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INTRODUCCI6N 

EI Manual de Microbiologfa General fue elaborado con el objetivo de 

proporcionarle al estudiante de Zootecnia de la Universidad Nacional, las 

tacnicas basicas en microbiologia, de interas para aquellos cursos que 10 

requieren. 

EI estudiante trabajara con los microorganismos (patogenos y no patogenos 

de importancia, en las areas de asistencia tacnica que Ie corresponde prestar 

como: calidad de agua, de alimentos, de Semen entre otras. 

PLAN DE TRABAJO 

1 . 	 Las pruebas se trabajaran en grupos de dos 0 cuatros estudiantes 

dependiendo de los objetivos de la practica. 

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

los responsables. 

3. 	 Antes de empezar cada practica, se realizara una prueba corta 

relacionada con la practica anterior y con la que se va a efectuar. 

4. 	 AI iniciar una sesion practica, se hara una demostracion 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 teorico. 

7. 	 . EI estudiante trabajara con los microorganismos patogenos y no 

patogenos de importancia, en la areas de asistencia tacnica, Que Ie 

7 
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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 0 caucho~ 

3. Lavar las manos con agua, jabon y cepillo, antes y despues de cada 

practica. 

4. 	 No comer ni beber, ni fumar dentro del Laboratorio. 

S. 	 No tocar con la mano ninguna preparacion en fresco, ni derrames en 

el Laboratorio. Llamar al profesor para evitar infectarse. 

6. 	 No toser, ni hablar, ni relr, frente a un medio de cultivo destapado. 

7. 	 Flamear el [as~ antes y despues 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. 	 Oejar limpio y organizado su puesto de trabajo. 

12. 	 Colocar el material a descartar en el sitio " material de des echo" 

nombrado,' , I I 

I
PRECAUCIONES PARA EL USC DEL MICROSCOPIO 

I 
1. 	 Revisar bien el microscopio antes de usarlo. Sf encuen'tra alguna I 

anomalla, informe al profesor 0 reportelo enlaHoja Control. 

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

3. 	 Cuandoutilice aceitede inmersion, limpie el objetivo de·1 OOX con 

gasa y alcohol. 

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

IIIQculcwon; !nlroduwol\ en e\ 0191fll5l110 de \)11 VIfOS, VqC\)l1o., s~ro 0 "elleno, 

8 
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s. Oejar el microscopio con la platina ab~ 

con el de menor aumento que presente 

6. Colocar el plastico 0 forro de proteccion 

7. Guardar en el cajon con los lentes hacic 

~ 
cf,tl-~ 
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5. 	 Oejar el microscopio con la platina abajo y con el objetivo de 10X, 0 

con el de menor aumento que presente el microscopio, 

6: 	 Colocar el plastico 0 forro de proteccion. 

7. 	 Guardar en el cajon con los lentes hacia delante. 

\ 
-1.1', 

IMAGEN --;r-+~ 
INVERTlOA 

TORNILLO 
MA.CRO 

BASE 

ESPEJO BOMBILLO 

Figura O. Microscopio 6ptico y sus partes 
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. pRACTICA 1 

DISTRIBUCI6N DEMICROORGANISMOS EN AMBIENTES NATURALES. 

INTRODUCCI6N . 

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, ~~LI:',Qa~~~_~~_!~Ji~~~~~~.~r:'~e.J]QJI~ 

sido demostrada la presencia de los mismos, como en los volcanes en 
. . . '-.~ ~---'''---'-. '---'~--''''--~- .-.... ~ .. -~--.""--~---"-'-""'~~""--'~---""""-'~"--~''''---''''''''''''--'----

ebullicion. 

Por otro lado, haciendo parte' de la microbiota normal en el cuerpo de los 

seres vivos tambilm se encuentran microorganismos.. No obstante, §~gun,?s 

organos internos como el corazon,. los rinones,el ce~~t:>r.9L.geben estar 

exe~tos de mi~~o~~~~,~i;~p~;~to' que ~u pre~encia en ellos causaria 

enfermedad. 

Una de las maneras mas sencillas para demostrar, en el laboratorio, la 

~;isteQcia de g~lTl1E3nes en un, c!r!l_bl~~~-.Q~!~[~~~q9, es por !~'~~t~'dc;~~ 
siembra en medic's nutritivos--naturaLes~artifi~lale'~J 
, - ~ -, _.,- .,,-,.- --..,-.----~.- -.~" - --~-----'--- ---~--_.- ......-

Microbiota Nonnal de Algunas Partes del Cuerpo. 

De manera natural, en las mucosas de la boca y de la laringe:._f)~.~stabl~cef'1 


est;ptococos tipo ~:h~;Olitic~;-(St;~t;;;;cus Virid;~;)-, como tarpbien
-:...----------....-... -.....-- --.. - '.__...-- co . 

est:fimcoco aerobios y anaerobios, diplococos Gram negativo~ (Neisseria),

~'--- ...----.-...-~-.-.~ --_ ....... -- .-•._---­

difteroides'l. ocasionalmente lactobacilos, varias especies de Hafi!!!!-llphilus,-- --.-;--------~--

neumoco s, mycoplasmas y bacteriod~!. 
"-,------.---~~'. ---.... -.-~--

10 
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En el_IJ.~f!9!....~~~icio de la denticion· sa ~9(J 
~~-Eacteroides '1_bacilos !fu~1/l)t~~s; al 
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cambia y en los er..J("1'- ._,......._.._ 
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~_ I, -:r
/e~aduras. -, 
...._-- ' ci,tJ-~ 

:1 y 160. '5 
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----. ~J ....,-- •• --••--___ " ... : 

~_~tafilococos .. y ~ 
~9 _t;X_~ .. _ ....estan norma/ment 

---------.... ".-...--,---,'~--, I 

El intestino contiJi 
~............. , ...•. __._--- ~/' 
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eXisten. bacteriai 
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----.---.. , I )-. 

'!1icroQ[g_c:nis.!!"o~l : 
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~--'--'il ! 

I' 

f'OBJETIVOS 
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hacen part} 
Ii 

, 
: \JJS5. \t 
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}; : , ' 
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En el _I}I~!...., al inicio de Ja dent!~i<?!:!3_~___ ~yede~~ilcontrar esprrg~uet~s 

b· b 'd b' lJ,lfmu,p' hUso, I 'b .rdJ 
~maero las, acteroles y aCllosTushormes; aSI, como a Qunos VI nones 

" anaerobios. Posteriormente, con el cambio de alimentaci6n la microbiota 
• . \:,adertQG sllf,twanlosC/s p.12

cambia y en los adultosse puede encontrar regularmente actinomlcetos a -------"",-_.._,-- y'~~.-.----.---'---.~-------- .... .-­
nivel del tejido de las amigdalas, y en la cavidad oral se pueden encontrar 
le~~;Yuras. 	 -- ---._.-..-----.--, 

L~_~~r9.Qiot~9_!Lt{~~ lQ~~~ ...nasalesPLJ~ge cont~ner, c~ry~r:!~I?!I_9!~~!~S, 
estafilococos y estreptococos. Los bronquios y los alvaolos pulmonares 

~an~~r~ai-~~~~~.~~~;;-~~~_e._!!li~[Q~ml~rno.s~d';tQ~mo~~ad~ f;;~~cr~~;9Clfll$lnos? 

EI. intestino contiene gran numero. de microorganismos gue producen acido 

I~~ti~~'tal;-~~m~~~Pf~;-y-la~toba~to;~ E~-~i-cOIO~-;'I;-~;;I;; 
,.__.- ....-....... ....._-,.-_.. ,......... :--.. _ 	 ~'---'---'--'-...__•._._---_..;- ,­
existen_.J?~.9!~rias. anaerobias tales como ... bactergides, especialmente, 
,. -	 . -, '-, -"-~--'---'-----.-----.--...-:-~-. ,"- -- -- _.",,_._.... ,..---_....- ,,_.'- ,~--.*--~,---. 

Sacteriodes 'ragi/i, Sifidobacterium y Clostridium; tambian se encuen!rar'!. 
~ . ~ . --.---~. ,,-...~-.----.--.--

microorganismos facultativos como Coliformes, EnteroCocos, Pseudomonas, 
-.~ 	 -.'-___---.._-~ ____•____ .~ ___--'."-~--' _ . • r- •._I~"'-'_- • __~._._~_-....._,____,. 

Candidas otros. 

OBJETIVOS 

1. 	 Demostrar la 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 microbiota normal. 

MArERIALES 

• Cajas de petri con agar nutritivo 

• Escobillones de algod6n estariles 0 cinta pegante. 

11 
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• 	 Estufa a 300C 


• Mechero 


.' Cinta de enmascarar/' 

fl, 

• 	 Tubos con soluci6n salina estanl. 

'PROCEDIMIENTO 

MICROBIOTA DEL AMBIENTE DEL LABORA TORIO 

MicroorganisnlOS del Aire: 

• 	 Destapar I,Ina caja de petri con Agar Nutritivo en cualquier lugar del 

laboratorio. 

• 	 Oejarla expuesta por unos 15 minutos. ' Oespues de este periodo, ' 

• 	 'Tapar adecuadamente. Figura 1.1. ' 

Figura 1.1. Toma de muestra del medio ambiente 

Microorganismos Presentes en las Superficies: 

• 	 Tamar un escobill6n humedecidaen soluci6n salina. 

• 	 Fratar sabre una superficie del laboratoria, tal coma la mesa, el'suela, la 

pared, entre otros. 

• 	 Aplicar el escobill6n sabre un extrema del medio de cultiva en la caja de 

petri. 

• 	 Hacer estrias en tada la superficie, sin romper el medici de cultivo. 

12 
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• 	 Tapar adecuadamente. (Figuras 1.2.,1.3). ' 
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• Tapar adecuadamente. (Figuras 1.2.,1.3). 

il/. . .. 
a esteril. . 

,> uelo,la 

Li8d9 

\ 

\ 


Figura 1.2. Toma de muestra de una superficie 

Figura 1.3. Aplicacion de la muestra sobre el agar. 

Microbiota Nonnal del Cuerpo Humano. 

Microbiota de las manos: Un estudiante del equipo debe proceder de la 

siguiente manera: 

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

13 
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Figura 1~4. Toma de muestra de las manos 

Microbiota de la Piel. 

• Humedecer el escobill6n en soluci6n salina esteri!. 

• Frotar una pequeria zona de la parte interior del brazo 0 de la cara. 

• Aplicar sobre el medio de cultivo, formando estria. 

• Tapar adecuadamente la caja de Petri,(Figura 1.5). 

Figura 1.5. ,Toma de muestra de la piel. 
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caja de petri, haciendo circulos en su superficie. 

• Enjuagar sus manos con agua del grifo, sin usar jab6n 

• Colocar los dedossobre 'el Agar de otra caja de petri y realice la acci6n 

anterior. 

• Lavar sus marios conagua, jab6n y cepillo. 

• Colocar sobre' Is superficie del Agar de otra caja de petri y proceder de 

igual maners que en las dos anteriores.(Figura 1.4). 

Manual de Mlcroblologla 

Microbiota de las Mucosas. 

• Introducir un escobill6n humedecido en solu 

nasales 0 en la cavidad bucal. 

• Proceder como en el caso anterior. (Figura 1 

1­
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birculos en su superficie. 
I 

~ agua del grifo, sin usar jab6n 

~e el Agar" de otra caja de petri y realice la acci6n 

'\ 
atri y proceder de 

\rcara. 

It. 
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Microbiota de las Mucosas. 

• 	 Introducir un escobill6n humedecido en soluci6n salina esteril en las fosas 

nasales 0 en la cavidad bucal. 

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

I Figura 1.6. Toma de muestra de las mucosas I 
I 

I 
NOTA: Una'vez realizados todas las tomas de muestra, proceda de la 

siguiente forma con las cajas de petri: 

• 	 Rotular adecuadamente con la informaci6n necesaria en la base de la caja 

de petri (parte extema),. 

• 	 Incubar en la estufa a 300C durante 24 a 48 horas. 

• 	 Colocar invertida la caja de petri. 

Actividad 

Elabore un cuadro don de figure cada una de las muestras, teniendo en 

cuenta la forma, el color y el tamario de las colonias obtenidas. 

15 
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pRACTICA2 

OBSERVACI6N DE BACTERIAS 

INTRODUCCI6N 

Con el fin de aumentar el contraste y facilitar la observaci6n de las muestras 

de campo claro, se pueden utilizar colorantes. Los colorantes son 

compuestos organicos que presentan afinidad por determinadas estructuras, 

la cual esta basada en la carga positiva y negativa presente en el. Todo 

colorante, se caracteriza por presentar un grupo crom6foro que tiene como 

funci6n teriir la estructura y un grupa auxocromo, el cual participa de la 

reacci6n, para que se de la tinci6n. 

Los colorantes se clasifican en cati6nicos (basicos), anionicos (acidos);I ' 
basados en la earga presente en el grupo crom6foro. Los colorantes I 
cati6nicos estan cargados positivamente; esto es que un campo electrico se 

desplaza hacla el anodo (negativo) y se combina fuertemente con 

componentes celulares cargados negativamente como. los acidos nucleicos y 

pOlisacaridos acidos. Los colorantes basicos mas comunes son el Azul de 
. " 

Metileno, Cristal Violeta y Safranina. Como general mente 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; par 10 cual los hacen mas comunes en aplicaciones 

generales. 

Los colorantes acidos (ani6nicos), estan cargados negativamente, por 10 

tanto van hacer repelidos por los componentes organicos de las estructuras 

celulares, par 10 que no penetran la celula, sino, que tine el medio donde se 
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encuentra esta. ,Este tipo de colorante se em, 

celular. A este grupo pertenece la Nigrosina, (Tir 

de Metileno. 
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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) 0 el Eosinato Azul 


de Metileno. 


OBJETIVOS 


Diferenciar una preparaci6n en fresco de una coloreada. 


