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PRESENTACION
Un saludo de bienvenida para los estudiantes de la asignatura Citologia y Fisiologia

Bacteriana.
La presente guia tiene por objetivo mostrar los recursos y técnicas para el

aprendizaje de los procedimientos para observacion morfolégica microscopica,
cultivo e identificacion bioquimica de las bacterias. Se hace énfasis en los
procedimientos relacionados con identificacibn microscopica de morfologia
bacteriana, cultivo e identificacion bioquimica.

La metodologia utilizada para cada una de las practicas es clara y sencilla o que

facilita la comprensién del estudiante.
Es el deseo del autor que los estudiantes consideren a esta guia como un aporte a
su formacion como bacteridlogos y que encuentren en ésta respuestas a sus

inquietudes iniciales en el estudio de la Citologia y Fisiologia Bacteriana.

Programa de Bacteriologia
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NORMAS GENERALES DE BIOSEGURIDAD EN EL
LABORATORIO

e Ultilizar siempre los elementos de barrera de proteccion apropiados segun las
necesidades: bata, gorro, guantes, tapabocas y gafas etc. Nunca circular con
ropa de calle y/o cambiarse de ropa dentro del Laboratorio.

e Siempre respetar las sefializaciones de bioseguridad.

e Reportar siempre a su docente los accidentes ocurridos en el Laboratorio.

e Lavese las manos vigorosamente antes y después de efectuar un
procedimiento.

e Los elementos cortopunzantes, como agujas, lancetas y otros, deben ser
desechados con precauciones para evitar lesiones (utilice siempre el guardian).

e Si padece lesiones exudativas o dermatitis, debe evitar el contacto con los
pacientes y con los equipos de trabajo, hasta que estas sanen.

e Utilice siempre dispositivos de pipeteo mecanico en el manejo de liquidos y
reactivos, nunca bucal.

e Absténgase de comer, beber o fumar en el laboratorio.

e Es responsabilidad de cada estudiante el manejo del reactivo al que tenga
acceso.

e Conozca todos los simbolos de riesgo para el manejo de las sustancias.

e En caso de derrames neutralice, desinfecte y luego limpie el derrame con un
material absorbente.

¢ Nunca debe esterilizar material limpio con contaminado.

e Nunca debe utilizar reactivos y/o sustancias quimicas vencidas.

e Utilizar adecuadamente los equipos y proporcionarles un mantenimiento
conveniente y permanente. Si un equipo se contamina con una muestra

bioldgica, debera ser descontaminado con hipoclorito de sodio al 7% y luego

Programa de Bacteriologia Pagina 5 de 81
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limpiarlo de acuerdo con las especificaciones del fabricante.
En caso de rompimiento de un tubo o derrame en la centrifuga, apaguela

[ ]
inmediatamente y espere treinta minutos antes de abrirla para evitar la

formacion de aerosoles.
Al inicio y al final de una practica de laboratorio, o después de salpicaduras con
sangre u otros liquidos corporales, las superficies de los mesones deberan ser

[ ]

descontaminadas con una solucién de hipoclorito de sodio al 7%.
e Toda muestra bioldgica diferente a orina debera ser descontaminada con
perdxido de hidrogeno al 30% para luego ser eliminada en bolsas rojas.

Todo material contaminado debera ser eliminado en bolsa roja.
Si derrama material contaminado en la mesa o el piso, cubra con hipoclorito de

[ J
sodio al 2% el area contaminada y coloque papel absorbente por un tiempo

minimo de 15 minutos.
Trabaje lo méas cerca posible del mechero, flamee la boca de los frascos y tubos

[}
antes y después de tomar o sembrar las muestras.

¢ No caliente las pipetas en el mechero.
Esterilice, antes y después de su uso, el asa y enfrie al aire por 10-15 segundos

para no crear aerosoles microbianos al introducirlas calientes en los cultivos.
No deje destapados los recipientes que contengan material microbiolégico. El

[ J
viento puede diseminarlos en el ambiente.

Nunca deje un mechero encendido.

Programa de Bacteriologia
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PLAN DE TRABAJO

Previamente a la préactica, lea los procedimientos que se van a realizar y
prepare todos los aspectos tedricos correspondientes, junto con los materiales

1.
y/o muestras necesarias para la ejecucion de esta.
2. Anote cuidadosamente sus resultados: el examen de la practica, no solo se
informacion proporcionada por el manual o el docente sino

limitara a la

también por sus propias observaciones, investigaciones y deducciones.

