

Olga Inés Montoya Campuzano )

Figura 7.3. Resultados en la prueba NMP

1] 9Imi 1] 9mi

Figura 7.2. Nimero Mas Probable
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_esto es posible porque el medio presenta dos sustratos: Un sustrato cromogénico

5-bromo-4cloro-3-indolil-B-D galactopirandsido ( X-GAL) y el sustrato fluorogénico
4- metilumbeliferil-B-D glucuronido (MUG). El XGAL reacciona especificamente
con la enzima R —Galactosidasa dando un color verdeazul, esta enzima se
encuentra tanto en Coliformes Totales como en E. cofi. EI MUG reacciona con la
enzima B- D-Glucoronidasa, dando un compuesto fluorescente a la luz ultravioleta
de 360&nm; esta enzima solo esta presente en la E.coli El medio de cultivo

‘también tiene incluido. triptéfano, sustrato que utiliza el microorganismo para

producir indol.

Materiales ‘

¢ 9 Tubos con 10 ml. de Caldo LMX

e Reactivo de Kovac's

e Lampara de Luz Ultravioleta 360 nm
¢ - Pipetas 1. ml.

. Papel desechable

¢ Cinta de enmascar

e Mechero

* Muestra analizar.

PROCEDIMIENTO

¢ Preparar las diluciones 10" -10? - 10 de la muestra a analizar.

e - Pipetear 1ml de la dilucién 10", inocular a los tres primeros tubos con Caldo
- LMX.

o Pipetear 1 ml de la dilucién 10? , inocular en 3 tubos que contienen el Caldo

Fluorocult LMX.
e Pipetear 1 ml de la dilucién 10, inocular en los 3 tubos restantes:con el Caldo
Fluorocult LMX. ~ * ‘
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e - Homogeneizar cada tubo 10 veces.

e Incubar a 37 °C. durante 24 horas.”

e Observar.en los tubos con Caldo LMX cambio de color-de amarillo a verde
azul, son considerados positivos para Coliformes Totales. \

e Tomar los tubos positivos para Coliformes Totales.

.« - Revelar en cuarto oscuro con la lampara de luz ultravioleta.

e Observar fluorescencia. A estos tubos positivos

' Agregar 0.2 ml del reactivo de Kovacs, agitar suavemente.

e Observar la aparicion de un anillo de color rojo en la superficie de la capa
alcohdlica. Positivo para Indol.

NOTA: Considerar como E. colii ‘ , .
Tubos de color verde — azul ,presencia de fluorescencia y anillo de color rojo.

Anotar el nimero de tubos confirmados como positivo de organismos coliformes
totales por dilucién. Ejemplo:

De la dilucién 10" contamos 3 tubos (+)

De la dilucién 10° contamos 2 tubos (+)

De la dilucién 10° contamos 1 tubos (+)

En la tabla del NMP, ubicamos el resultado obtenido 3-2-1 y obtenemos el
~ resultado de 150 Coliformes Totales /gr. O ml. o

De esta manera en 24 horas confirmamos E. coli por el color verde, fluorescencia
e indol positivo y Coliformes Totales por el color verde.

Actividades

Anotar el Nﬂrﬁero Mas Probable de coliformes fecales y E. coli por dilucién.
Buscar en la tabla del NMP anotar el resultado correspondiente.
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Tabla 1. Numero Mas Probable.
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Combinacion de 3 Tubos por dilucién
positivas
95% de confiabilidad (limites)
ANMP en 100 ml Bajo Alto
v/ 0-0-0 <3 0 0
//,0-0-1 <3 0.5 9
/010 3 0.5 13
7/ 0-2-0 3 0.5 13
7/ 1-0-0 4 0.5 20
/0 1-0-1 7 1 21
1-1-0 7 1 23
1-1-1 11 3 36
1-2-0 11 3 36
2-0-0 g- 1 36
2-0-1 14 3 - 37
2-1-0 15 -3 44
2-1-1 20 7 89
2-2-0 21 4 47
+ 2-2-1 28 10 150
2-3-0 28 10 150
3-0-0 23 4 120
1. 3-0-1 39 7 130
302 64 15 380
3-1-0 - 43 7 210
3-1-1 75 14 230
3-1-2 120 30 380
3-2-0 93 15 380
3-2-1 150 30 440
3222 210 35 470
- 3-3-0 240 36 1300
3-3-1 460 71 2400
3-3-2 v 1100 150 4800
- 3-3-3 >2400 150 . 4800
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- " PRACTICA 8
ESTUDIO DE LAS CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS
DE LOS MICROORGANISMOS