Identificar las diferentes formas y agrupaciones bacterianas, por medio de 


preparaciones coloreadas. 


Apreciar la acci6n de los colorantes, de acuerdo con el caracter quimico de 


ellos. 


MATERIALES 


• Portaobjetos - cubreobjeto 

• Cultivos bacterianos de cocos y bacilos, de no mas de 48 horas . 

• Mechero 

• Frasco lavador 

• Puente de coloraci6n 

• 8andeja 

• Colorante bllsico (Azul de Metileno, Safranina) 

• Colorante ACido (Nigrosina 0 tinta china) 

• . Aceite de inmersi6n 

• Paliuelos desechables. 

• Gasa. •. 

• Microscopio . 

Para la observaci6nal microscopio de bacterias vivas ylo muertas, se utilizan" 

dos metodos: 

/
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• 	 Montaje en Hlimedo . 

• 	 Preparaci6n Coloreada 

MONTAJE EN HUMEDO. 


Este metodo se utiliza para la observacion de la forma y movilidad de las 


bacterias vivas, Ej: coco, bacilo, espirilo. 


PRODEDIMIENTO 


• 	 Limpiar el' portaobjetos con alcohol. 

• 	 Quitar el exceso con una toalla de papel 0 gasa y f1amear. 

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

• 	 Oejar enfriar, siempre cerca al mechero. 

Muestra en medio liquido 

• 	 Tomar con el asa esteril una gotadecultivo (inoculo).. 

• 	 Oepositar en el centro del portaobjetos limpio .. 

• 	 Colocar lentamente un cubreobjeto, sobre el inoculo sin que se forme 

burbuja. 

• 	 Observar al microscopio con objetivo de 40X - 100X. 

Muestra en medio s6lido 

• 	 Oepositar en un portaobjetos limpio una gota de solucion salina 0 de agua 

destilada. 

• 	 Tomar con el asa esteril una colonia del cultivo. .' 

• 	 Hacer una emulsion con la gota. 

• 	 Cubrir la preparaci6n con el cubreobjeto. 

• 	 Observar al microscopio con los objetivos de 40X - 100X. 
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PREPARACI6N COLOREADA 

Las bacterias sin c%rear tienen e/ mismo indie 

10 tanto, se observan transparentes al mierc 
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.- ~ " 1 

de la forma y movilidad de las 

~sa y f1amear. 
\ I .1 ponerse a rojo. 

PREPARACI6N COLOREADA 

Las bacterias sin colorear tienen el mismo indice de refraccion de la luz, por 

10 tanto, se observan transparentes al microscopio. Sin embargo, las 

preparaciones coloreadas permiten observar claramente sus form as , 

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 acida y 

la Nigrosina; y neutros como: EI Eosinato Azul de Metileno. 

Los pasos a seguir en una preparacion coloreada, Figura 2.1 : 

• 	 Tomar el portaobjatos limpio 

• 	 Esterilizar el asa 

• 	 Enfriar el asa en los extremos de la caja de petri 0 del tubo. 

• 	 Tomar el inoculo y depositarto en el portaobjetos, y realizar un extendido 

homogeneo. 

• 	 Proceder da acuerdo con el tipo de cultivo liquido 0 solido. 

• 	 Oejar secar la muestra cerca de una bombilla 0 una llama, controlando la 

temperatura con el dorso de la mano. 

• 	 Evitar al sobra calantamianto. 

TINCI6N CON COLORANTE BAslCO 

• 	 Cubrir complatamanta al axtandido con un coloranta basico, durante un 

minuto ~ 

• 	 Lavar con agua para eliminar al aX,ceso da colorante. 

• Oajar sacar al air~. 

..• Obsarvar al microscopio con 'los objetivos de 40X -100X. 
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TINCION CON COLORANTE ACIDO 

.' Hacer IJna emulsi6n microbiana, tomando un in6culo y mezclandolo con 

agua. 

• Colocar una gota del colorante acido sabre la emulsi6n. [ 
• Extender el cultivo teriido con portaobjetos limpio, hasta obtener unaI~ 

f peJfcula fina. 
! 

• Dejar secar al ambiente. 
I
! 

! 
! / 


! 


ti.::-- ~.:l Q', 


Figura 2.2. Coloraci6n <?on colorante acido 

I NOTA: La muestra no se fija con la llama, ni se lava el exceso de colorante. ( 
\ AI observar, se debe bajar el condensador para reducir la intensidad de la 
! 

luz. 

Actividades 
. I 

I 

Hacer una descripci6n morfol6gica de las diferentes microorganismos 


observados. 


Diferenciar al microscopio los dos tipos de observaci6n de bacterias. 


Establecer las diferencias entre coloraci6n basica y negativa. 


2 
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PRACTICA3 

COLORACION DE GRAM 

INTRODUCCION 

Las tinci~nes_ diferanciales se caracterizan porque no tilien '. de forma 
.--...,~-.---" ----­

hom()genea a todos los tipos de celula. La, tincion de Gram una de las 

mas importantes en microbiologia porque p(3rmite _!-!if~i~il~~~~~~ las bact~!i(3s 

an_q~~~_~~l1~~~~~_Y C?!am Positivas, con relacion a la diferencia de la pared 

celular. 

En esta coloracion los reactivos actuan de la siguiente manera: ~I cr~t§1 

C0,\olontc - vi.oleta c()~(~rant~.pl:i.r.:nartq Jiilen J~~bacterias y 1!_~_ol\J~i~~_~yg..c:!ada hace de 

bfl.,cC0 mordi~f1te. 0 _fij~~.~r d~_c()l.or y las bacterias se observaran teliidas de un azul 

mas fuerte. EI Alcohol Acetona, actuara como decolorante al eliminar de la
_,_~_____________,_ .__ . __ . ~ . __ .. f'-~.-~-". .w~_''''.__ ~ _._._~~_.~--____. ~-, 

Rared celular de las Gram' Nega~ivas la capa Iipiaica, __ permiti~n90.ql:!~_el 
--- -~ ,,-,---~-.---------.--".. ,,~---.---~~" ~- --~+".- ~--~-----. '---'-'.-'-~ -,- ­

colorante se libere. Las Gram Positivas, no se ven afectadas por la accion 
--.---.-. "- .-~~- ~-~--------~-- -.-~--.-~. ~--------~~-.~----.. ----.....------.~--

del deoolorante. En consecuencia las Gram Negativas no se observan }tlas<-.------- .-.- ,.. ~. -,-- --- . ' . 

Gram Positivas retendran el colorante. 

La safranina, colorante secundario tendra la funcion de hacer el contraste__~1--- . ---.----_._­~-- -."'----,.-~ .--~---. 

teliir las bacterias Gram Negativas decoloradas en el paso anterior. 

OBJETIVO 

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

tecnica de coloraci6n Gram. 
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MATERIALES 

• Cultivos jovenes de bacterias Gram Positivas 

• Mechero Bunsen 

• Raectivos: Lugol y alcohol acetona 

• COlor,n~,tes: "cris.!~leta y Safranina 

• porta1ti -'-~ 

• puente
l'! ~ I 
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I PRACTICA 3 . 

:OLORACI6N DE GRAM 

! 
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MATERIALES 

• Cultivos j6venes de bacterias Gram Positivas y Gram Negativas. 

• Mechero Bunsen 

• Raectivos: Lugol y alcohol acetona 

• COlor,ntes: Cristal Violeta y Safranina 

• Portadbjetos 

• puentb de Coloracion - Bandeja 

•. Asa 

• Microscopio 

• pariuelos desechables 

• Gasa, cinta de enmascarar 

PROCEDIMIENTO 

• Preparar yfijar un frotis en la forma usual 

• 	 Agregar cristal violeta durante un minuto 

-' 
• Laver con agua, para eliminar el exceso de colorante 

• Cubrir con lugol durante un minuto y lavar con agua 

• Cubrir el frotis con 	 alcohol acetona" durante 20 segundos y lavar 

rapidamente con agua. 


., Agregar,el colorante de co~traste durante un minuto. 


• Lavar con agua el exceso de colorante y dejar secar 

• Observar 'al microscopio con los objetivos de 40X - 100X. 1 

Actividades 	 , 
. Diferenciar las bacterias Gram Positivas y de las Gram Negativas. 

Establecer las diferencias entre una. coloracion simple y una coloracion de 

Gram. ' 
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1.Teiir con cristal 
Violet. tbante 1 
minuto 

" . 

, 
\ 

6. Contrastar con 
slfranina durante 
1 minuto 

\ 

Figura 3. Coloraci6n de Gram' , 
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pRACTICA4 

COLORACION DE ESPORO B 

INTRODUCCION 
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pRACTICA4 


COLORACION DE ESPORO BACTERIANO 


INTRODUCCIONI 
I 
t La endospora bacteriana es una estructura que caracteriza a algunos 

I generos bacterianos como Bacillus, Clostridium y Sporosarcinas. Importante- ~---'--

~[)o~icion y el tamatiQ que presente la endospora dentro de la celula 

vegetativa son caracterfsticas de cada especie gue 10 posee. Par ejemplo en-_._-_._----...._" .-----~.--------.--- -"~.-"~,- -~--~"-.------ ­
el genera Clostridium, la endosporapr~senta generalmente un diametro 
-----:---.--.~-.-----.-'----:-,---...--"-~~...."...... -~"~--."....--. -'.-" -"-' ",'- -- ~ ----.-----.-~. -"'-'~'""-*-'-'---'--- - _._,. __ .....". 

mayor al de la celula vegetativa, lIegandola a deformar en posicion terminal 
""_~_,._ ._",~. ,:,,,,,,--_~._. ~~._, __~__ ~••~_________' ___""_.,-_,---""_____ •••-__ ___ __ __k_ " •• _ '_ '" _., 

.(Clostridium tetam) en tanto que en el genera Bacillus, la espora puede ser 
. ...-.---_.,,------- --... ~---- ..- -----...-~: .---,----~ - - ..-----~,'"'-.-~--

de tamatio 19ual a menor que el de la celula vegetativa y puede estar ubicada ..--.-.--------~.~-~.~"~."----------.,--. ......~- --- ~ -_.... "... . .' . -'- .~.---- . " .. _.....- .... 

E?~o~icio~~.~!!~r:§IJ. de la celula vegetativa. 

~color~~t.':In~.__enqq§Q()[a, es indispensable utilizar una c~lo~)fac]~n

I 9SReCIaUcon dos colorantes basicos: Verde cje Malaquita, la Safr~nina y el 
~-, -'" -' ---~'"-~-,,~~.--,"--~">--. ,---. ---~.'"- .,'" ." ,-' ,~-,-.-~ -.-~~--.. '-~" "-----.. 

!, calor COJD() fjjadQr.. 
.~----'"-i • 

OBJETIVOS

I 
Diferenciar en una bacteria esporulada el tamatio y la posicion del esporo. 

Distinguir una bacteria esporulada de una no esporulada. 

or 
25 
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MATERIALES 

• Cultivo de Bacillus cereus yJ3E£illps subtilis de 48 a 72 h. 

• Mechero 
, r ~,. 

• Bano Maria 

• Puente de coloracion - bandeja 

T A ccJlo r: [• Colorantes: Verde de Malaquita y Safranina 
e>',V-~

• Tubos con solucion salina esteril 
L-J ,b0. '5 I-~/~ 

• Asa metalica ~O/?:>~$ 
q 'Ci..~• Frascolavador 

• Panuelos desechables 

PROCEDIMIENTO. 
, I 

Para la coloraci6n del endoesporo sa puede utilizar uno de estos metodos: 

Metoda de Schearffer~Fulton 

• Preparar y fijar un frotis en la forma usual 

• Cubrir con Verde de Malaquita / 

• Flamear la muestra hasta qu~ salgan los primeros vaporesJ 

• Repetir la operacion durante cinco minutos; /' 

• Procurar qua el Verde de Malaquita, no se seque, ni ebulla./ 

• Enfriar la preparaci6n durante/cinco .minutos/ 

• Lavar el exceso de colorante 

• Agregar Safran ina durante un minuto / 

• Lavar el exceso de colorante / 

• Dejar secar la preparacion / 

• Observar almicroscopio con los objativos de 40X - 100X. (Figura 4.1) 

26 
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i 
'!§..y Bagllt!.s subtilis de 48 a 72 h. 

bandeja 
t 

alaquita y 'Safranina 
, ~ 	 , 

)1a esteril' 
I 

metodos: 

1/ _---___ 

r./ 
" If, 

(vJ 
- J .' 

,~, \~J'p~Q-~ ('\~. " 
X. (Figura 4.1) 
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. ) 

'" 

,.,.-	 , 

.'. .. 
, 	 ~, .,. 

Figura 4.1. Forma de flamear la muestra. 
, , 

Metodo ..g.oPW' Modificado' 

• 	 Inocular una muestraen O.Sml. de soluci6n salina esteril 
~ , 

• 	 AcUqi?nar O.S mJ. de colorante .~~d.ELM!3IC!.quit.a y lIevarlo al Bario de 

Maria' a .100°C durante '1 0 minutos 

• 	 Preparar
\'

y fijar un frotis en la forma usual . , 

.• Lavar el exceso de colorante 


. 	 ( 

• Adlci~nar Safranina por un minuto 
( / 

• 	 Lavar el exceso de colorante 

• 	 Deja(secar la muestra 

I • Observar al microscopio con los objetivos de 40X - 100X. (Figura 4.2) 

. I 

I 
i 
[ 

I 

Figura 4.2. Metodo de Dormer modificado 
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Actividades pRACTICA5 
~Cual metodo es mas practico? COLORACI6N DE CAp! 
Anotar las dificultades encontradas en la practica 

Esquematizar 10 observado y hacer la diferenciacion entre: Una bacteria 'r~--~~=~~ 

no esporulada y un~ esporulada - Los tamalios y la posicion deJge~b~~i~j~t) INTRODUCCIO 1­
:; C9it2-~ 

La capsula, e' Y16Q5 I . ---------. /, ~-O ') "\
IJ~S·presente en tC, 

~-----~'-1 

compleja, seo. 0
-1 tX_' 

polisacarido, r: 

1 	 Dl..(', . •. 
Para su obse. 
~~-.------j '7/ 
tambien se 8 . 

l 
I 

~_ara Ob!~DJ' ~ 
cultivarla e~
-'-. -'~"-"'- "',f 

p . 
I: 

OBJETIVC . 

visualizaJ . 
Ii" 

! Diferencid
i 

i 	 I' 
p 

,I ~~-Jv~tr0)
i 
! 	 .. 