Asegurese que la superficie del meson esté limpia y seca antes de comenzar
necesario para la

material

3.
la practica.
4. Enlamesade trabajo solo debe estar el
realizacion de la practica. Debe estar limpio y ordenado.

Asegurese de marcar adecuadamente las laminas, tubos, cajas y/o cultivos.
Tome todas las precauciones necesarias (evite contacto con ojos, boca vy el

5.
resto del cuerpo) al momento de trabajar con microorganismos. Recuerde que

6.
los microorganismos con los que va a trabajar son patégenos.
Practique varias veces el procedimiento y, en caso de dudas, pregunte a su

7.
docente.
Anote y/o dibuje todo los fenbmenos observados y los resultados obtenidos

8.
para una mejor realizacion del informe de laboratorio.

Al terminar, limpie la zona de trabajo descartando el material que no necesite.
Descarte los medios usados en los sitios destinados para esto. No deje material

9.
contaminado en las mesas de trabajo al finalizar la practica.
10. Limpie el microscopio antes y al final de la practica. Recuerde que este equipo

es fundamental para su trabajo. jCuidelo!
11. Siempre tenga en cuenta las normas de bioseguridad.

Nota: Recuerde que en la guia aparecen los talleres correspondiente a cada
practica realizada, el cual desarrollaran y tendran ocho (8) dias para su entrega.

Pagina 7 de 81
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Colores.
Palillos.

b
c.
d.
e

. Gafas de proteccion.
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MATERIALES PARA TODAS LAS CLASES

Laminas (portaobjetos).
Laminillas (cubreobjetos).
Lapiz de Cera o marcador cristalografico.

Cinta de enmascarar.

Elementos de proteccién personal (EPP)

Bata.

. Guantes desechables.

Gorros.
Mascarilla o tapabocas.

8. Toalla pequefa.

9. Papel de arroz.

10. Asas bacteriolégicas (punta recta y punta redonda).

11. Muestra solicitada.

12.Guias de laboratorio previamente estudiadas.

Guia de Laboratorio de Citologia vy

INDISPENSABLES EN TODOS LOS LABORATORIOS

Programa de Bacteriologia
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PRACTICA N° 1 PARTES Y USOS DEL MICROSCOPIO

l. INTRODUCCION.

Microscopio es una palabra derivada del griego cuyo significado literal es
“vision de lo pequeno”; como bien lo indica su nhombre, nos permite visualizar
elementos que a simple vista no son visibles, o dificil de ver en detalle. El
microscopio permite observar objetos no visibles a nuestro poder de vision y es
el instrumento de mayor uso en los laboratorios para el estudio de los
microorganismos. Mediante un sistema de lentes e iluminacion se puede
aumentar la imagen entre 40 y 1000 veces. Los precursores de la microscopia

son:

v" Van Leeuwenhoek, quien observo microorganismos en agua estancada y les
llamo animélculos.

v" Robert Hooke, quien en 1665 observo células de corcho.

v' Hans Zacarias Hansen, quien contribuyé en la elaboracién del microscopio
compuesto.

v Jhon Marshal, quien perfecciono la parte mecanica del microscopio.

v' E. Bruche-H, Johansen, quienes construyeron el microscopio electrénico.

.  OBJETIVOS

GENERAL
Conocer los fundamentos y composiciéon del microscopio y los elementos de

trabajo utilizados en el laboratorio de Citologia y Fisiologia Bacteriana.

ESPECIFICOS

Familiarizar al estudiante con el equipo y con los procedimientos empleados en
microscopia.

Programa de Bacteriologia Pagina 9 de 81
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Formar al estudiante con los conceptos basicos de la microscopia Optica o
convencional.

Adquirir destrezas para el correcto manejo del microscopio y los elementos
de trabajo utilizados en el laboratorio de Citologia y Fisiologia Bacteriana.

FUNDAMENTO TEORICO

PARTES DE UN MICROSCOPIO OPTICO

Los microscopios tienen tres sistemas que facilitan su funcionamiento, que son:

1.

Programa de Bacteriologia

SISTEMA MECANICO:

SOPORTE: mantiene la parte 6ptica. Tiene dos partes: el pie o base y el
brazo.