INTRODUCCION

El estudio de las caracteristicas bioquimicas de los microorganismos
constituye un aspecto importante para la clasificacion microbiana. Su

fundamento radica en la dotat:(én enzimatica bacterlana visualizada a través
—udin rerila B i T LT S e cldlld, viskidladld e Teves

de la accién de las rmsmas sobre determmados sustratos con agentes

(_eveladores.

~Para observar las reacciones bioquimicas se utilizan diferentes agentes

reveladores que permiten visualizarlas A los medios de cultivo se adicionan z

indicadores de pH, sales de hlerro ammoac:ldos azufrados entre otros. -
Ingicadores de-pH S azulie

e o 1ttt e g

OBJETIVOS

Identificar diversos géneros bacterianos de la familia Enterobacteriaceae,

obsérV_ari'do reacciones bidqufmi,cas en diferentes medios de cultivo.

Detectar la presencia de algunas enzimas bacterianas a;’través de la
reacciones bioquimicas. ' |

" MATERIALES - A
- Cultivos bacterianos puros
o Medios de Cultivo: |
e Tubos: con caldo glucosado, lactosado, sacarosado.
Tubos con agar. SIM, Citrato, Urea, Kligler (KIA) o Triple Azlicar Hierro
(TSI), gelatina, Nitrato Movilidad.
e Cajas de petri con agar: alfnidén, sangre, caseina
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‘ LAS CARACTERISTICAS BiOQUlMICAS
i)E LOS MlCROORGANISMOS
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- Cajasdepetri . , B .
REACTIVOS ‘

,1“ .

.. Barnt a naftol 5%-hxdréx1do de potasio 40%

" e Rojo de Metilo

o Peroxido de Hidrégeno .

¢ Plasma de conejo -

Fermentacién de Carbohldratos o

Los diferentes Grupos de microorganismos aeréblcos y anaerobios varian
;on&derablemente en su capacidad para desdoblar los carbohidratos,
producigndo acidos y gas, solo acido pero no gaé, o ni &cido ni gas. ‘

La observacién de la respuesta bioquimica, se logra gracias a la formacién
de burbujas, dentro del agar o a los cambios de coloracién producidos a la
variacion del pH, debido a un indicador presente en el medio de cultivo.

(Cada grupo de microorganismos posee alta especificidad por el sustrato que

desdobla. Un grupo de microorganismos puede fermentar un azdcar y no un

~ isdmero de él, que difiere s6lo en la agrupacion de los atomos de Hy de los
- grupos OH alrededor de los atormos de C. C

Las bactenas presentan cinco tipos @Ctpales de fermentacnén las cuales

dependen de Ios productos formados, asn fennentacnén etanolxca deI 4cido

lactlco del acxdo propzomco del grupo cohformes y alcohol butilico.

o o e gt i s

Para observar la fermentamon del grupo cohformes se utmza el medlo de

e s e s o+ i e e

cultivo Voges Proskauer

e S,

Q.)\
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Rojo de metilo / Voges Proskauer.(VP/RM) \ g

Estas dos pruebas se realizan juntas en el mismo medio _d_ewpultlvo que
ng’g;‘gz_ggmgggfggﬁgﬁ_ y glucosa en una concentracion no mayor a 0.5%plv,
porque una cantidad-mayor puede interferir en la observacién de la reaccion.