. i 
MATERI)' , ! 	 !i 

-. 	 " j! 
I 	 If 

f 	 CultiJi

I 
i 

• 
pnetJ iI 
~

I 72 hi;· 
,1 

l 
! 

• Caja! 
., 
ll• 	Mec
I 
.1I 

I 
I 

. ~1 
J 
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I 
ractiCO? 

ncontradas en la practica 

:ado y hacer la diferenciacion entre: Una bacteria 

?orulada - Los tam alios y la posicion de,:esRorb;'~r'Jr p/J U2X::.,lCl ~"' 
t ~------_____ 

,.....,.. 

C,')
1.-------' 'JI -------­

, I 

, >, 
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pRACTICA5 


COLORACION DE CApSULA 


INTRODUCCION 

~ul~, estructura bacteriana localizada extracelularmente y I)~ esta 

presente ~n todas las bacterl~. Su composicion quimica es muy variable y 

compleja, segun elJj~o de b~2.teri~.J~!-.!.~de esj~r QOI'J§1ituiQ~ts_~or p-e~, 

polisacarido, polimetafosfato; 10 que impide que se thia. , 
--- -- , < 

Para su observacion se requiere de una tecnicaespecial como la de Antony; 

tambien se puede visualizar con la coloracion negativa. 

Para obtener una buena formaci on de capsula bacteriana, 
___,._.~_._._______ ,~""0_",___• ..---.~____--- ••,"' " ..-._______....___._.___~_"_____._-~- _"'_.~.... "~"_ ­

cultivarla en un medio rico en earbohidratos. -------.--..-------.----,..<-,~----.".~-~...---'.-~....'-.'.".' .~-'.'.---- , 

OBJETIVOS 

Visualizar la capsula bacteriana utilizando coloracion negativa y de Antony. 

Diferenciar entre una bacteria capsulada y una no capsulada. 

MATERIALES 

• Cultivos en leche descremada 0 en caldo glucosado al 5% de Klebsiella 
"­

pneumoniae (capsulada) y Staphylococcus aureus (no capsulada) de 48 a 
'---' -r'--rj.:--..---.--.--..------~-'----'.-'--'--~.-"~'.". 
72 horas. ", 

.,,",'• Cajas de coloracion 

• Mechero 

, . 
29 
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es necesario 
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• 	 Asa metalica 

• 	 Frascolavador 

• 	 Puente de coloraci6n . Lc// 

• Reactivo: Sulfato de Cobre (soluci6n aI20%) 

.• Cristal Violeta 

• 	 Safranina 

.PROCEDIMIENTO . 
7, ',,: 

• 	 Preparar un frotis y dejarlo secar al aire. 

• 	 Agregar lentamente 'el GristalVioleta a temperatura de 34°C por cuatro' 
'. 

minutos 0 sumergir en una caja 0 frasco de coloracion par dos minutos. 
, . 	 .~ " \ , .. , . 

(Figura 5.1.) 

• 	 Lavar la placa, sumergiendola en" una soluci6n de Sulfato de Cobre al 


20%. 
 ,< , ,.­

• 	 Secar al aire la placa en posici6n vertical 
. . ,.\ 

• 	 Observar al microscopio con 40X-100X. 

Manual de M/croblologia 

PROCEDIMIENTO 

• 	 ColocBr sobre la superficie de un portaobjetos 

gota de agua. 
r-f';

• (, I

II, I',I 
• 	 I, T A colo r:• I I 0',1.2-<;. 
I L.J ,60.5 	 I;:,)/~• 

~O,?:>'i-S' 

• c, 
~'-'- ..- - 3­

~-

--c-~;I 

:J 
c 

A-

' 
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pbre (soluci6n al 20%) 
J. 

! 	 .' ------":.------­
i 

! 
1
10 r:. 
I 

. or cuatro 

minutos. 

breal 

\ 
. .. 

I 

PROCEDIMIENTO 

• 	 Colocar sobre la superficie de un portaobjetos limpio y desengrasado, una 
. I 


gota de agua. . 

. 	 . I 

• 	 Tomar un in6culo y mezclarlo con la gota de agua. 
I 

• 	 Agregar una gota de tinta china 0 Nigrosina alia mezcla anterior. I . 

• 	 Realizar un extendido, deslizando el borde de un portaobjetos sobre el 
I 

.PO~aObjetos que cont!ene la muestra. . .\ .' . . ... , . 

• 	 DeJar secar la muestra y observar al mlcroscoplo con obJetlvos de 40X­

100X. (Figura 5.2.) \ 

! 

\ 

Figura 5.2. Pasos para una cOlor~ci6n negativa
I 

Actividades 
! 

Esquematizar 10 observado y hacer la diferenbiaci6n entre una bacteria 
'I 	 I 

capsulada y otra no capsulada. ," I 
Establecer una diferencia entre los tipos de color~ciones. 
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'PRACTICA6 

CULTIVO YAISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS . 

INTRODUCCION "" 

En la naturaleza, las. poblaciones· de microorganismos se encuentran 

mezcladas, pero· erJ el laboratorio puedenalternarse cultivos . puros, 

empleando diferentes metodos de siembra. 

Los medios de' cultivo difieren entre SI segun el origen, la composicion 
--.----.--~ 	 ­

qufmica y la consistencia. Se considera que un medio de cultivo es natural; 
_"""'A'~_'_ .,__ v,~___ '"--"--. 
en tanto que, al sintetizarse tenga los eonstituyentes definidos que aportan 
-,--~ ., .. '--' 	 ­-

los nutrientes ne.cesarios el crecimiento de microorganismos. 


;".' 	 Los medios de cultivo solidos contienen agar agar, es un polisacarido 

extrafdo de algas marinas, el- cual se' solidifica a ~ooG y se funde a 5~. 
~.-.--------.--~-	 , -' ...-

Segun la consistencia, se habla de medios Jfquidos (sin agar agar), 
-.______----~-••__ ~ __..~_,___"_.~~_._~~..., _. __ •• _ .. h'~ .......___ , __.~"". ________ 


semiso/idos (0.5% p/v de agar agar) solidos (1.5% p/v de agar agar) . 
..-_._----- -.-\; .-- ... --- ..-_ ...... -- .- ---' ....... --. 	 ------.------­

De 'acuerdo con la composicion qufmica, los medios se denominan: basicos, 
,-.-.~-,~ .~,----, -->:"~~.--~~-.-.-----':""" ~'--.- ..-.-- ~-'-----~~'~" ,..,-,~ ~'-'--.---'--- \ 

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

,"J 

~Q!}~e9.ios Basicos se preparan generalmente con e~.t!"~~tc:l __ de carne, 
." -'- -···~_--_~·-"""··"···__"_~_~_ ..~_~•••_~_·••___n. __ • __ . - • .,-,-.~.---~'"'" -- -- -. - ---~~ 

extracto de levadura, peptona, carbohidratos trazas de sales. A partir de 
__~__ _ __ ' ............. -- """,>' _&~-- '. ff,.,., 4'" <_,,__ .~ - ~---~-~---- ~ -~~.... 


estas bases se pueden preparar los otres tipos de medios por adicion de 
----.---------.-----; -_•••• ~ _____~_ ,". _d_' _.,. ___.~..___•___-.__•____ .... __.~____________~~- ___ • ,--____... 

colorantes, protefnas, antibioticos, aminoacidos, entre otres; de acuerdo con 

el usc que se vaya a dar. 

.32 
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Los Medio~___~r:!riquec!~~s _E~opor:io~a~_~~~~~ 
Corazon, tetrationato, entre .otros) para 

micreorganismos exigentes, incapaces de sintetiz, 
---:.~----~---~----~...........--.~~--.-.~ 

otres elementos necesarios para su metabolismo. 
.. 	 -------_._-"-"---"--_. 

ccJlo r:. 
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PRACTICA6
i 
llSLAMIENTO DE MICROORGANISMOS 

• >, 

.\ 

encuentran 

os puros, 

mposicion 

e.~ natural;flie aporta!!. 

lisacarido 

e a 50°C. 
I .. ~;,t_aga2' 

:r). 

basicos, 
\ 

kcame, 
, artir de 

! 

icion de 

, rdo con 
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Los Medios Enriquecidos proporcionan nutrientes especiales (Cerebro, . 
:'-~'~~.--..-..---- .. -...- ..~~ .. --~----~--."----.---~---~-.--- --~-- .--.-----~--"---------.-

Corazon, tetrationato, entre otro~,,~p_~~~_____~'luel~~ __~ac!~rias y/o. 

microorganismos exigentes, inca paces de sintetizar aminoacidos, vitaminas u '"---__ ._;______._.____~._. __,______~._~___..---~~~-__ ____.__." ..'"._ ...... _."__~_w___ __..!..~___•__"'!_" __ ._. 

'?tros elementos necesario~ pa~~_!~ m~!~ol!~..!!l0' 

/ 	 Los Medi~ Selectivos, ~!1tienen sustancias como~ntibioticos, acidos 0 

base que inhiben el desarrollo de algunas poblaciones microbianas pero que - ..---'--------.------,------......----------.-..---.......:.......----~ 

permiten el crecimiento de otras. .-- ...------­

caracteristicas morfologicas de. las colonias formadas por diferentes 
-.,..-..~--'-----.~-'..~--.-- -----.-'~----......-.-------..--~-~----~----.~~--,-,---~---,---~.-,,~., ,"--- ,.- ---_._....._----~ ~--

microorganismos, J:?or contener agentes indicadores tales como sales biliares, 
--------------~~- --~--'~'-< ...........-"....~-.~----'"-"'~~--- ..->-~--"",-...-,-, ,-, ....-~.' _.''''"'' ."---,~-....-~-,--•.--....... ,,, ~.,.----

colorantes. 

/Los Medios de'Transporte, se utilizan para transportar frotis 0 ~uestras de 

microor~~~!§fu6;~~;~6~~~6~--~~rno St;~t~~~~~~:-N;i;seria,-H~emophif~; _ - - ... ' ''''''''''-''' --------..,,- .."""----.'"'~..--.,~~.~-,,---.. -"-' "~..,-. ..,- -,~~--' . -.. .' - . -..-

conserv_~_Q9_osf£U~_~!!!~Q.~cion de la microbiota de generos. La carencia de 

. ~~-i~~nte de nitrog~no impid~-~~~~~~~~ble~;~~;~-I~'~~lti~iicacion-de ~sto~ 
.-" . ,,' ,-~---"'"'-----~-~-"'''''---,-~ . ,~-,~ ..~~-~. ~"'-'-.-.-"-.----.----""-.~~~~~"'" 

microorg~mp.§..--"'-,----.. ...~ 

Las tecnicas de cultivo microbiano' sirven para aislar un tipo de 
~--~-.,-----"" -- '"------'~-----,,-~.--.-..-..-,~"...- . '-'-'-'- "- ---~. -----,-".-.. -------,~------

microorgan!~mo_~~p~e:~~~~_~.~_.~_na fue~~~. ~~!~~~!!~~~~tir~~~~1 nu_~~~o d~ 
micro~rg~nis.r:T.lg_s.. .:gue se encuentren en un material dado' (rumen, leche, 
-'---.~"-' . -.,~' - '''- -"-,,""",,"'~"-'-'''~'~' -, ,.-...~~--- --'-~-,-.-.. -, .....- .. -"'"~-~--~--"---~-, -...•~-~--.~- -,._--------'_._­
agua, entre otros), incrementar el numero de poblaciones microbianas 0 .--..... --.~~'.-" .. ,.-"~.-'". . "" ....... _---,- .~' -" .~-~~.~.--~.... ,"",~" 	 ..... --.'-.---'----~-'-

mantener un cultivo,en condiciones estables. 
__._~__..."'..,_:...- ...~'~ ........ ""~~.'":-7,."""---,~... "...--'---~,""",o,-''''"''''''"...~-'.-"'->"""'__,.".'""',_'_...~r_'~·~-.. 


OBJETIVOS 


Inocular un microorganismo en' diferentes medios de cultivo y observar sus 

caracterrsticas d~ crecimiento. 

33 
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Practicar los diferentes metod os de siembra de cultivo. 
,. 

Manual de Microblologia' 

• Flamear nuevamente los bordes de los tubas, C 

MATERIALES 

• 	 Cepas puras de bacterias Gram positivas y Gram negativas 

• 	 Mechero 
, 

• 	 Asas y agujas de inoculacion 

• Incubadora . 

--. Cinta de enmascarar 

• 	 Espatula de Digrasky 

• 	 Medios de cultivo: Agar Nutritivo" Caldo Nutritivo. 

PROCEDIMIENTO . 

Para aislar y cultivar un microorganismo de 	acuerdo a la procedencia del 
, '\ < ' " 	 • 

inoculo y de donde se vaya a inocular, se utilizan varios metodos.asr: , ,,-	 . 

Inocular de un Medio de Cultivo en Caldo a otro Caldo 

• 	 Rotular cada uno de los tubos con nombre del estudiante, dra, hora, medio 

de cultivo y nombre de la cepa. " 

• . Realizar cada siembra frente al mechero. 

• 	 Flamea~ el asa de inoculacion y quitar los tapones a los tubos con cultivo y . 

a los que conti en en el caldo que sera incubado, evitando el contacto con 

la llama. . /\ 

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

cultivo, obteniendo un ,inoculo .. 