PLATINA: lugar donde se deposita la preparacion.

CABEZAL.: contiene los sistemas de lentes oculares. Puede ser monocular,
binocular.

REVOLVER: contiene los sistemas de lentes objetivos. Permite al girar,
cambiar los objetivos.

PINZAS DE SUJECION: es una de las Partes del Microscopio mecéanico que
sirve para sujetar la preparacion. En su mayoria, los microscopios modernos
poseen las pinzas anexas a un carro con dos tornillos que permiten un
avance longitudinal y transversal de la preparacion.

TORNILLOS DE ENFOQUE: macrométrico que aproxima el enfoque.
Micrométrico que enfoca detalladamente y con precision cada una de sus
partes.

SISTEMA DE ILUMINACION: este sistema tiene como finalidad dirigir la luz

natural o artificial de tal manera que ilumine la preparacion u objeto que se

va a observar en el microscopio de la manera adecuada. Comprende los
siguientes elementos:
FUENTE DE ILUMINACION: se trata generalmente de una lampara

incandescente de tungsteno sobrevoltada.

Guia de Laboratorio de Citologia y
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e CONDENSADOR: esta formado por un sistema de lentes, cuya finalidad es
concentrar los rayos luminosos sobre el plano de la preparacion, formando
un cono de luz con el mismo angulo que el del campo del objetivo. El
condensador se sitla debajo de la platina y su lente superior es generalmente
plano convexa, quedando la cara superior plana en contacto con la
preparacion cuando se usan objetivos de gran abertura (los de mayor
ampliacion). ElI condensador puede deslizarse verticalmente sobre un
sistema de cremallera mediante un tornillo, bajandose para su uso con
objetivos de poca potencia.

e DIAFRAGMA: el condensador esté provisto de un diafragma-iris, que regula
su abertura para ajustarla ala del objetivo. Puede emplearse, de manera
irregular, para aumentar el contraste, o que se hace cerrandolo mas de lo
gue conviene si se quiere aprovechar la resolucion del sistema éptico.

3. SISTEMA OPTICO: el sistema Optico es el encargado de reproducir y

aumentar las imagenes mediante el conjunto de lentes que lo componen.
Esta formado por el ocular y los objetivos. El objetivo proyecta una imagen
de la muestra que el ocular luego amplia.

e OCULAR: lente situada cerca del ojo del observador. Amplia la imagen
del objetivo.

e OBJETIVO: lente situada cerca de la preparacion. Amplia la imagen de
ésta.

e FOCO: dirige los rayos luminosos hacia el condensador.

IV. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

- Elementos de proteccion personal.
- Microscopio optico

- Frotis coloreados

- Aceite de inmersion

- Papel de arroz

Programa de Bacteriologia Pagina 11 de 81
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V. MUESTRA
Frotis coloreados de practicas anteriores.

VI. PROCEDIMIENTO
Para observar con objetivo de alto poder se deben seguir los siguientes pasos:

El condensador del microscopio debe estar alto.
El diafragma, abierto.

Usar toda la potencia de luz.

0N

Tomar los frotis coloreados, colocarles encima una gota de inmersion y

colocarlo en el microscopio.

5. El objetivo de inmersién debe tocar la gota de aceite y, con el micrométrico
o tornillo fino de ajuste, se afina la imagen.

6. Observar la placa y describir lo que observa. Dibujelo.

Figural. Partes del Microscopio 6ptico

Oculares
Cabezal
Revolver Brazo
Objetivos
Desplazamiento platina
i ___——Macrométrico
Platina
; ~~ Micrométrico
Foco —
Condensador
Base \
Tomado de: http://www.areaciencias.com/partes-microscopio.htm

Nota. Al terminar se retira la placa del microscopio y se limpia el aceite del
objetivo, usando un pedazo de papel de arroz, colocar el objetivo de baja potencia

y el condensador se debe bajar. Tapar el microscopio y guéardelo.

Programa de Bacteriologia Péagina 12 de 81
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VIl. TALLER

1. ¢Cual son los tipos de microscopios mas utilizados para observacion de
microorganismos?
2. Esquematice un microscopio optico y mencione la funcion de cada una de

sus partes.
3. ¢Qué importancia tiene para usted como futuro bacteridlogo conocer y

manejar adecuadamente el microscopio?