En ambas pruebas, los mlcroorganlsmos fermentan Ia glucosa pero vana

una de otra en la forma en que Io hacen basado en la presencia de las

enzimas relamonadas en el metabohsmo del 4cido pirtvico..

“La prueba de Ro;o de Metnlo, utiliza como mdacador de pH el FOJO de metilo,

et 4 s S e s AR T e e,

§§\_§g[)§§_tg_§r_1 una gran cantidad de &cidos mixtos, como gcrdo lactico,

succinico y férmico.

Los organlsmos que producen estos acidos en concentraciones altas de

,hldrogemones de manera estable cuando son incubados bajo condiciones
6ptimas de cultivo a 37°C/5 dias y al hacerlo bajan el pH hasta/4.4] son Rojo
de Metllo Positivo. Los organismos  Rojo de Metilo Negativo, también

[ S— i e

producen estos acidos, pero finalmente se obtiene una concentracmn menor

de hidrogeniones, debido a que ellos contintan degradando -los acidos

pMendo carbonatos _y -anhidrido carbomco las protemas las - degradan

formando compuestos de amonio y sumultaneamente smtehzan acetoma ay

e s b 3 s g

- 2.3 butanodiol. Todos estos productos de la fermentacuon contnbuyen aque

e e g o —

el pH suba casi hasta la neutrahdad por lo tanto cesa la produccion de
h:drogemones y aumenta | la concentrac:on 002 Esta prum detecta a las

e e e

que sintetizan acetoma son Voges Proskauer Positivo.
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PROCEDIMIENTO
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‘Proskauer.(VPIRM)

;'ealiza‘n juntas en el mismo medio de  cultivo, que
COosa en una concentracién no mayor a 0.5%plv,
/or puede interferir en la observacion de la reaccién.

mlcroorgamsmos fermentan la glucosa _pero vana

1 en que o hacen basado en la presenma de las

} g e e i e

gel metabolismo del cido pirtivico.
\
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S

\ de pH el FOJO de metilo,
acion de hidrogeniones

‘osa, porque al hacerlo
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e Observar la presencia de color de tono naranja a rojo.:

_ intraciones altas de
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PROCEDIMIENTO

. |nocular eI mlcroorgamsmo en 10 ml de caldo Voges Proskauer.

K Incubar a 37C /24—48 horas

¢ Leer alas 48 horas la prueba de la acetoma (Voges Proskauer).
¢ Tomar 5 ml. de cultivo microbiano.

e Adicionar a un tubo de ensayo estéril.

e Mezclar 0.3 mi. del reactivo de Barrit. -

o Observar a los 2 minutos la aparicién de un color rojo.
¢ Incubar nuevamente el medio de cultivo a 37 C /120 horas.
e Adicionar 3 gotas de reactivo rojo de metilo.

e

Estos med:os_ de cultivo son diferenciales, permiten comprobar la capacndad

. S g . . i,
Agar hierrro de Kliger (KIA)- triple azacar hierro (TJSI) ‘

del microorganismo_para desdoblar un carbohidrato especifico en la

oonoentracién indicada, tglucosa 0.1% plv, sacarosa 1% pl/v o lactosa1% p/v§
observandose finalmente cambio de color de r de rojo a amarillo, debido a la V

~medios se diferencian ‘entre si porque en el TSI estanwplg_s:g_q’ge los tres

carbohidratos y el KIA solo conttene > glucosa y. lactosa

lgualmente/con esta pmeba es posible determinar produccién de &cido]

_sulfidrico cuando el microorganismo desdobla el tiosulfato de sodio para
_ reaccionar con las sales de citrato férrico de amonio produciendo una

coloracién negra.
interpretacion de resultados.