• 	 Introducir y sumergir el inoculo dentro del tubo con el medio de caldo de 

cultivo esteril. 

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


cualquier exceso de inoculo. 
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tapas a los mismos. 

• 	 Flamear el asa. 

• 	 Incubar a temperatura de 37°C por 24 a 48 hare 
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netodos·de siembra de cultivo .. 

~rias'Gram positivas y Gram negativas 

iculor~ d ~~2 
! 

ll-'SY~. 
! 	 . . 

, ruJJ 

~ q _.-~\-- ;:-­
-1-- V 

j 

'? )<d~..; "/ 
""~ .. 'J -1 K 5 

mcia del 

. v. 

.a, medio 

ultivo Y 

~v \ ~ ~ ~ ~ \' J\l) 


". ,c: ;"1 ~-----. 

I 
I 
! 
: 

,... \ 
Manual de Microblologia' 	 ~\ Olga Ines Montoya Campuzano 

• 	 Flamear nueva mente los bordes de los tubos, colocandoles los tapones 0 

tapas a los mismos. 

• 	 Flamear el asa. 

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

I 
Ff 

Figura 6.1. Incubaci6n en caldo 

. . 	 . ". . 

Siembra de Cultivoen Tubo con Agar Inclinado 

Para est~ sJembra hay que ~er en cuenta los mismos easo~que s~ ~gu~n 
~,?;di~re:en la man~i~_~~Ciliza la siem~r§. 

• 	 Tomar el tubo de ensayo esteril con el agar inclinado de manera que el 

bisel 0 pico de flauta quede al frente destapandose del modo ya explicado 

anteriormente. 

• 	 .Hacer un movimiento cuidadoso con el asa. 

• 	 Inocul~r erl zigz~g enla superficie del medio de cultivo. 

• 	 Flamear la boca del tubo y taparlo. 

• 	 Incubar a temperatura de 37°C p~r 24 a 48 horas (Figura 6.2) 
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Figura 6.2. Inoculacion en bisel 

Siembra par Picadurll 
~--...--- ---------­ ~ -
Se utiliza un tuba de ensayo esteril que contenga media de cultivo 
----"'---..,----*.. --.--;-"-~-"-,, 	 .~.-,". ," .---~,--------~--- -~-~ 

semisolido, se usa para .qeterrlJll]ar el comportamiento' de los
," __ __ *. ___.__ .,._- "_~_,,.• ___ -- - .. _"__ '"' ___,....___ ~._ ._........ ___ __~.--~.~_,~-_
._~" ._.,~, 	 _.~,_, "'~--_"_A ~_~.~ 

microorganismos en ~reselJc~a d~ oxigeno, para observar su crecimiento y ______, ~_ ••• __ ._.......... -., .__~____r - - ____ .. -,,- ," •• ~-___ "'_ '''- __._' __ .M ___ ._~_~_... '__'_~_*_.".' --­

r:no~~~~~~Q!_c~!'10.~~ra I~ er~~E!r.vaC?i9n pe 10s~y!!iY.9_~.~~_~~ri?n9~U;!~~~-,-~_~s 
~ 	 . , 

ti,emp_o. 


En esta siembra, se procede de la siguiente manera: 

',.' ~----- -----...-~ '- .-------.-----­
• 	 Tomar un inocula con el asa en forma de aguja. 

• 	 Introducir el inocula en el tuba, hacienda una puncion en el centro del 

media de cultivo y en fonda se hace un giro de 180° para asegurarse que 

la muestra quede en ,el media. 

• 	 Retir~r la ag,uja can cuidado. 

• 	 Flamear la boca del tuba, y taparlo. 

• 	 Incubar a temperatura de 37°C par 24 a 48 horas (Figura 6.3) 

36 
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Figura 6.3. Inoculaci6n en agar s6lido 

Siembra y Resiembra en Placa 

Se puede realizar: a nivel·. de superficie 0 en profundidad. La siembra en-_._------- "--"--- . . 

~ci~~~-agar pue~ s~~~~s~cion, estrias Y_, diseminacion. En 

cambio, la resiembra solo puede ser por estrfa Y diseminacion. - ---------------._---	 , 

• 	 Siembra por Exposici6h 

Se utiliza esta siembra para conocer la microbiota presente en el aire, porque 
------"--.-"'-------~..-.----~.-	 ------ ­
los microorganismos que se encuentran allr, caen a \a superficie del agar, 

desarrollandose Y formando colonias. 

• 	 Tomar una caja de petri con medio de cultivo solido, esteril y fr~o. 

• 	 Abrir la caja de petri en un lugar seleccionado, durante 5 0 10 minutos 

aproximadamente. 

• 	 Tapar, incubar a 30°C durante 24-48 horas. (Figura 6.4) 

37 	 , 
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Figura 6.4. Siembra por exposici6n.. 

• Siembra por Estrias 

En la resiembra por estrias, se puede utilizar varios metodos: EI Frances. el 

Clasico y el,Radial. 

EI Metodo Frances es el mas utilizado en Microbiologia, porque favorece el 
---.-~-- ~-..--------- '-..._._-­

aislamiento de colonias la observaci6n de las earacteristieas de cultivo 

microbiano. Se reaJiza de la siguiente manera: 
---.-~.--' 	 .--' 

r. 	 Flamear el asa, enfriarla en uno de los bordes del medio de cultivo esteril; 

tomar la nluestra del material que utilizara.(Figura 6.5) 

, . " , 

Figura 6.5. Toma de muestra 
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!. 	Coloear el in6culo en uno de Jos extremos del m 
, 


encuentra en la eaja de petri. 


• Extender la muestra en forma continua, hasta ur 

I. 	Flamear de~--_____ 
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• 	 Colocar el inoculo en uno de los extremos del medio de cultivo que se 


encuentra en la caja de petri. 


• 	 Extender la muestra en forma continua, hasta una cuarta parte del medio 

• 	 Flamear de nuevo. 

• 	 Enfriar el asa y proceder a hacer 4 0 5 estrias formando un angulo recto 

desde donde se hizo la primera siembra, hacer otras 3 0 4 estrias, 

siempre formando angulo recto con el origen. 

• 	 Repetir esta operacion hasta formar una especie de C. 

• 	 Rotular correctamente la caja de petri. 

• 	 Incubar a temperatura de 37°C durante 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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4. Hacer estrfas 5. ResUltados despues de incubar 24 - 48 horas 

Figura 6.6. Pasos para la siembra en el metodo Frances 
i, 

. I, 
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. EI. Metodo_~Ias~~o, se utiliza cuando el ~~l~!ivo_~~.. 

de microorganismos en una muestra.-9.ad~ ---.------.............-~------"~--.-~~.-~-'- ..----- ­
• Flamear el asa y enfriarla en uno de los bordes del 

.• Tomar la muestra. 

• Colocar el inocula en uno de los extremos de la ca 

• Extender la muestra de un extrema a otro, en zi, 
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EI, Metodo Clasico, se utiliza cuando el objetivo es determinar la presencia 
~____.~_ 	 .,_~,,_ ~"'~_'''""~_~"_~'''_' _._'" "M~___'_ ••__" ___~_' ..-' 

de microorganismos en una muestra dada . 
...-----.~-"---,-.~.------"".,--~--,,----"~-""-------..-->­r: ·~:::~~ae~:e:~;.nfriarla en uno de los bordes del medio de cultivo, 

• 	 C%car el in6culo en uno de los extremos de la caja de petri. 

• 	 Extender la muestra de un extremo a otro, en zigzag sobre toda e/ area 

de la caja. 

• Rotular las cajas con sus respectivos nombres e incubar a 37°C durante 
II.. . 24-48 horas. (Figura 6.7), 

Figura 6.7. Siembra metodo clasico. 

EI Metodo Radial, presenta ~L!J1J~,!:!~ objetivo.,..9ue el metodo clasico. 
__--.. 	 - ________ " ... __ .,__'_W'"''~~ 

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

• Tomar la muestra. 

.• Colocar el in6culo 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, d~1 extrema 

izquierdo partiendo 'del inoculo inicial. 
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.Flamear de nuevo, enfriar el asa y proceder a-hacer zigzag'de la parte , 

central del inocula'inicial. 

• 	 Flamear de' nuevo, enfriar el asa y proceder a hacer zigzag del extremo 

derecho del inoculo inicial. (Figura 6.8) . 

"'l 

(a) 	 (b) 

Figura 6.S. (a) Siembra metodo radial (b) desarrollo de su colonia 

EI 	 Metodo en cruz: Es ~~~i~a~_~_pa~_<:).1:>~_~~_~r la presencia de enzimas 
~" ~___' ____M ••• •••" ___".____ ••__ _ 

producidas por los microorganismos, estemetodo de siembra se practicara .___--_ .... _________--___...____0_,_ . 

en la realizaci6n de pruebas biogufmicas. 
, -~-~---------------.--:----..-~.---- --~-..---.- ­

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

• 	 Tomar la muestra. 

• 	 Proceder a sembrar como 10 indica la figura 6.9 
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:mfriar 91 asa y procedera, hacer zigzag'de la parte 

licial. 

~nfriar el asa y proceder a hacer zigzag del extremo 
I 

hiciaI. (Figura 6.8) 

ultivo. 
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,r~. . 
e. , 

,.. .. ' 

(a) (b) 

. Figura 6.9. (a)Siembra metodo en cruz (b) desarrollo de su colonia 

4.3 ~mbra por Diseininaci6n 

.~~ emEle_a este metodo, ~on el fin de adelgazar la muestr~"_para que en la 

superficie del agar queden las colonias' separadas para esparCir la muestra 
---""--7"~""--"--"----"""""-·~----."---''-''---- -":------;:"....:,--,--.._.:......_______ 
se utiliza una va rill a 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 respectiv~ medio de cultivo . 

• Esterilizar la espatulade vidrio, introduciendola en alcohol y luego pasarla 

por la llama. 

• Enfriar la espatula pasandola por la tapa de la caja de petri. 

.• Pasarsuavemente la espatula sobre la muestra. 
! 

• Observar que quede completamenteabsorbida sobre la superficie del 

medio de cultivo (figura 6.10) 

• Flamear de nuevo la espatula y descartarla. 
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LAPLACA 
FLAMEAR LA VARILLA 

Figura 6.10. Extendido de la muestra metodo por diseminaci6n. 

Siembra en Profundidad 

Esta. tecnica, se utiliza para aisl?lr microorganismos procedentes de una 
~ • ~~____O___"'_'_'__' _______' ____---'-______' ______' ____• - __~_. ~, 

muestra de suelo, alimento, agua entre otros; el aislamiento se puede hacer 
. 	 -.~-, ...,~".,-., ,--,- , ...._. "-.--~-.. -'"'-~."-,-,.-.--....--~-.~----.---

directamente de la muestra 0 por medio de las diluciones. 
-, . . . 	 -.-"-..-----.~..., ..-~,------. 

En ,esta tecnica, primero se adiciona la muestra dentro de la caja de petri 

vacla y luego se vierte el medio de cultivo fundido a una temperatura de 

50°C, se mezcla cuidadosamente, con el fin homogeneizar bien lamuestra. 

·... ," Tomar 1 ml de la muestra,previamente preparada. r Adicionar a una caja de petri vacla, debidamentemarcada 

• 	 Mezclar 20 ml del medio de cultivo fundido. (SQoC) 

• 	 Hacer movimientos circulares con la direccion de las manec!"as ,del reloj, 

devolver el movimiento al contra rio. Hasta que el medio solidifique 
-, " 	 " t '.: " " " " " 

• 	 Incubar con las condiciones indicadas. (Figura 6.11) 
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Figura 6.11. Siembra metodo en profundidad. 

; 

Observaci6n de las Colonias Microbianas 

Una colonia es una poblacion de celulas microbianas, originada por una 
__.'_ ., .._._._~_~.~~.~",n.._" __ ._,""F~ __~_'____··_ , ""'~__'""-""'-____~_____--_.___ 

celula que ha formado varias generaciones en un medio de cultivo solido. 
~--'-~---'-'*'-'-"-"-'--.---.--------,~.-.".-,--"'-,---:...--~,---.-~-~--"----....---..-~-~-.".'--.'-.~---.,----.-....~..... ---~.-.~----

Las diversas especies microbianas forman colonias diferentes' en tamano, 

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

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

clasificacion. 

Por 10 general colonias (ormadas al interior del agar toman la forma lenticular, 
___________••,.. _.,_~ __ ..__ .. _._~______,.,__ • _ ~~_. ._ • __._"....___,~'""_:__~__'":_.... __w' ______•__ ~ ••• ~~__....__--""""---~" 

debido a la presion que la colonia sufre dentro del medio, p~r 10 tanto, no se
--,,"._"" ~",","~--..---.....:.,,,.-,---,-.-------,,,.-----.-.,.~-..,- "'~'''''''~--''''''''-'':'---'--.''''-'''''"-~~-''-'''"'-''-----'--

tiene en cuenta para su evaluacion. 
"',- . '-·-" ..--.--.·______~:'n,.__"~.,~~.__ ..-'~"-

CARACTERlZACI6N DE LA COLONIA 

Las caracterlsticas que se evaluan en las colonias que crecen separadas 
-~-~-- .. - .---.--. ----. . 

unas de otras en la superficie de medios de cultivo son: 

Forma: Circular, irregular, rizoide 
-----.--.~-~.----'.-~-.--.-----'""""""'.---~. 