PRACTICA N° 2 TECNICAS DE TINCION SIMPLE Y
DIRECTA CON COLORANTES BASICOS

l.
una superficie. El uso de colorantes permite cambiar el color de las células de los

microorganismos y poder realizar la observacion en microscopio optico. Dado que

las bacterias son casi incoloras, no presentan contraste con el medio en el cual se

encuentran suspendidas y no pueden observarse claramente sin algun tratamiento
previo. De acuerdo con la reaccion que ocurre, existen diferentes tipos de tincién:

INTRODUCCION
La tincién es un proceso por el cual las moléculas de un colorante se absorben a

Simple: el colorante utilizado sirve solo para denotar la morfologia celular.
Diferencial: el colorante utilizado pone de manifiesto diferencias entre células

[ ]
bacterianas o entre partes de una misma célula, estas técnicas utilizan mas de

un colorante o bien ciertos reactivos complementarios para la tincion.

Los colorantes mas usados son: azul de metileno, cristal violeta, safranina, estos
son catidnicos y se combinan fuertemente con componentes celulares cargados

negativamente, como los acidos nucleicos y los polisacaridos acidos.
Pagina 13 de 81
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. OBJETIVOS

GENERAL
Aprender la preparacion y fijacion de las bacterias para la tincion ademas de

emplear colorantes basicos para realizar una tincion directa.

ESPECIFICOS
Conocer el mecanismo basico y ventajas de una tincion.

Identificar caracteristicas en las bacterias en estudio en base a las diferentes

tinciones.

I1l.  FUNDAMENTO TEORICO
El tamafio de la mayoria de las células bacterianas es tal que resultan dificiles

de ver con el microscopio oOptico. La principal dificultad es la falta de contraste

entre la célula y el medio que la rodea, y el medio mas simple de aumentar el
contraste es la utilizacion de colorantes. Estos pueden emplearse para

distinguir entre tipos diferentes de células o para revelar la presencia de
determinados constituyentes celulares, tales como flagelos, esporas, capsulas,

paredes celulares, etc.
Los colorantes son, generalmente, sales en las que uno de sus iones tiene

color. Ellos se pueden dividir en dos grupos: basicos y acidos. Si el color reside

en el ion positivo del colorante, se dice que es un colorante basico. Ejemplo:
el Azul de Metileno; y si el color reside en el ion cargado negativamente, se

dice que es un colorante &cido. Ejemplo: Fucsina
En el caso del colorante simple Azul de Metileno es una sal cloruro de azul de

metileno, que se disocia de la siguiente manera:
+ Azul de metileno.

Cloruro de azul de metileno — Cloruro -
El color del colorante reside en el ion azul de metileno, cargado positivamente

Programa de Bacteriologia
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IV. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS
- Elementos de proteccion personal.

- Asa bacteriologica.

- Laminas portaobjetos.
- Mecheros.

- Azul de metileno.

- Microscopio.

V. MUESTRAS
- Caldo de cultivo sembrado con bacterias.

- Caja de Petri sembrada con bacterias.

VI. PROCEDIMIENTO

Con un asa de siembra coloque una gota pequefia del caldo de cultivo

sembrado. Cuando se toma a partir de un cultivo sélido, se coloca una pequefia

gota de agua en el portaobjetos y se mezcla bien con un poco del crecimiento

del cultivo.

1. Extender la gota sobre el portaobjeto, formando una capa fina.

2. Secar los portaobjetos al aire o manteniéndolos altos encima de la llama de
un mechero.

3. Colocar los portaobjetos, fijados en el soporte de alambre para tinciones.

4. Cubrir cada uno de los frotis con cinco gotas, aproximadamente, de azul de
metileno y déjelo actuar por treinta (30) segundos.

5. Lavar con agua la preparacion tefida, usando el frasco lavador.

6. Seque los portaobjetos.

7. Examinar las preparaciones tefiidas en el microscopio, con objetivo de
inmersion (100 X).
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VII. TALLER
1. Dibujar las principales diferencias en el tamafio de las células, forma y

agrupaciones.
2. Mencionar ejemplos de estructuras celulares bacterianas que se tifian con
colorantes basicos y acidos.