K/K : No hay desdoblamiento de ningln carbohidrato, no hay produccion de
acido sulfidrico.
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K/A . Desdoblamiento de glucosa pero no de lactosa, no hay produccién de
- Gas. . |

K/A™ Desdoblamlento de glucosa pero no de lactosa y produccxon de gas

A/A Desdoblamlento de glucosa y lactosa. '

H2S: Produccron de acido sulfidrico.

Nota: Todas las Enterobacterias desdoblan la Glucosa, sélo las del grupo

Coliforme desdoblan glucosa y lactosa

Lisina Descarboxilasa (LIA)

Esta enzima es del tipo adaptativa o inducida porque necesita de la

~ presencia del sustrato lisina para poder ¢ sintetizarse pero el medio debe estar
acido para que la_ enzima pueda actuar sobre el grupo carboxnlo
__carboxiio,

T " R -

trasformandolo en cadaverina (amma) + COz Estos prpc_luctosgjggllmzan el

. medio.
La cadaverina es estable en condiciones anaerobias y se produce en

presencna de una coenzima el fosfato de piridoxal. Este proceso es
meversnble pero no oxidativo.

Para esta prueba, se utiliza tubos con medio de cultivo Lisina - Hierro con
purpura de bromocresol como indicador de pH,.en forma de bisel. Cuando la

N

enzima actua sobre el sustrato se observa un color violeta en el medio de
cultivo. © o | | o

Los tubos posmvos deben dar K/IK + H,S: descarboxnlo lalisina'y prOdeO
acido sulfidrico, o KIK ‘
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Utilizacién del Citrato de Sodio (=
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E;luccsa pero no de lactosa, no hay produccién de
gluéosa pero no de lactosa y produccién de gas.
‘%;;Iucos\a y lactosa. | |
gs‘ulfl’drico.

las del grupo

yJdKg esita_de Ia
Q‘_\j 0 debe estar

Jando la
o de
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Utilizacién del Citrato de Sodio - | .
Algunos microorganismos heterotroficos, pueden crecer y multiplicarse en un’

_medio inorganico, que contiene Citrato de Sodio como Unica fuente de

Carbono y mediante la enzima Citritasa, pueden ‘desdoblar la fuente y asi
ingresar al Ciclo de Kreb's.

El Citrato dé Simon’s es un medio de color verde, cuyo indicador de pH es el

_.azul de bromotimol que permite evaluar, cuando la bacteria utiliza el citrato,

tornandose el medio de color azul intenso.

La prueba es positiva cuando se observa en el tubo de ensayo el fondo verdeq

-y enel bisel azul Prusia, o solamente cuando el microorganismo crece: J

Producci6n de Indol - Acido Sulfarico y Movilidad 7 (

El Agar SIM, proporciona fuentes necesaria para determinar la capacidad. de_*

un microorganismos para producir Indol y Acido Sulfhidrico. Adicionalmente,

~_permite evaluar si la bacteria es movil o no. -

Produccién dg Inddl: - Los microorganismos producen Indol a partir de la'}
oxidacién del triptdfano por la accién de la enzima triptofanasa; lo cual puede ;
ser detectado agregando 0.5 ml del reactivo de Kovac's al medio donde
crecen las bacterias. La funcion del reactivo es reaccionar con el Indol y

producir un anillo rojo en la superficie del agar .

Produccién de 4&cido sulfidrico (sulfuro de hidrégeno). algunos
microorganismos _pueden _desdoblar los amino4cidos _azufrados como

cisteina, cistina y metionina, liberando sulfuro de hidrégeno que es el
producto mas reducido del azufre.
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Para observar la produccion del gas H.S el medio debe contener.sales de

. metales. pesados como Hierro, Niquel,: Cobalto, Bismuto o ‘Plomo;, gue al

. reaccionar con éﬁte forman un precipitado negro

Hi6

Movilidad: se observa por la aparicion de un velo blanco difuso alrededor de -

B e

la linea de inoculacién. Cuando la bacteria es productora de HS, se dificulta

la lectura de la movnlldad por lo tanto, se recomienda sembrar en un agar
blando. . - ‘

Reduccién de los Nitratos (G

-La reduccién de nitratos incluye a todos los procesos en | los que el Nitrato. se

Leggggyg_rutnto,_y en algunos casos puede llegar hasta NIEQQW.
La mayoria de las bacterias aerobias facultativas reducen nitratos en forma

- anaerobica.