Tamafto: EI tamano de las colonias van des de !T'uy_~equ~, midiendo 

unas fraccio~~~_sr~_!!IH'_'!!~!r~:~U;!.~._clL~metIQ hasta ~.~y_grand~~ midiendo de_~ 

a 10 mm. Cuando una colonia. mide_.!!1e!:l0s de 1mm songenominada~ 

colonias con punta de alfiler, 0 puntiformes. -- --~.--...-.--..--~. ............••..••..- .... -_.•._.•......_-_.......­
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Cromogenesis 0 Pigmentaci6n: Una de las caracterlsticas mas notables - ..--~--.--.---

de los cultivos, se observan en algunas especies'productores de pigm~ntos, 

que este, puede ser retenido dentro de las celulas de manera que la masa 

celular se colorea, mientras que en otras especies, el pigmentos es 

excretado coloreandose el medio de cultivo. Se debe determinar si el color 

es soluble 0 no en el medio. 
..------.. -c-.-­

Elevaci6n: La colonia pueden ser IT'u~}in~j~r:>lanada), o.gruesas (elevada) 

cuando una colonia es elevada presenta diferentes grados de convexidad 0 
---~----.-~--.---~.----.- ... -. ,---~, - ..----~ ---- ..~.~-,-~--.- ._---_.- -­
j:j~C!..rDJ.n_e!l~. 

Su~err.cie: Lisa, rugosa mate, brill ante. 
:--;-- --------- ...--t--------------·-~-·--..··--- ----,,­

lJ3orde: Los bordes de las'colonias presentan.diferentes tipos de acuerdo a la 

especie a estudiar asi: Liso, ondulado, dentado, rizoide. --..------~------,~~,----

C~l1s~tencia: Cremosa, viscosa, granulada. 
-~.--:--_"'~ .........~..___. _ ... ___'_ - .-' -_._, _ __._4_.'_'__~_·_. __ "_. _~_ 


Desarrollo de un medio de cultivo liquido: Se 'observa el crecimientQ.--._-----_. 
microbiano con base a la cantidad de desarrollo ya seaescaso, moderado 0 
~ . . - -~..--­

abundante; distribuci6n del desarrollo en el' caldo' unif6rmente distribuido 
-~- ..- ....~.....----.- -_.__._----_..... ..­

(turbiedad uniforme). Desarrollo confinado a la superficie del caldo a traves 
~.---.,---- ............-.. " -----~-----

de la formaci6n de pelicula membranosa 0 lisa, en supei-ficie, formaci6n de 
---:-------~---.-~--. - - ~---.- '--.-~,---- - -~------ ..---,--------------~-,--------~---
floculos, anillos,' 0 que aeumule como sedimentos. (Figura 6.12.) 
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~aci6n: Una de las caracteristicas mas notables 
~'''~~--

!n en algunas especiesproductores de pigm~ntos. 

ido dentro'de las celulas de manera que la masa 
tras__D'.!~'---.=.-·=-·'=--=-.::;::::;--:::;;:·----;:::;;..--~~I pigmentos es 

, minar si el color 
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I 

(a) (b) (c) 

Figura 6.12. Desarrollo de colonias en medio liquido 

(a) en superficie, (b) sedimentos, (c) en fl6culos 

Capacidad para emulsionarse: ~,g~r:!~~U~_~c::>J9IJja~_pueden formar suspensi6n 
~-~, ----.~,,----.-, .-....--.~~-~---... - --."-----~•• --~ _ -,,----.~-~-"~ ~ -"<"" -.--,,~ ~--.----'--~--

turbia uniforme; 0 suspensi6n granular en agua, otras no se emulsionan . 
._~~~,~ _ ....e.'._ ~~'_""__ .. ,_;.,',._ ,. _ _ •...,..... __ '. " ., ~ . ___ __.. ,,~ •~,~ "_.,~ ~_ 

La presencia 0 ausencia de olor se detecta comparando con los olores 

conocidos; como ?i?f naus:abundo, olor_~~idg,putrido oJmp.~~~~pl!!?J~_~_Q~.!:..e 

otros. 

Desarrollo del medio de cultivo semis6lido: Crecimiento a 10 largo de la 

I 
________ _ _ __ ____ .__ __ ___...... w ____ r_ _____~_w~_!-_ ~~ ~ .""'""""--~ ~ .,_~_ _,_~, ~_ .- • _____ .. ___ __"_ 

linea de inoculaci6n que puede ser Iimitado a la zona de picadura 0 
w ~___ '_","___ ~." • ,,~_ ,. ~ "" ••• __~~_.+4.-.,_ .-", • ---.__ 

extenderse mas alia de la picadura. (Figura 6.13) 

I 
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Actividades 

Observar las caracteristicas de crecimiento en ca 

. 
~""~,! ...~'~\ 

(a) (b) 

6.13~·· Desarrollo de una colonia en un medio semis6lido 

(a)inm6vil,(b)m6vil 

Desarrollo del mediode cultivo. s6lido en bisel 

En la figura6:14, se observan las caracteristicas de crecimiento en un medio 
- .... -. ,,--~.----,-.....---. 

de cultivo solido en bisel. , 

"it , 

ESPARCIOO 

.r... .1 

lii\ %~\ 
I ~,' 

'f;;: f ~.".{ \ .', ' :,"J
~~'~ \.~~:S:/' 

RIlOlDE AIt:lORESCENTE 

Figura 6.14. Desarrollo de un cultivo en un medio s6lido 
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,q1-1 b~lJ-~~~~ \ . 

recimiento en un medio 

ESPARCIDO 

,Iio s6lido 

Manual de Mlcroblo/ogia Olga Ines Montoya Campuzano' 

Actividades 


Observar las caracteristicas de crecimiento en cada uno de los metodos de 


siembra. 


Cual metodo de siembra en caja de petri considera mejor y por que? 
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pRACTICA 7 

RECUENTO DE MICROORGANISMOS 

, 
M.JI7ual de MlcTobloiog/a 

.. 
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Se puede considerar este metodo indirect~deb 

celulas, puede dar origen\a una COlo~j~:'~po'r '10 ~ 
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, , 
INTRODUCCl6N .' 

EI numero de microorganismos en una muestra (agua, suelo, aire, alimento entre 

otros), es un parametro importante porque permite evaluar la calidad microbiana 

de esta. Los metodos mas emp\eados son: Numero Mas Probable (N.M.P.), 

Recuento en Placa, turbidimetria, Conteo Directo al microscopio, que tiene la 

desventaja que incluye celulas muertas y vivas a no ser que se utilice una tincion . 	 ' 

especial. 

En esta practica, se tend ran en cuenta dos metodos: e\ Metodo de Recuento en 

Placa y el de Tubos Multiples de Fermentacion (NMP). 

OBJETIVOS 

1. 	 Practicar los diferentes metodos de recuento de microorganismos. 

2. 	 Detectar la presencia de coliformes y enterococos, utilizando la tecnica del 

Numero Mas Probable. (Tubos multiples de fermentacion). 

RECUENTO EN PLACA 

Este metodo esta b~sado en la ~~1~ci~r.1,::~~OIiG8 de que a partir de una celula 
'" -, ".-, ......-' 	 , 

bacteriana se origina una," colonia. Se tomara una cantidad de muestra 

representativa que sera 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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PRACTICA 7 

UENTO DE MICROORGANISMOS 
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Se puede considerar este metodo I indirecl9 debldo a que una agrupaci6n de 
\ 	 , ',' " , ' " ';',' ,,' -- > 

celulas,puede dar origen\a'ima cOlom~~"~-Por 10 anterior, el ;imer~"de colonias 
~~,= ....«-'-.."'". '" -"'-C',-::'~::~ -:;~';:'''_J~''-'' -_._--	 , 

co~_adas p,uecje ser rT1E!not qU~1 numero real de celulas Indivlduales presentes 0 

algunas b_acleri~S no son' capaCfi-~de ror~a, r colonias visibles bajo las condiciones 

, empleadas en el procedlm lerno ormal debldo a danos fiSjOIOglco~ ocaslonados 

por condiciones ambientales '~~Lec"u~dasl po~a disponibllldad d,e nutrlentes, 0 

presencia de algunos t6xlc~s,-;:ernr~ olros. ' 
, \ r ., 


.. / 


MATERIALES Y METODOS 

• 	 Tubos de ensayo con 9 mt de agua peptonad'a al 0.1% PN para las dilucio'nes. 

• 	 Cajas de petri e~teriles vac/as. _ 

• Cajas de petri con Agar Plate Count (PC) 0 Agar Nutritivo. 


.- Pipelas esleriles de1 ml. 


• 	 Esp~tulas de, Digrasky. 

• Muestras por analizar. 

-. Cuenla colonias 

PROCEDIMIENTO 

• 	 A cada dos estudiantes se les entregaran cuatro lubos de ensayo, cada unQ 


c~m 9 ml. de agua peptonada al 0.1 % PN. 


• 	 Homogeneizar la mueslra mez,clandola cUidadosamente, invirtiendo varias 


veces el recipiente q~e la contenga, a fin de tener uniformidad. 


• 	 Hacer diluciones 10 1 - 10 2 -10 3 dependie ndo del origen de la m ueslra a 


analizar. 


• 	 Tomar con una pipela esteril, 1 ml. de la mueslra y pasar a/ primer tubo (Tubo 
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1) de ensayo con 9 ml. de agua peptonada al 0.1% PN. (diluci6n 101
). 

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

• 	 Agitar, el tubo en vortex 0 normal mente. 

• 	 Inocular en la cajas de petri vacias as!: 

~'o/t~etodo en Profundidad 

• 	 Llevar por separado 1 ml. de cada diluci6n a la caja de petri 

• 	 Verter 20 ml. de agar Cuenta Germenes 0 Nutritivo Temperado a 45°C. 

• 	 Mezclar, con 4 movimientos circulares suaves en la direcci6n de las agujas 

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

la muestra. 

• 	 Oejar enfriar el Agar hasta que solidifique 

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

Metodo en Superficie 


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


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

• 	 Verter por separado sobre el agar en cada caja de petri, respectivamente. 

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


circulares, hasta que se agote la muestra. 


• 	 Incubar las cajas, invertidas a 37°C durante24-48 horas. 

Nota: La espatula se esteriliza pasando por alcohol absoluto y f1ameandola. Se 

enfrra y se utiliza 
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~e agua peptonada al 0.1% PN. (dilueion 101). 
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Figura 7.1. Recuento de microorganismos (metodo de las diluciones) 

EI NMP se llama el metodo de los Tubos Multiples de Fermentaeion, porque se 

apreeia la capaeidad que tiene el microorganismo de fermentar un earbohidrato. 
-----.-------,-~----.-~~-- .••~.---~-- ~".-. '-'-'.•.- ". - «. '~'-'-"'--"-~ .......... 


Se eonsidera que la prueba es.~sitiv~ euando la bacteria fermenta el earbohidrato 

de estudio produeiendo gas 0 turbidez . 
. -...."'..~~ ••.•"".''','.,;~~--:t:.~;.:;'''~ 

Este'metodo se basa en las leyes de probabilidades, obteniendose estimaeion del 

numero de baeterias 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 Materiales 

Coliformes Totales y E. coli, Enterococos, Pseudomonas, Clostridium entre otros, 
• 9 tub'­

cambiando sola mente los medias de cultivos. Asi, can caldo Lauril Sulfato, Caldo -r ­Lact 
~c)-:> lBrila, Caldo Lactosado se determinan los Coliformes y E. coli, el caldo cetrimide se conc 2 3)(')usa para Pseudomonas; Clostridium en el caldo SPS y los enterococos en los 

I • Cam 
Ccaldos: Glucosa azida y Purpura de Bromocresol azida. 2. 'SC 

• Tubal 

• Tuba 
EI NMP de coliformes y E. coli, ha sido el metoda mas utilizado en analisis 

• Pipet
microbiol6gicos de rutina en alimentos yagua. Para su determinaci6n existen dos . I 

• CaJas,
metodas el clasico y el rapido. EI metoda clasico se realiza en cuatro fases 

• Asasdiferentes: Presuntiva, Confirmativa, Completa' y el Test de Mackenzie, para dar el 
• Mechresultado se demora de 3 a 5 dias. En cambia, en el metoda rapido se hace en 
• PariuEuna fase y se observan los resultados a las 24 horas. 
• Mues~ 

EI Metodo Cilisico prOC8di1 
La Prueba Presuntiva consiste en recuperar los microorganismos, inoculandolos 

Prueba P 
en un caldo lactosado, que se caracteriza par ser un media de enriquecimiento. 

campana
Can la Prueba Conflrmativa se ratifica la presencia de los Coliformes, se inoculan 

I 

los tubas positivos de la prueba presuntiva en un media de cultivo selectivo Caldo . I • 	3 tu~oi' 
6 tubo~Lactosado Verde Bilis Brillante (BRILA) . En la Prueba Completa se di~encia las I • 

lI '~'--I • prepa]colonias de coliformes totales cuando se inoculan en un media de cultivo !
! • 'Tomardiferencial como es el Agar EMB (Eosina Azul de Metileno). En el Test de 

• DeposiMackenzie se diferencian los Coliformes Totales y E. coli utilizando en un media 


de cultivo diferencial como es el caldo Eijkman que contiene Lactosa y Triptofano, ! • Tomar'
I 	 I' 
! 
f 

incubados a una temperatura de 44.5 °C; los Coliformes Totales aunque 	 contien,! 
• Tomar ( 

cambia la E. coli si 10 hace. 

fermentan la Lactosa y producen Indol no 10 pueden hacer a esa temperatura, en 

.restanti 
• Agitar sl 

muestrl 
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~p 	de diferentes especies de microorganismos como 
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Materiales 

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

Lactosado con doble concentraci6n. 6 tubos con 9 ml. de Caldo Lactosado de 

concentraci6n sencilla .. 

• 	 . Campanas de Durham 

• 	 Tubos con Caldo Brilla 

• Tubos con' Caldo Ejjkman 

• Pipetas de 10ml. Sml. 1 ml. 

• 	 Cajas de petri con Agar EMB 

• 	 Asas 

• 	 Mecheros 

• 	 Pariuelos desechables 

• 	 Muestra analizar 

Procedimiento 

Prueba Presuntiva: Se hace con nueve (9) tubos con Caldo Lactosado, mas 

campan~ de Durham introducida en el tubo en forma invertida. dispuestos asi: 

• 	 3 tLibos con 10 ml. con Caldo Lactosado de doble concentraci6n. 