3. Explicar el fundamento de la tincion simple.

PRACTICA N° 3 TECNIC’AS DE TINCION DIFERENCIAL
(TINCION DE GRAM)

l. INTRODUCCION

Las tinciones diferenciales se utilizan ampliamente en microbiologia; consisten
en la aplicacién de dos colorantes que contrastan en su intensidad o color y un
paso intermedio que provoca una respuesta diferente entre microorganismos
distintos o entre determinadas células dentro de una poblacion. La diferenciacion
puede ser provocada por un agente quimico o fisico, permitiendo observar dos
tipos de respuestas diferentes a la tincion en una misma muestra. Las dos
tinciones diferenciales mas utilizadas en bacteriologia son la tincién de Gram y

la tincién de acido alcohol resistencia.

Los colorantes mas usados son: azul de metileno, cristal violeta, safranina,
estos son catidnicos y se combinan fuertemente con componentes celulares
cargados negativamente, como los acidos nucleicos y los polisacaridos

acidos.

Programa de Bacteriologia Pagina 16 de 81



._\\

".'3.;-. CORPORACION UNIVERSITARIA

£ RAFAEL NUNEZ Guia de Laboratorio de Citologia y

' Fisiologia Bacteriana

. OBJETIVOS
GENERAL

Conocer el mecanismo basico para el desarrollo correcto de la tincion de Gram.
ESPECIFICOS

Aprender conceptos basicos relacionados con el proceso de preparacién de un

frotis.

Clasificar algunas especies bacterianas en Gram+ y Gram- de acuerdo con la

tincion de Gram.

Comprender la importancia que tienen estas tinciones para la caracterizacion e

identificacion de las bacterias.

lll.  FUNDAMENTO TEORICO

Los microorganismos difieren quimica y fisicamente entre si y por eso
reaccionan de una manera distinta frente a un determinado procedimiento de
tincion. Se puede definir la tincidn diferencial como un método para distinguir
tipos de bacterias.

La tincion de Gram es un ejemplo de tincion diferencial y es la mas empleada
en Bacteriologia. Por este método se pueden separar las bacterias en dos

grupos, Gram positivas y Gram negativas.

Importancia:

- Primer paso en la identificacion bacteriana.

- Facilita el reconocimiento de las pruebas bio-quimicas a efectuar para la
identificacion bacteriana.

- Permite establecer la calidad de algunos tipos de muestras directas
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Recomendaciones:

- Durante la coloracion, evitar que los colorantes se derramen.

- Tener en cuenta que uno de los pasos criticos es la decoloracién con el
alcohol acetona. Por tal razon, no exceder el tiempo establecido.

- No dejar destapados los colorantes porque se permite la evaporacion y
contaminacion.

- Cuando se terminen los colorantes de trabajo enjuagar el frasco con agua
destilada (dejar secar antes de envasar nuevamente colorante).

- Filtrar los colorantes antes de su uso.

- Cumplimiento riguroso de los tiempos estandarizados por cada laboratorio.

IV. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

- Elementos de proteccion personal.
- Cajas de Petri sembradas.

- Asas bacteriolégicas.

- Laminas Portaobjetos.

- Mecheros.

- Cristal Violeta.

- Lugol.

- Alcohol Acetona.

- Safranina.

- Microscopios.

V. MUESTRAS

Cepas de Escherichia coli, Staphylococcus aureus.

VI. PROCEDIMIENTO

- Preparar el frotis a partir de las placas de Petri sembradas. Fijelos por el

Programa de Bacteriologia Pagina 18 de 81



~
".'_ij"-, CORPORACION UNIVERSITARIA

ERAFAEL NUNEZ Guia de Laboratorio de Citologia y

e e
T — g

Fisiologia Bacteriana

calor.

- Tenir con cristal violeta durante un minuto.

- Lavar con agua.

- Cubrir el frotis con Lugol para el Gram y manténgalo durante un minuto,
aproximadamente.

- Lavar con agua.

- Decolorar con alcohol acetona. De diez a veinte segundos.

- Lave con agua.

- De coloracibn de contraste, con safranina, durante un minuto,
aproximadamente.

- Lavar con agua. Dejar secar.

- Examinar con objetivo de inmersién.