Para esta prueba se recomienda un medio:semisélido como el agar nitrato

que contenga entre 0. 2 y 0.4% de agar-agar, el cual favorece la reproducmén

del mxcroorgamsmo permlte la movilidad bacteriana, dlfunde raptdamente ios

i i et e £ . bt s ity et e

'nutnentes y _productos de desecho ~aumentando las ac:tlwdades reductoras

‘ de un organismo. La prueba es positiva cuando al adicionar el reactivo de

.Gness se forma un anillo rojo en la superficie del medlo

Descomposicién de la Urea 4 ‘

La :Ur_ea es una carbamida del acido carbdnico que es hidrolizada por la
e‘n'zim‘a ureasa. El medio de cultivo urea contiene como indicador de pH el
Ro;‘q de Metilo, su cambio de color de rosa palido a fucsia permite observar si
la reaccion es positiva.
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| La gelatina es una proteina obtenida por la hidr
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~ Licuefaccién de la Gelatina - \
La gelatina es una proteina obtenidapor la hidrélisis del Colageno presente |-
en los tendones y cartﬂagos - Cuando se disuelve en agua“puede ser'

gelatl_nasa dando lugar a su licuefaccion.

Para una mejor observacion, se emplean medios de cultivo que no sean ricos
en Carbohidratos‘ fermentables, porque estos inhiben la accién de -la

superficie del agary la formacién de un halo blanco alrededor del crecimiento
‘bacteriano, mdlca que la prueba es posmva ‘ S

Para ra evitar utilizar el reactivo anterior, dada su toxicidad, la pru“eba se . reahza

P s e

directamente en_tubo de ensayo el_cual contiene_12%_de gelatlna_ Ia

rev:erte aun, cuando el medio permanezca refrigerado a 4°C durante por lo

menos 3 horas.

Hldréhsns de la Casc::ina;’M _ A y

| La casema esuna. fosfoprotema const:tuyente pnnmpal de la leche. Algunos
microorganismos.son capaces de hidrolizarla mediante la caseinasa (enzima
extracelular), convirtiéndola mediante el proceso de peptonizacién en un
compuesto soluble. Utilizando el Agar Leche y la adicién del acido acético al -
3%, se visualiza la formacién de un halo alrededor de la .colonia, si la
reaccion es positiva.
: ~ | e
Hidrlisis del Almidén ™ cdudsro v

El. almidén, es un . polisacérido de origen vegetal que algunos

s

PRV ————————

microorganismos hidrolizan por-medio de una_enzima ¢ extracelular llamada

i i e
ESTE R CRe—S S S - A

Amilasa (diatasa). - La amnlasa desdobla el almidén hasta formar Maltosa
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soluble, la cual puede penetrar al interior de la célula,-donde es utilizada

.como fuente de carbono para el proceso respuratorlo El revelador empleado

e et b e g—

st it

S e

color oscuro. Sl alrededor de la colonla se forma un halo no coloreado se
2olor_ Oscuro. i alrededor ¢

e e o e

consn/dera la prueba posnwa

N e e et s gy e b, SRR

‘Hemélisis de La Séngre .
Se utiliza el Agar Sangre para observar como algunos microorganismos

s it e

patdgenos producen hemollsmas extracelulares que tlenen la propiedad de

destruir la_hemoglobina y producir_el dafio de Wjos La

formacién de un halo transparente alrededor de la coioma indica la hemdlisis

et o e

a de la cadena L3 de la hemogloblna y la aparlcuon de un halo transparente

v\{grg:igspﬁhgmglm@.lws B de la cadena B de la hemoglobina. Dada ésta cualidad,

los microorganismos pueden clasificarse como o o B hemoliticos. Se

B I ————

denominan & hemohtlcos aquellos que no producen hemélisis.
<l LAl oSS,

Prueba de la Coagulasa |

Existen microorganismos patdgenos, como el Staphylococcus aureus que
sintetizan la enzima coagulasa, induciendo la coagulacién del plasma. -Para
esta 'prueba, se emplea plasma desfibrinado de conejo o de humanos, a los

cuales se le ha adicionado]citrato dé sodio|como anticoagulante.