• 	 6 tubos con 9 ml. con Cal do Lactosado de la preparaci6n inicial 

• 	 Pr~parar el homogeneizado de la muestra. 

• 	 Tomar 10 ml. de la muestra ml. 

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

• 	 Tomar 3 ml. de la muestra y depositar de a 1 ml. en cada uno de los tubos que 

contiene9 ml. del medio de cultivo.. 

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

restantes, con 9 mi. del medio de cultivo 

• 	 Agitar suavemente los tubos para asegurar una buena homogeneizacion de la 

muestra con el.medio de cultivo. 
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• 	 Registrar como tubas positivos, los que presenten gas en la campana de I
Durham. Can estos tubas positivos se busca el numero de Coliformes Totales 


en la tabla del NMP. 
 I 
[ . 

Prueba Completa: Se realiza esta prueba a todos los tubas que dieron positivos I 
en la prueba completa. 

• 	 Tomar una caja de petri con Agar EMB y divida la base de la caja en 5 a6 I 
partes, can lapiz vidriograff, segun los tubas positivos que hayan dado, i 

• 	 Marcar en cada parte con el tuba respectivo, 

• 	 Inocular par metoda clasico cada tuba positivo en la parte correspondiente. 

I res I no )• 	 Incubar a 37°e durante 24 - 48 horas. i 

f~ 
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• 	 Incubar a37 °C. durante 24 - 48 horas. 

• 	 Leer a las 24 horas, los tubas cuidadosamente. 

• 	 Reportar como positivo cada tuba que presente gas en la Campana de Durham 

• 	 Reincubar par otras 24 horas si no hay produccion de gas. 

• 	 Examinar de nuevo para observar presencia de gas. 

• 	 Remitir directamente a la prueba confirmativa todo tuba positivo. 

• 	 Descartar los tubas, si despues de las 48 horas siguen siendo negativos .. 

• 	 Reportar la prueba presuntiva como negativa. 

Prueba ~onfirmativa: Se realiza esta prueba a todos los tubes positivos en la, 

prueba presuntiva. 

• 	 Tomar un ml. de cada uno de los tubas positivos can Cal~o Lactosado, par 

separado inocular en cada uno de los respectivos tubas con 9 ml. de Brilla', 

• 	 Incubar a 37 °e. durante 24 - 48 horas. 

• 	 Observar en los tubas can Caldo Brilla la produccion de gas en la campana de 

Durham. 

'Manual de Microbiologfa 

• 	 Observar la formacion de colonias tfpicas de coli 

briIJante. 
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• 	 ·Observar la formaci6n de colonias tipicas de coliformes, que son de color verde 

brillante. 

Test de Mackenzy 

• Tomar con un asa la colonia representativa de lacaja de petri con Agar EMB. 

.' Inocular en un tubo con Galdo Eijkman. 

• Incubar a 44.5 °G. durante 24-48 horas. 

.• ' Observar a cada tube con Galdo Eijkman producci6n de gas. 

, • Adicionar 5, gotas de Reactivo de Kovac's 

• 	 , Observar aquellos tubos con produccion de gas y anillo rojo (indol po~itivo) 

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

EI NMP de Enterococos se realiza en dos fases: en la primera se utilizan 9 tubos 


con Galdo Glucosa Azida distribuidos de la siguiente manera : 


3 tubos con 10 ml. de Galdo Glucosa Azida de doble concentraci6n. 


6 tubos con 9 ml. de Galdo Glucosa Azida de concentracion sencilla .. 


Se pro cede a inocular la muestra de igual manera que en el NMP de Goliformes, 


se incuba a 37 aG durante 24 a 48 horas. 


Los tubos que presentan turbidez. se inoculan de a 1 ml. en caldo purpura 


Bromocresol se incuba a 37 aG. durante 24 a 48 horas, los Enterococos se 


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


Para los resultados pro ceder a mirar en la tabla del NMP. 
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esto es posible porque el medio presenta dos sustn 

. 5-bromo-4cloro-3-indolil-B-D galactopiranosido ( X:~ 

4- melilumbe i eol",1?-O-o"·"-...-"-' 

I . \. Y l)<:"l(r031 
I 

?-c)0 c.. .' gq0· 2­
2 '?/0 (Xf· 

t 

2 S c V)~~ 
\ 

\ 
Figura 7.2. Numero Mas'Probable 

I . 

\. 

Posltivo Positivo 

Figura 7.3. Resultados en la prueba NMP 

Metodo Rapido 

Es un metodo en el que se utiliza el mediode CultivoLMX que cOt:1tiene 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 Grar:n Positivas. 

Este medio facilita la identificacion simultanea de Coliformes Totales y E. coli , 
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esto es posible porque el medio presenta dos sustratos: Un sustrato cromogenico 


5-bromo-4cloro-3-indolil-B-D galactopiran6sido ( X-GAL) y el sustrato f1uorogenico 


4- metilumbeliferil-B-D glucuronido (MUG). EI XGAL reacciona especlficamente 


con la enzima 13 -Galactosidasa dando un color verdeazul, esta enzima se 


encuentra tanto en Coliformes Totales como en E coli. EI MUG reacciona con la 


enzima 13- D-Glucoronidasa, dan do un compuesto fluorescente a la luz ultravioleta 


de 360. nm; esta enzima solo esta presente en la Ecoli. EI medio de cultivo 


. tambien tiene incluido .. tript6fano, sustrato que utiliza el microorganismo para 


producir indol. 

Materiales 

• 	 9 Tubos con 10 ml. de Caldo LMX 

• 	 Reactivo de Kovac's 

• 	 Lampara de Luz Ultravioleta 360 nm 

• 	 Pipetas .1. ml. 

• 	 Papel desechable 

• 	 Cinta de enmascar 

• 	 Mechero 

• 	 Muestra analizar. 

PROCEDIMIENTO 

• 	 Preparar las diluciones 101 _102 
- 103 de la muestra a analizar. 

• 	 Pipetear1ml de la ·diluci6n 101, inocular a los tres primeros tubos con Galdo 

LMX. 

• 	 Pipetear 1 ml de la diluci6n 102 , inocular en 3 tubos que contienen el Galdo 

Fluorocult LMX. 

• 	 Pipetear 1mlde Is diluci6n 103
, inocular en los 3 tubos restantescon el Galdo 

Fluorocult LMX. 
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• 	 Homogeneizar cada tubo 10 veces. 

• 	 Incubar a37 °C. durante 24 horas .. 

• 	 Observar, en lostubos con Caldo LMX cambio de color de amarillo a verde 

azul, son considerados positiv~s para Coliformes Totales. 

• 	 Tomar los tubos positiv~s para Coliformes Totales. 

• 	 . Revelar en cuarto oscuro con la lampara de luz ultravioleta. 

• 	 Observar f1uorescencia. A estos tubos positiv~s 

•., Agregar 0.2 ml del reactivo de K~vacs, agitar suavemente. 

• 	 Observar la aparici6n de un anillo de color rojo en la superficie de la capa 

alcoh6lica. Positivo para Indol. 

NOTA: Considerar como E. coli: 


Tubos de 'color verde - azul ,presencia de f1uorescencia y anillo de color rojo. 


Anotar el numero de tubos confirmados como positivo de organismos coliformes 


totales por diluci6n. Ejemplo: 

De la diluci6n 101 contamos 3 tubos (+) 

De la diluci6n 102 contamos 2 tubos (+) 

De la diluci6n 103 contamos 1 tubos (+) 

En la tabla del NMP, ubicamos el resLiltado 

resultado de 150 Coliformes Totales {gr. 0 ml. 

obtenido 3-2-1 y obtenemos el 

De esta manera en 24 horas confirmamos E. coli por el color verde, fluorescencia 

e indol positiv~ y Coliformes T otales por el color verde. ., 

Actividades 


Anotar el Numero Mas Probable de coliformes fecales y'E. coli por diluci6n. 


Buscar en la tabla del NMP anotar el resultado correspondiente. 
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) 10veces., ' Tabla 1. Numero Mas Probable. 
124 horas. ,', 


Son 'Caldo ,LMX cambio de color, de amarillo a verde 


:ositivos para Coliformes Totales.'" 


f para Coliformes Totales. ' 


~n~a lampars d~LUzu'tr~'T 

~3~ .. ,
Iz.D - \uperfiCie de la capa 

\ qqq.., Lf CO ~ .) , 
~-

~. 

\ , , . ,I \, \de color rojo.qq ~I b?- I<:.~ r(> ~n .. 
'. anismos coliformes 
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de, fluorescencia 

iluci6n. 

,I----f 

i 

. 

I 

Combinaci6n de 3 Tubos por diluci6n 
positivas 

95% de confiabilidad(limitesl 
,NMP en 100 ml Bajo Alto 

/' 0-0-0 <3 0 0 
111 0-0-1 <3 0.5 9 
'/1 0-1-0 3 0.5 13 
II 0-2-0 3 0.5 13 I 

PI 1-0-0 4 0.5 20 I 

/I' 1-0-1 7 1 21 I 

1-1-0 7 1 23 
1-1-1 11 - 3 36 
1-2-0 11 3 36 
2-0-0 9' 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 

.. 3-0-1 39 7 130 
3-0-2 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 
3-2-2 210 35 470 

" 3-3-0 240 36 1300 
3-3-1 460 71 2400 
3-3;.2 \ 1100 150 4800 . 
3-3-3 >2400 150 ,4800 
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pRACTICA 8 


ESTUDIO DE LAS CARACTERisTICAS BIOQlIiMICAS 


DE LOS MICROORGANISMOS 


INTRODUCCI6N 

EI estudio. de las caracteristicas bioquimicas de los microorganismos 

constituye un aspecto importante para la clasificacion microbiana. ~ 

fundamento radica en la dotaci6n enzimatica bacteriana, visualizadaa traves -------_.-----_......----	 ----.., 
de la accian de las mismas, sobre determinados sustratos con agentes 

revel adores. 

Para observar las reacciones bioquimicas se utilizan diferentes agentes 

reveladores que permiten visualizarlas. A los medios de cultivo se ildicionan . 

indicadores de pH, sales de hierro, aminoacidos azufrados, entre otros. 
~" ~-_.______ ______.____ .____... ___ _____J__ _-._~~ ~ 

.OBJETIVOS 

Identificar diversos generos bacterianos de la familia Enterobacteriaceae, 

obserVando reacciones bioqufmicas en diferentes medios de cultivo. 

Detectar la presencia de algunas enzimas bacterianas a traves de la 

reacciones bioquimicas. 

MATERIALES 	 \ 
• 	 Cultivos bacterianos puros 

• 	 Medios de Cultivo: 

• 	 Tubos: con caldo glucosado, lactosado, sacarosado. 

Tubos con agar: SIM, Citrato, Urea, Kligler (KIA) 0 Triple Azucar Hierro 

(TSI), gelatina, Nitrato Movilidad. 

• 	 Cajas de petri con agar: almidan, sangre, caseina 
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Cajas de petri 

REACTIVOS' 
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. Cajas de petri 	 , . 

REACTIVOS· " 

• 8arrit:a naftoI5%-hidr6xido de potasio 40% 

• 	' Rojo de Metilo 

• Per6xido de Hidr6geno . 

• Plasma de conejo 

Fermentaci6n'de Carbohidratos 


Los diferentes Grupos de· microorganismos aer6bicos y anaerobios varian 


considerablemente en su capac/dad para·' desdoblar los carbohidratos, 


producien,do acidos y gas, solo acido pero no gas, 0 ni acido ni gas. 


La observaci6nde la respuesta bioquimica, se logre' gracias a la formaci6nl 


de burbujas, 'dentro'del agar 0 a los cambios de coloraci6n producidos a la 


variaci6n del pH, debido a un indicador presente en el medio de cultivo. 


~ada_grl!e?_~~ mi~~~~~Q~.l'1i~,rnos posee alta_~~p.~ci~~!da~H~9L~I.~.l:Jcstrato ~~ 

<!~~~_~l?la.' Un grupo de microorganismos puede ferm~[1t.ar~rL~~~car Y_!l<?_~D_ 
"'--'---~-' '-~ . . 

, 	isP~~~Q ..g~_el, que difiere s610 en la agrupaci6n de los atomos deH y de los 

grupos OH alrededor de los atomos de C: 

Las bacterias presentan cinco ~pos principales de fermentaci6n, las cuales 

dependeo de los productos formados, asi fermentaci6n: ~tan6lica, del acido 

!actico, del acido propionico, delgrupo coliformes y alcohol butilico. 
---"'-'7-;::--~-----;--'~~-----'-~' ----~..:..--.----~-.-~ ........."...,....," -.,- ........,~--------, ... ~ "'.~... -.....-.-- ..-------.,--~.-

Para observar la fermentacion del grupo coliformes se utilizael medio de 
~"~-~-..-.-~'~ .. -.-~,---~-"---""'~ -_._-­
cultivo Voges Proskauer. 

63 

'".,: 

, 	 . 



---------

----

Manual de M/croblologfa Olga Ines Montoya Campuzano 

Rojo de metilo I Voges Proskauer.(VP/RM) 
: f 

Estas dos pruebas se rea~~f3!lj~ntas en el mismo me~io~d~__c~lti~~~gue 

<?onti~Q~_~I?_~P.t~~~L9hJ~s~ en una concentracion no mayor a O.S%p/v, 

porque una cantidad'mayor puede interferir en la observacion de la reaccion. 

En arnbas pruebas, los microorganismos fermentan la glucosa, pero varia 
~~--~---- . _._d. __ .. ~~ _~-'--'----- -~- -- ,-...--------­

una de otra, en la forma en que 10 hacen; basado en la presencia de las 

enzimas relacionadas en el metabolismo del acido piruvico. 