Figura 2. Esquema del mecanismo de la Tincion de Gram

TINCION DE GRAM

Gram + Pasos Gram -
Fijacion

Colorante principal:
cristalvioleta

Mordiente:
lugol )

Decoloracion: S
alcohol/acetona

Colorante de contraste:
safranina

1111

Tomado de: https://sites.google.com/site/cruzrojabacteriologia/home/unidad-i/formas-
bacterianas-agrupacion-y-tinciones

VIl. TALLER
¢, Se pueden cambiar los colorantes inicial y de contraste?
¢,Cual es la influencia del pH en la reaccion de Gram?

Describa claramente el fundamento tedrico de la tincion de Gram.

A

Expliqgue y esquematice cuales son las diferencias estructurales

fundamentales entre bacterias Gram positivas y Gram negativas
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PRACTICA N° 4 TINCION DE ACIDO ALCOHOL
RESISTENTE (ZIEHL-NEELSEN)

l. INTRODUCCION

La tincion de acido resistencia o tincion de Ziehl-Neelsen separa a las bacterias
en dos grupos, las que resisten la decoloracién por acido-alcohol de las que se
decoloran. Esta tincibn es muy importante porque muchas de las bacterias
acido-alcohol resistentes son patégenas, como Mycobacterium tuberculosis o
Mycobacterium leprae, con lo que permite distinguirlas facilmente.

Il OBJETIVOS.

GENERAL
Conocer el mecanismo béasico y las ventajas de la tinciébn de &cido alcohol

resistentes.

ESPECIFICOS

Desarrollar correctamente la tincién de bacterias acido alcohol resistente (Ziehl-
Neelsen).

Aprender a diferenciar los microorganismos acido alcohol resistentes.

. FUNDAMENTO TEORICO

La tincion de bacilos acido alcohol resistentes (BAAR), es una tincién diferencial
que demuestra la resistencia de una célula bacteriana a ser decolorada por los

acidos.

Caracteristicas de las BAAR:

- Presentan en la pared una gran cantidad de glucolipidos, principalmente

acidos micolicos (60%), responsables en parte de la acido - alcohol
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Un peptidoglicano especial (la diferencia mas importante es que en vez de

N-acetil murdmico existe N-glucolil-muramico).

Figura 3. Esquema de bacterias

acido alcohol resistentes

Acidos
Micélicos

Peptidoglicano

i
W L

_—

Esquema de las envolturas de una eubacteria Acido-Alcohol Resistente.
Tomado de:http:/iwww.geocities.com/apuntesmedicina/sem/s_tbe.htm.

. ’ Glucolipicos

Lipoarabinomanano
(LAM)

Pared
Celular

Arabinogalactano

LLLLLLLL -
LI

© Fosfatidilinositol
Manésido

Utilidad de la tincién:

Busqueda microscopica de

B.AAR.

Ejemplos: Mycobacterias y

Mycoplasma en cualquier espécimen clinico.

V.

Elementos de proteccion personal
Asas bacteriolégicas

Laminas Portaobjetos

Mecheros

Fucsina fenicada

Alcohol &cido

Azul de Metileno

Microscopios.

Programa de Bacteriologia

Es una coloracion diferencial y especifica.
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V. MUESTRAS

- Cepas de Escherichia coli
- Cepas de Staphylococcus aureus

- Esputo

VI. PROCEDIMIENTO

1. Preparar un frotis del esputo y otro frotis a partir de la mezcla de cultivo de
Escherichia coli.

2. Secar al aire y fije por el calor.

3. Teifiir el frotis durante diez (10) minutos con fucsina fenicada. Calentar con

mechero. El frotis no debe secarse durante el proceso de tincidén. Evite un

exceso de colorante.

Lavar con agua.

Decolorar durante diez a treinta segundos con Alcohol acido.

Lavar con agua.

De contraste con azul de metileno, durante treinta segundos (sin calentar).

Lavar con agua. Deje secar.

© © N o o b

Observar con objetivo de inmersion y realice dibujos.
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Figura 4. Esquema del mecanismo de la tincion ZIEHL-NEELSEN
TINCION DE ZIEHL-NEELSEN

AAR + Pasos AAR -

Colorante principal:
fuchina

=
oSty L]
—)

Colorante de contraste:
Azul de metileno

111

Tomado de: https://sites.google.com/site/cruzrojabacteriologia/home/unidad-i/formas-
bacterianas-agrupacion-y-tinciones

VIl. TALLER

Explicar qué ocurre al variar el orden de los colorantes

Mencione qué ocurre cuando se suprime el calentamiento

¢ Los organismos Gram positivos o Gram negativos, son acido-resistentes?
Indique ejemplos de bacterias acido alcohol resistente

Describa el fundamento tedrico de la tincion ZIEHL-NEELSEN

o bk 0N PE

PRACTICA N° 5 METODOS DE SIEMBRAS

l. INTRODUCCION

Sembrar o inocular es introducir artificialmente una porcion de muestra (in6culo)
en un medio adecuado, con el fin de iniciar un cultivo microbiano, para su
desarrollo y multiplicacion. Una vez sembrado, el medio de cultivo se incuba a
una temperatura adecuada para el crecimiento.