Et microorganismo a evaluar debe cultivarse primero en Caldo Cerebro

gt T T T o e T e

Corazén y después debe mocularse en el plasma a 37°C en bafio Maria. La

T Al A e A e e i st — e A B Ay,

lectura se hace durante un tlempo que no exceda las 8 horas. La formac;on

de coagulo, | mdxca prueba posmva

La prueba de la coagulasa puede hacerse en un tubo de ensayo que
contenga 0.5nil de plasma, al cual se le adiciona 0.5 m! del cultivo en Caldo
Cerebro Corazén (BHI). Si la prueba se realiza enportaobjetos, se debe

70
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agregar una gota de plasma sobre un indculo p
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[P

Petrar al interior de la célula, donde es utilizada
1ra el proceso resplratono El revelador empleado

A p e
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agregar una gota de plasma sobre un inéculo proveniente de Caldo Cerébro&

Corazoén. :

Pruebade la Catglasa; ! L

La Catalasa, es una hemoproteina que al desdoblar el peroxido de hidrogeno J

u oxidar los substratos secundarios retiene su estado oxidado. El peréxido de

hidrégeno no es un producto" final de la descomposicién oxidativa de los
. carbohidratos, al no desdoblarse se acumula es toxico y provoca la muerte

bacteriana. Esta enzlma esta presente en la mayoria de las bacterias
aerébicas y anaerobias facultativas, que presenten el[sistema dlmtocromoj

Procedimiento
e Tomar una colonia con el asa estéril.

.» Depositarla en el centro de un porta objetos limpio.

e Adicionar una gota de peroxido de hidrogeno al 30%.
» Observar produccion de burbuija.

-Prueba De La Oxidasa

Esta enzima se produce por la presencna de un snstema crtocromo—oxxdasal El

cual es importante en la respiracion aerobxca . porque act:va la ox;dacm dei
citocromo-oxidasa reducido por el oxigeno molecular, el que a su vez actua
como aceptor de electrones en la etapa terminal del sistema de transferencia

de electrones.

La presenma de esta ‘enzima en los mlcroorgamsmos los clasifica en

" aerobios y anaeroblos facultativos al mismo tlempo porque son capaces de

desarrollarse en presencra de omgeno y srntetlzar la Catalasa. En camblo, los
mlcroorgamsmos anaerobios oblsgados no se desarronan en presencxa de

71
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)oxl’geno atmosférico, porque carecen del sistema citocromo y de la actividad
oxidasa L
Esta prueba se reallza ut|I|zando una var|IIa que contiene N, N dlmetll 1,4-

—————. e

fenlldlamlnocloruro 1-nafto| actua asi:

T T g i e e 5 18

'Enzima oxidasa+oxigeno atmosférico + citocromo +reactivo oxidasa; al
_oxidar el reactivo produce un compuesto coloreado, el indofenol, el cual
red, & o, o e

e e e e e e e

actua a su vez como aceptor y dador de electrones.

o e o e e, — S i 9 et

'PROCEDIMIENTO GENERAL DE LA SERIE BIOQUIMICA

Con un solo inoculo se debe sembrar cada uno de los medios de cultivo a
evaluar. '