La prueba de Rojo de Metilo, utiliza como indicador de pH el rojo de metilo, 
----.--~-.-- ..---.-.-,------...~--- ------- -. -. ----~ .. ~-.....,.. -- ~......~----,---

~L9ual tiene la propiedad de det~rminar la concentracion de tlidrogeniones- .. - -- ~---.-----. -
que seforman c:.tJ~Q9~_~rLor~!l_nismo ferme~ta la g~uco~.-9~?1 hacerlo . , . . 

se sintetizan una gran cantidad de acidos mixtos, como acido· lactico, 
-~-'-.-.----~,"--- --_..._-----. 
succinico y formico. _.... ---~.....--- ----,. 

Los organismos que producen estos acidos en concentraciones altas de ---------------.--- -. ~--.,-----.------~---~~.""-- --­

hidrogeniones de manera estable cuando son incubados bajo condiciones 

optimas d~ cultivo a 37°C/S dras y alhacer!~J~ajan ,~~H h~sta}4AJ son RojQ 

~Metilo Positiv~. ~os organis~~~ Rolo~~~~etiJ~~_~~~_ativ~_ tambieQ 

eroducen estos acidos, pero tinalmente s~ obtiene una concentracion menor 

de hidrogeniones, debido a que ellos continuan degradando -los acidos 
--....-.--~-,...... _.., ~-.---.-----.-----.--

Rroduciendo carbonatos y anhidrido carbonico; las protelnas las' degradan 
~-,-----.------ ..---' ---'--~-"-~-"----~.------'--""'".~- -----~-~" .', ~""~> ."--,-" -~. "'~~ --_....-':'": 

formando compuestos de amenia y simultaneamente sintetizan acetofna y 
,;'--"-~-'---~' --- <"- --.-,-~---.,~.-"'--"~.-~, .-' .-"~-"-.-~.¥- '~-'. ~ . -+ -. -'" -_._._----------._._------'----' ­

2.3 butanodiol. Todos estos productos de la fermentacion, contribuyen a que 
--.--.--,~,- --...--" 

el pH suba casi hasta la neutralidad; por 10 tanto cesa la produccion de 
. 

hidrogeniones y aumenta la concentracion· C02. Esta prueba se detecta a las -.- ----"--" -----,-,-------~~.-,-.---~'"-.--------- . ­
48 horas de incubacion, utilizando el reactivo de Barrit. Los microorganismos' 

\; ... -------.--~------ - ­

que sintetizan acetoina son Voges Proskauer Positivo. ..------------ ------ ------------­
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PROCEDIMIENTO 

• Inocular el microorganismo en 10 ml. de calc 

• Incubar a 37C 12448 horas. 
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,Proskauer.(VP/RM) 1, . , 


l~ali~~ilJ~r:!!~~e!l__~~~'!1~_~~dio de_~~ltivCLque 

p9s~ en una concentraci6n no mayor a 0.5%p/v, 

. --- ­
(or puede interferir en la observaci6n de la reaccion. 

!microorganismos fermentan la gluCosa, pero varia 

:. en que 10 -hac~~; basado en la-pr~se~~i;d~--'as
) --_._--.. _----. 
lei metabolismo del acido piruvico., . 
, 
) . . 

f~=yJlli?2=-~~-\~~~:' ~~~:~!~ 

~ cosa, po!gue~'-.b§lcerlo 

rf.. 'Q!f6\n como acido.:..Jac.,!!co! 
C\q1 , 
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PROCEDIMIENTO 

.. Inocular el microorganismo en 10 ml. de, caldo Voges Proskauer. 

• Incubar a 37C 124-48 horas. 

• Leer a las 48 horas I~ prueba de la acetoina (Voges Proskauer). 

• Tomar 5 ml. de cultivo microbiano. 

• Adicionar a un tubo de ensayo esteril. 

• Mezclar 0.3 ml. del reactivo de Barril. . 

• Observar a los 2 minutos la aparici6n de un color rojo. 

• Incubar nuevamente el medio de cultivo a 37 C 1120 horas. 

• Adicionar 3 gotas de reactivo rojo de metilo. 

• Observar la 'presenda :de eolorde tone naranja a rojo:, 

.~, / / / 

Agar hierrro de Kliger (KIA). triple azucar hierro (TSI) 
~-. 


Estos medios de cultivo son diferenciales. permiten comprobar la capacidad 
--.. .-------_.----_...-------- ._----=--­
gel, microorganismo .Rara desdoblar un carbohidratoespecffico en la 

__-'---___--- --~'"..... - ..-'" "'~_e" _~__._ " - ----... ' 

concentracion indicada,I~lucosa '0.1% p/v, s~~rosa;1% p/v 0"actosa1% ~ 
observandose finalmente cambio de color de rojo a amarillo, debido a la 
~-,-.----,-----~,--------'"----~---..*~".-.-'-----~.----".-~---~----, ~ - ) . 

presencia del indicador de pH [ojo de f~I]..QLy3~resencia 0 no de gas. Estos --- --~----~~.,,---.--

. medios se diferencian entre sf porque en el TSI estan Rresente los tres 
. , ~~--~--.------'-.- ---.~'---

9:§(bohidratosy el KIA so 1.0 ,contieneglucosa y lactosa. 
, .-~.--,---- -'~-'-------..:...----,-.-------- --,~ 

'.. . 
l

Igualmente/con esta prueba es posible determinar produccion de acidO' 

_sulfidri~ cuando el microorganismo desdobla el tiosulfato de sodio para 


, reaccionar con las sales de citrato ferrico de amonio produciendo una 
r
coloraci6n negra. .. ­

t 
Interpretacion de resultados. 

KlK: No hay desdoblamiento de ningun carbohidrato, no hay producci6n de 

acido sulffdrico. 
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KiA:" Desdoblamiento de glucosa pero no de lactosa, no hay producci6n de 

Gas. 

KIA+: Desdoblamie~to de glucosa pero no de ladosa y producci6n de gas. 

AlA: Desdoblamiento de glucosa y lactosa. 

H2S: Producci6n de acido sulffdrico. 
. 

Nota: Todas las Enterobacterias desdoblan la Glucosa, s610 ias del grupo 
{ Coliforme desdoblan glucosa y lactosa 

Lisina Oescarboxilasa (LlA) 


Esta enzima es del tipo adaptativa 0 inducida porque ~ita de la' 


presencia del sustrato Iisina para poder sintetizarse, pero el medio debe estar 

. ~"--~-.. -----,.. -'7-";"'-''''--''- -~.-. - ~ -<--w"_ __ ---~..... --~,- t-' ,--~.-.-

acido para que la enzima pueda actuar· sobre el grupo carboxilo,-_._.. _......•._.- ....._-._-......- .... - _.... _.__....__._---­
trasforrnandolo en cadaverina (amina) + C02. Estos productosalcali~!zan el 
--.--~'---,-..... ---~--~-----------~-- ...... ~.- ------~-.--------- . , . -,-_.­
m~dio: 

La cadaverina es estable en condiciones anaerobias y se produce en 

presencia de una coenzima el fosfato de piridoxal. Este proceso es
{ 

irreversible, 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 
~ - ~ f" 

enzima actua sobre el sustrato se observa un color violeta en el medio de 

cultivo. 

Los tubos positivos deben dar KlK + H2S: descarboxil6 la lisina y produjo 
- . 

acido sulfidrico, 0KlK. 

.. 
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Utiliz,aci6n del Citrato de Sodio 
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61ucosa pero no de lactosa, no hay producci6n de 
I . . 
II ..... , 
,glucosa pero no de lactosa y producci6n de gas. 
: . 
;;Jlucosa y lactosa. 
, 

ls'ulffdrico. 
-'"-~~ 

\18S del grupo 
I 

qq1 'Y:.. 'qCf6,Z'i 

'l\ '--'_ 0 q~be estar 

aq1-1 ~/)- Y-JJlrP~~~. ~~, 
\ calinizan el ..._-_.,-­

oduce en 
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,Utiliz,aci6n del Citrato de Sodio 

Algunos microorganismos ,h,eterotroficos, pueden crecer y multiplicarse en un 

medio inorganico, que contiene Citrato. de ,Sodio como (mica fuente de 

Carbono y mediante la enzima Citritasa, pueden 'desdoblar la fuente y as! 

ingresar al Cicio de Kreb's. , 

EI Citrato de Simon's es un medio de color verde, cuyo il1dicador de pH es el i} 
,azul de bromotimol que permite evaluar, cuando la bacteria utiliza el citrato, 

tornandose el medio de color azul intenso. . 

La prueba es positiva c!,Jando se observa en el tubo de ensayo el fondo verdei 

y enel bisel azulPrusia, 0 solamente cuando el microorganismo crece;- J 

J'!:QcJucci6nde Indol- Acido Sulfurico y Movilidad ..'>'U,\ 
EI Agar §IM, proporciona fuentes necesaria para determinarla caeacid.?ld,de_ • 

un microo~g~ismo~ear~A.p!9du9lr: !~~~,~)~~cido Sulfhfdrico. Adicionalmente, 

permite ~~l!:Jar si la baCteria es m6vil 0 ~. 

Producci6n de Indol: Los microorganismos producen ,Indol a partir de la l 
oxidaci6n del tript6fano por la acci6n de la enzima triptofanasa; 10 cual puede \ 

ser detectado agregando 0.5 ml, del reactivo de Kovac's al medio donde 

crecen las bacterias. La funci6n del reactivo es reaccionar con el Indol y 

producir un anillo rojo en la sLiperficie del agar. 

Producci6n de acido sulfidrico (sulfuro de hidr6geno): alg!:JI'J()§ 

microolg_anisr:!lc>'s.. p>~~q~rL._de~2Q.~~i_L'?~__'§!D.LQg~9!dos azufrados como 

~!~te!na~ cistina y metionina, Up~r§r:ldo> ~ulfuro _Q~ b!~r6g~no que es el 

producto mas reducido del azufre. 
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Para observar la producci6n del gas H2S al .. medio debe contener., sales, de 
," 	 -------~----.. ....:-. 

, metales;:Resadq~ como Hi~rro, Nrquel, .Cobalto, Bismuto o"Plomo,gue al 

reaccionar con este forman un precipitado negro. 
~--~~-. ·t---:.._-,·_··· 	 ­

, J-/lS' 

Movilidad: se observa por la aparici6n de un velo blanco difuso alrededor de 
.. 	 -, - - .--~- -' ---''''i'-~''----- -'-~'~-~------'--- '--' ,.~ 

la linea de inoculaci6n. Cuando la bacteria es productora de H2S se dificulta 
--.-~"--,------" 	 --------..!.----~-~-.--

la lectura ~~J~_rTl~~!li~ad, por 10' tanto, se recomienda sembrar en un agar
--'-'-_. ' , -"1 

blando.. 

Reducci6n de los Nitratos Cp 
',La reducci6n de nitratos incluye a todos los procesos en los que el NitratO..§!3 

" 	 '-----.------ .. 

(	~~9~~~...§_!!ltlito,-Y.. en algunos casos puede lIegar hasta Nitr6g~molecular. 

La de las bacterias aerobias facultativas reducen nitratos en fo'rma 

anaer6bica. 

Para est a prueba· se recomienda un· medio . semis6lido como el nitrato 

que contenga ~ntre O.~ y 0.4% de agar-agar, el cual,favorece lareproducci¢m 

d~_.~icroorganismo, permite la movilidad' bacterian~~-d~~~d~ rapidamente I~ 
.- -- --.-~<--~.. ~"".-.--,--~~.-.~,...I.~--.-~ "~"__.....'''' __"..____.___ ._. _, . _____..___._.. _.__.__._~.. ___ "r__~ .,..._~--,-"__ ___. 	 _ ,,-w_______ 

nutrientes y productos de desecho, aumentando las actividadas reductoras -,------ ------..,~-.-----"~...---'-'- .. ,--".:: " -~--~---.-....,........ ~-,--.......:.---.---.-...... -~,--.-~ 


de un organismo. La pruebaes positiva cuando al adicionar el reactivo de 
-'--.--~~--~~---.~*-...--~-.-.--'-----.-----.---~....~-

·Griess se forma un anillo rojo en la superficie del.medio. 
, 	 _ ,_ _____ ........ __ ... _,..,._ ...'-.,_____, ., _____, v • ".L___ ."_.__'___ ­~ ,~. ~" '_~_""'"' ~ 	 ~_A____ 

Descomposici6n de la Urea ~~ . 