En los tubos con caldo, se introduce el asa y se agita en su interior para
descargar el inoculo. '

o Esterilizar la aguja de inoculaciéon y tocar el corazén de la colonia de la

muestra para analizar. (Figura 8.1)

e Inocular en el{Agar KIA o TSI} introduciendo la aguja hasta el fondo y

Iuego sacandola haciendo una estrla en zig zag en la superr cie del Agar
inclinado. -

. Inocular'el Agar Cmaﬁs haciendo zig zag en el bisel.

e Inocular el tubo con Agar“Nltratg por picadura hasta la mitad.
e .- Inocular el tubo con|Agar Urea,{ por puncién hasta el fondo: Siembre en
zig zag en el bisel o pico de flauta. - "

e et e S o 1

e Inocular el tubo con{Caldo Voges ﬁroskauerxlavando el asa (Figura 8.2)
. En las cajas con JAEaTalmldoﬁ‘y"éanEaj se hacen Imeas cortas en cada
_ Agar aimidon y san.
uno de los cuadrantes (Flgura 8. 3)

o En eI tubo con agar gelatina mocular la muestra para anallzar con e|

asa(Flgura 8. 4)
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(a)

” Figura 8.4. Prueba de la gelatinasa

Actividades

“Reportar en una tabla los resultados obtenidos de su cepa con céda unade

“las. pruebas blcqulmucas

" Buscar sus resultados en la tabla de caractenstlcas bioquimicas.

Yag
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Identificar el género del microorganismo de estudi

Tabla. Diferenciacién de Enterobacteriacea8|

KA [UA [C8. ——=n—
TEColil || ~y A cole
Shigellia___| | O LS
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PRACTICA 10
- ESTUDIO DE HONGOS

INTRODUCCION

Los hongos no poseen clorofila, adquieren su energia de los compuestos

organicos que estan en el suelo y en el agua. El alimento lo pueden obtener

de los materiales muertos (sapréfitos) o se nutren como parasitos de

- huéspedes vivos. Por eso consideran heterétrofos.

Son descomponedores de la madera, las hojas y otros restos vegetales,
formando el humus que enriquece el suelo y sintetizando el diéxido de
carbono que vuelve a la atmdsfera, para ser aprovechado por las plantas.

Los hongos, se utilizan industriaimente en la fermentacion para producir
4cidos, alcoholes y otros compuestos; como también en la sintesis de

algunos antibiéticos.
Ademas, los hongos deterioran productos textileros, cuerdas, aislamientos

eléctricos e ‘infinidad de articulos’ comerciales e industriales. Pueden ser

benéficos o patdgenos.

OBJETIVOS

Identificar las estructuras reproductoras y vegetativas de algunos hongos..

Adquirir habilidad en el microcultivo de hongos.

. Distinguir entre hongos y levaduras.

Observar al microscopio placas preparadas de hongos y levaduras.
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MATERIALES

Cajas de petri con Agar selectivo para hongos{OGY-Sabouraud)
Cubreobjetos y portaobjetos
Papel filtro
Puente de vidrio
Estilete
Glicerina al 20% estéril
Azul de A!godén ( Lactofenol )
, Lugol ' '
Cepas de Saccharomybes, Rhizopus, Penicillium y Aspergilius.

PROCEDIMIENTO

Prepafacién de un Microcultivo

Colocar en una caja de petri un pedazo de papel de filtro,} untado de
 glicerina.

Colocar sobre el bapel un puente de vidrio en forma de U.
Colocar un portaobjetos y encima un pedazo de Agar Sabouraud de

- 1x1cm. Luego colocar el cubreobjeto.

Proceder a tomar varias veces una muestra det hongo con estilete de otra
caja de petri o de un alimento.

Inocular varias veces en el Agar.

Envolver la caja con papel Kraft. ./

Incubar durante ocho dias a temperatura ambiente y a oscuras.

Hacer observaciones diarias. (Figura 10.1.) ‘
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i Agar selectivo para hohgos(OGY-Sabouraud)

l

rtaobjetos
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Figura 10.1. Pasos para realizar el microcultivo de un hongo.
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