La, . Urea es una carba~ida del acido carb6nico que es hidrolizada por la 

~nzimaureasa. EI medio'de cultivo ,urea contiene como indicador de pH el 

I Rojo de Met~lo, au cambio de color de rosa palido a fucsia permite observar si
I 

la reacci6n es positiva.
l' . 
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Licuefacci6n de la Gelatina 

La gelatina es una proteina obtenidapor la hidrc 

en los tendones y cartilagos. Cuando ·se dii 

utilizada por aquellos microorganismos"que pOi 

gelatinasa dando lugar a su licuefaccion. 
~~~-
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::i6n del gas H2S eLmedio'debe contener, sales de 
I '---'--' __ 

Hif?rro, Nfquel, ..Cobalto,· BismutooPlomo, gue al 

~n un precipitado negro. 
t " ... .~. .~ 

los que el Nitrato se 
~-- - . .........::::_-._--... 

n nitratos Em forma 

. "~ 0 el agar nitrato 

',\e, la reproduccipn------'- ­, 

rapidamente los 
-~--..-~------- ~ 

'ades reductoras 
\;-;-;~ 

( -~ 

Licuefacci6n de la Gelatina 

La gelatina es una protelna obtenidapor la hidr6lisis del Colageno presente ' 

en los tendones ycartflagos. Cuando se disuelve en agua puede ser 

utilizada por aquellos microorganismos 'que pose en la \~rlzTrru;-extrac~'Ulali 
gelatinasa dando lugar a su Iicuefacci6n. 

Para una mejor observaci6n, se emplean medios de cultivo que no sean ricos 
~.. ---.~ 

en Carbohidratos'fermentables,' porg~e est9s__ inhiben la acci6n " de .~ 

gelatinas.§. EI cloruro de: mercurio 5..lJ.Qlimado (HgCI2); se adiciona sobre la 
~ ~------- ------- - ---,­
superficie del agar_y la formaci6n de.J!!lhalo blan~<;Lalrededor del ~ecim!~to 

~lan~ca que la pruebaes RQ~; 

Para evitar utilizar el reactivo anterior, dada su toxicidad, la prueba se realiza 
'~'-~--- - ---'~--- ..-----~~--..---. ---.. 

qJr~9t~me_I]!~.;_eJl. tubo_g~_Ems.ClYQ.._~L.9..uaL~_IIlj.~JJf3_12%_~g~~~~~_X,~ 

Iicuefacci6n aparece desp-uesde24 horas de incubaci6n, sin quelareacci6n
-~~-.------------.---,....<------- ------.. .-.---- --..-~-----,.-~~-...... ----."..-.----­
revierte aun, cuando el,medio perma"nezca refrigerado a 4°C, durante por 10 

menos 3 horas .. 

Hidr6lisis de la Casefna?'1 

L~ caseina, esunafosfoprotein~,constituyente prinCipal de la leche. Algunos 

microorganismosson, capaces de hidrolizarla .mediantela casefnasa (enzi~a 

extracelular), convirtiendola me~iante el proceso de peptonizaei6n en un .. 
compuesto soluble. Utilizando ,el Agar Leche y la adici6n del acido acetico a/ . 

3%,se visualiza la formaci6n de un halo alrededor de la colonia, si, /a 

reacci6n es positiva. 

Hidr6lisis del Almid6n '\ Gy;).,te'10 
\\'") 

EI, almid6n, ' es , un .' polisacarido de origen vegetal__gue__~g~nos--.-.---.-.-'----:--'-.--.... --------~.-~~-------'------- -'-- ~~-- .._--­-
microorganismos hidrolizan pOf" medio de. una enzima extracelular IIamada ..... -~----""..'" "---~--,-.-....~-~--.:.--...------~ -.-.-----~ ---.---....~ ~~.""""-~--~-- ..-~-.#""'------------- ....-
Amilasa (diatasa), . La amilasa desdobla el almid6n hasta formar M~ttQ~_a 
_. . -"~. '. ~ -~----.-.. --- ~---....-~...... ,-"----~----------.. ~--
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soluble, la cual puede penetrar al interior de la celula,' donde es utilizada---- ------.-.' 

.con:l2}uente de carbono para el proceso respiratorio. EI revelador empleado 
-----' --·~---~-'-"""'_W"~-".!-----r"_-·""'·'~~ -.-~..- .. - .- ....".--~--~.~.'--.. ---------­

en esta, prueba es_~L~~do, ya qUEU~I' reaccionar co,! el ~Imig~f!roduce,un 
\ '-"" ~,.- .•-~-.--.-..-----"--~ 4 

~r oscurQ. Si alrededor de la colonia se forma un halo, no coloreado ~ 
-----=----.--~--,-,----.,--,---.-------

considera la prueba positiva. 
---.----'---~----------

,Hem6lisis de La Sangre 

,Se utiliza el. Agar ,Sangre para observar como algunos microorganismos 
-'-'~--'--~-"--'.-- -----~-.-.~- >~-.. 

patogenos producen hemolisinas extracelulares, que tienenla propiedad de 
,,..- .. ~~.' -~',.",.- -'~ ..~-,~,----~..--"-.~.~- ..-~-~.~~.------

,destruir ,Ia hemoglobina y producir el dari0ge los· globulos, rojos. La 
-'. ~~--._---­

formacion de un halo transparente alrededor de la colonia, indica la hemolisis 
--------_•• ____ .~_ .._ _ _'.. A_''''__ ._--_.~.~_._, ___~_~--"'-------·- -- ­

a de la cadena a de la hemoglobina; y la ~~arici9n...9~~UJ!l.halo tr.?ns~ 
-"--"'-'~--'"--.-~,.-.. - " ,-,-,.--.~---------- --~, --....-- ­

verdoso, hemolisis pde lacadena Pde la hemoglobina. Dada esta cualidad, 
'-~." "'~ "'- ' •. ', ~-,--.....-.... ~-~ -,,.~- ".~---.,#'~ ­

los microorganismos pueden clasificarse como a 0 P hemoliticos. ~ 

denominan 0 hemolfticos aquellos que no producen hemolisis. 
----------,-----------.~--- ..-.--~..----

Prueba de la Coagulas~ I' 

! 
\ Existen microorganismos patogenos, como el Staphylococcus aureus que 

sintetizan la enz.im~ coagulasa, induciendo la coagulacion del plasmc.t~· par.a 

esta prueba, se emplea plasma des'fibrinado de conejo 0 de humanos, a los 

cuales se Ie ha adicionadolcTfratoCiesoc:!@1 como anticoagulante. " :' 

EI microorganismo a evaluar debe cultivarse primero en Caldo Cerebro 
-~------~-------.----~- -.--.. -.----~.- --...----~----."---~--.-,,.--.---" ---~--.--

Corazon y despues, debe inocularse en el plasma a 37°C en bario Maria. La 
------------,----.----.-,---.~__ ~ e~______.. ---~---.-,,-.---~--.. ---.______ • __ ._ •• _ • - ••~.-____• ________~_ 

lectura se hace durante un tiempo que no exceda las 8 horas. La formacion 

de coagulo, indica prueba positiva. 
,--~-....----.,--------:-~~---.-~--.~.~ ..-­

j
La "prueba de la coagulasa puede hacerse en un tubo de ensayo que 

con~enga 0.5ml de plasma, al cual se Ie adiciona 0.5 ml del' cultivo en Caldo 

Cerebro Corazon (BHI). Si la prueba se realiza enportaobjetos, se debe 
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agregar una gota de plasma sobre uri inocula pI 

Corazon. "\ 

Prueba de la Cat~asa: I 2­
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agregar una gota de plasma sobre uri inoculo proveniente de Caldo Cerebro~ 
Corazon. --, 

... 
Prueba de la Catalasa: ) 2­

La Catalasa: esuna hemoproteina que 'al desdoblar el peroxido de hidrogeno ~ 

u oxidar los substratos secundarios retiene su estado oxidado. EI peroxido de 

hidrogeno no es un producto final de la descomposici6n oxidativa de los 

carbohidratos, al no desdoblarse se acumula es t6xicoy provoca la muerte 

bacleriana. Esta enzima esta presente en la mayoria de las bacterias 

aer6bicas y anaerobias facultativas, que presenten ellslStema di~ito9"omoJ 

Procedimiento ­

• Tomar una colonia con el asa esteri!. 

• Depositarla en el centro de un porta objetos limpio. 

• Adicionar una gota de peroxido de hidrogeno al 30%. 

• Observar. producci6n de burbuja. 

Prueba De La Oxidasa 

Esta enzima se produce la presen~ia~e u~!sistema-cito~_~rT10-o~~} EI 

cual es importante en la respir~ci6n aer6bica porque activa la oxidacin del 

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 presencia de esta enzima en los _microorganismos, los cfasifica en 

aerobios y anaerobios facultativos al mismo tiempo porque son capaces de 
1-. 

desarrollarse en presencia de oxfgeno y sintetizar la Catalasa. En cambiol los 
.... -..- , ' ' . . ' , 

microorganismos anaerobios obligados no se desarrollan en presencia de 
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\oxlgeno atmosferico, porque carecen del sistema citocromo y de la actividad 

loxidasa.·, . " . 

Esta prueba se realiza utilizando una varilla que contiene N,N dimetil-1,4­----____________._6__________ __ 	 ~.-.---,- ..---.,- .. __ .____~___ 

fenildiaminocloruro 1-naftol actua aSI: 

Enzima oxidasa+oxlgeno atmosferico + citocromo +reactivo oxidasa; al 
~ , :' , 

oxidar el reactivo produce un compuesto coloreado,el indofenol, el cual-- ~.~'-'-- ..------------.-.-- .. ' ...-..•.---- ...---~-'--

actua a su vez como aceptor y dador de electrones. 
,...-... -------~".--'~-.:...-. - _._._--_..-:.._--_._.--_. ----.-------'.-----~ ..-- ---­

PROCEDIMIENTO GENERAL DE LA SERlE BIOQUiMICA 

Con un- soloinoculo se debe sernbrarcada uno de los 'medios de cultivoa 


evaluar. 


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


descargar el inoculo. 


• 	 Esterilizar la aguja de inoculaci6n y tocar el coraz6n de la colonia de la 

muestra para analizar.(Figura 8.1 ) 

• 	 Inocular en elfAgarRIAO-~~ introduciendo la aguja hastael fondo y 

luego sactll1dola haciendo una estrla en zig zag en la superficie del Agar 

inclinado. 

• 	 Inocular el~~trato_ Simon~ haciendo zig zag en el bise!. 

• 	 Inocular en elt~~_~~J por picadura hasta el fondo. ­

• 	 Inocular el tubo con~ por picadura hasta la mitad. . 

•.. 	Inocular el tubo con§gar ur~ por punci6n hasta el fondo:' Siembre en 

zig zag en el bis~1 0 pico de flauta. 

• 	 Inoc~lar el tubo con~dov~es-p~~~k~edlavando el asa (Figura 8.2) 

• 	 En las cajas con jA98Lalmid6n-y-s~grel se hacen IIneas cortas en cada 

uno de los cuadrantes(Figura 8.3) 

• 	 . En :el .h.ibo con ra9~~~in~cLl'ar la muestra para analizar con el 

asa(Figura 8.4) ..' . . 
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Figura 8.1. Toma de muestra en la serie Bioquimica , 

Figura 8.2. Serie bioquimica para Enteroi?acteriaceas 

{ 
I 
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Figura 8.3. PruQbas de (a) caseinasa (b) hem6lisis 

, \, . 

, ' 

, Figura 8.4. Prueba de la gelatinasa 

.' " 

Actividades 

Reportar en una tabla los resultados, obtenidos de su cepa con cada una de ' 
. . 

,,' . 'las, pruebas bioquimicas. 

',' Buscar sus resultados en la tabla de caracteristicas bioquimicas. 

ClManual de Microblologla 

Identificar el genero del microorga~,ismo de estudic 
....7-~ . " 

Tabla. Diferenciaci6n de Enterobacteriaceae I 

~J"'--KIA ILIA IC.S J_
1m A ccJl(1­

o',i?-c; \ :; )..1 

~~,?:,'i-5 
.... 

CI, .9-- ""' 
'. -.;;t-, .. - n 

I(' , ­
' .>­, " ,,.. ­ )c r ' ,- , i " 

KIA Agar K\i ' 
LlA Agar Lil, 
C.S AgarCl., 

Mov Movilid{\ 

R.M Rojo der 
V.P Voges FI 

Gel Gelatina ,;... 

A 'Acldez . :


A Acidezc" 

K Alcalino \ 

V Variable 'i \ 


I 

v 

I 

J 

E. Coli 

Shlgellia , 

SalmonellA 
, t 

Cltrobacter II 
Enterobacter ~: 

Klebsiella ' l {I 

~! " 

Is. Serratia:_-: , 
Proteus ' ' 

i 
Pseudomonas 

, ' 
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pRACTICA 10AGARCQII 
OXITElRACIClItA . ESTLI010 DE HONG(

:'f··:·········":-:··:..

AGAR 
. AGAR CON " z.- NUtAENTE TRPTICASA DE SOJA 

Figura 9. Agar tripticasa de soja con"oxitetraciclina , 

Actividad 
. ". 

Realizar un cuadra especificando las caracteristicas 'morfol6gicas de la 

colonia de una cepa resistente can la cepa sensible.' 
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pRACTICA 10 


. ESTUDIO DE HONGOS 


INTRODUCCI6N 

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

organicos que estan en el suelo y en el agua. EI alimento 10 pueden obtener 

de los materiales muertos (saprofitos) 0 se nutren como parasitos de 

. huespedes vivos. Por eso consideran heterotrofos. 

Son descomponedores de la madera, las hojas y otros restos vegetales, 

formando el humus que enriquece el suelo y sintetizando el dioxido de 

carbono que vuelve a la atmosfera, para ser aprovechado por las plantas. 

Los hongos, se utili zan industrial mente en la fermentacion para producir 

acidos, alcoholes y otres compuestos; como tambien en la sintesis de 

algunos antibioticos. 

Ademas, los hongos deterioran productos textileros, cuerdas, aislamientos 

electricos einfinidad de articulos' comerciales e industriales. Pueden ser 

beneficos 0 patogenos. 

OBJETIVOS 

Identificar las estructuras reproductoras y vegetativas de algunos hongos .. 


Adquirir habilidad en el microcultivo de hongos. 


Distinguir entre hong os 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-SaboL!raud) 

• Cubreobjetos y portaobjetos 

• Papel filtro 

• Puente de vidrio 

• Estilete 

• Glicerina a120% esteril 

• Azul de Algodon ( Lactofenol ) 

• Lugol 

• Cepas de Saccharomyces, Rhizopus, Penicillium y Aspergillus. 

PROCEDIMIENTO 

Preparaci6n de un Microcultlvo 

• 	 Colocar en una caja de petri un pedazo de papel de filtro, untado de 

glicerin~. 

• 	 Colocar sobre el papel un puente de vidrio en forma de U. 

• 	 Colocar un portaobjetos y encima un pedazo de Agar Sabouraud de 

. 1 x1 cm. Luego colocar el cubreobjeto. 

• 	 Proceder atomar varias veces una muestra del hongo con estHete de otra 

caja de petri 0 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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Figura 10.1. Pasos para realizar el microcultivo de un hongo. 
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