Las reglas fundamentales para efectuar la siembra exigen:

1. Que se efectien asépticamente.

2. Que los medios de cultivo y el instrumental a utilizar estén esterilizados
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3. Que se realicen solo los manipuleos indispensables.
4. Que se trabaje fuera de toda corriente de aire. De ser posible utilizando un

mechero o bien flujo laminar.

Il. OBJETIVOS
GENERAL

Conocer los diferentes métodos de siembra microbiolégica con el fin de
conseguir una buena separacion de las colonias y aislarlas facilmente.

ESPECIFICOS

Que el alumno adquiera destrezas para la inoculacion de bacterias en medios
sélidos, semisdlido y liquidos, observando las diferentes manifestaciones del

crecimiento bacteriano.

FUNDAMENTO TEORICO
La transferencia de los productos patolégicos a un medio de cultivo
transferencia de los

1.
se denomina “siembra”; y la

bacteriolégico
microorganismos de un medio de cultivo a otro medio de cultivo se denomina

“repique”.
Tipos de siembra:
Estriacién en Agar: es usada para aislar colonias de cultivos que contienen

flora mixta, para estudiar su morfologia y caracteristicas que son de valor

[ J
para el diagnéstico e identificacion de los microorganismos.
Inoculacion o picadura en tubo con agar inclinado: el agar inclinado es un

[ ]

tubo de ensayo comun que contiene agar, el cual durante el proceso de
enfriamiento se coloc6 en posicibn inclinada. Se usa para aislar
microorganismos aerobios y anaerobios y para la observacién de algunas

caracteristicas de cultivo como la produccion de pigmentos.
Inoculaciéon en medios liquidos: los medios liquidos se utilizan para obtener

un crecimiento rapido y masivo de la bacteria. Este crecimiento se puede
Pagina 24 de 81
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presentar en algunas de las siguientes formas:
Enturbiamiento (con opacidad mas o menos densa).
Formacion de pelicula (velo o nata en la superficie del cultivo)

Sedimento (depdsito de bacterias en el fondo).
Cambio de color del medio (debido a pigmentos bacterianos solubles en

agua).
Formacion de floculos (dan aspecto de migajas de pan suspendidas en el

medio liquido).
Inoculacion _en medios semisélidos: este tipo de inoculacién se usa

[
fundamentalmente para observar la movilidad de algunas bacterias.

Inoculacion en masa: este tipo de inoculacion se utiliza para poder hacer un

[}
recuento de las colonias que se desarrollan en el agar. La inoculacién se
realiza cuando el agar esta fundido (mas o menos 45 °C) de modo que las

bacterias no sélo se desarrollan en la superficie sino en todo el medio.

Diferentes tipos de siembras para aislamiento de colonias

Agotamiento (método de siembra por estria): este tipo de siembra es el
usado en secreciones con flora mixta donde se quieren obtener aisladas las

diferentes clases de colonias para su estudio.

Programa de Bacteriologia
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Figura 5. Método de siembra por estria

inoculo
fal

tercer grupo

de estrias

Tomado de: http://microbiologiauasd.blogspot.com/p/metodos-de-siembra.html

e Trapeado: este tipo de siembra se utiliza para recuento de colonias en orinas

y para los antibiogramas.

e Siembra en agar en tubo inclinado o bisel (pico de flauta): en este tipo de

siembra requiere la puncion del asa en punta para la observacion en la

utilizacion de azucares, nutrientes y carbohidratos.
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Figura 6. Siembra en agar en tubo inclinado

Tomado de:  https://www.frro.utn.edu.ar/repositorio/catedras
/quimica/5_anio/biotecnologia/practicolll.pdf

El inéculo se siembra, con ayuda del asa, de la siguiente manera:

En profundidad con asa de punta: se pica con el asa el cultivo a sembrar y
se introduce mediante puncién en el medio contenido en la parte inferior del
tubo

En superficie con asa de aro: se pica con el asa el cultivo a sembrar y se

esparce el mismo sobre la superficie en bisel en forma de zigzag.
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Figura 7. Método de siembra en agar en tubo inclinado

Tomado de: https://www.frro.utn.edu.ar/repositorio/catedras/quimica/5_anio/
biotecnologia/practicolll.pdf

e Siembra en caldo nutritivo: las muestras ademas de realizarles siembra

en agares a su vez se siembran en caldos nutritivos para la recuperacion
de los microorganismos, si estos estan en escasa cantidad en la muestra
y en el cultivo directo no observamos aislamientos; se realiza un repique
del caldo para verificar la negatividad de crecimiento bacteriano.

Figura 8. Siembra en caldo nutritivo

lzda: Negativo, Dcha: Positivo, depdsito naranja.

Tomado de: http://www.medioscultivo.com/ethyl-violet-azide-broth-eva-litsky/
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IV. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

- Elementos de proteccion personal.

- Medios de cultivo preparados (sélidos y liquidos).
- Asa bacterioldgica.

- Mechero.

- Lapiz de cera.

- Alcohol.

- Algodon.

V. MUESTRAS

- Cepas de Escherichia coli.

- Cepas de Staphylococcus aureus.

VI. PROCEDIMIENTO

Siembra por agotamiento: tomar el material a sembrar y siémbrelo en los
diferentes medios indicados en la guia, siguiendo los procedimientos haga
método de agotamiento por estrias, picadura o puncién y método de trapeado
e incube por 24 horas a 37 °C.

VIl. TALLER

1. Investigue y esquematice otros métodos de siembra de bacterias.

2. Mencione qué utilidad tiene realizar siembras de bacterias en tubos.

3. Condiciones necesarias para una correcta realizacion en la siembra de un
cultivo.

4. Investigay explica el caso: si observas una colonia fuera del area de siembra

¢, qué significancia le darias?
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PRACTICA N° 6 MORFOLOGIA BACTERIANA

l. INTRODUCCION

Las bacterias presentan una amplia variedad de tamafios y formas. La mayoria
presentan un tamafio diez veces menor que el de las células eucariotas, es decir,
entre 0,5 y 5um. Sin embargo, algunas especies como Thiomargarita
namibiensis y Epulopiscium_fishelsoni llegan a alcanzar los 0,5 mm, lo cual las
hace visibles al ojo desnudo. En el otro extremo se encuentran bacterias mas
pequefias conocidas, entre las que cabe destacar las pertenecientes al
género Mycoplasma, las cuales llegan a medir solo 0,3 um, es decir, tan

pequefias como los virus mas grandes.

La forma de las bacterias es muy variada y, a menudo, una misma especie
adopta distintos tipos morfoldgicos, lo que se conoce como pleomorfismo. De
todas formas, podemos distinguir tres tipos fundamentales de bacterias:

e Coco (del griego kokkos, grano): de forma esférica.

e Bacilo (del latin baculus, varilla): en forma de bastoncillo

e Formas helicoidales: Vibrio, espirilo y espiroquetas.

Il OBJETIVOS
GENERAL

Identificar las diferentes formas que presentan las bacterias de interés clinico.
ESPECIFICOS

Que el estudiante conozca las principales caracteristicas morfologicas

microscopicas de las bacterias de interés clinico.
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. FUNDAMENTO TEORICO

Clasificacién de las bacterias segun su forma: esféricos (cocos), cilindricas

(bacilares), helicoides (espirilos).

Clasificacién de los cocos segun su agrupacion: diplococos (parejas),

estreptococos (cadenas), estafilococos (racimos), tétradas (grupos de cuatro).

Clasificaciéon _de los bacilos segun su _agrupacion: diplococos (parejas),

estreptobacilos (cadenas). Los extremos de los bacilos pueden ser redondos,
cuadrados o afinados.

También varian en cuanto a forma, longitud y grosor: bacilos grandes y gruesos,
bacilos fusiformes, bacilos cortos y delgados, bacilos cortos y gruesos
(cocobacilos), vibriones (en forma de coma).

Clasificacién de las formas helicoides: espiroquetas, borrelias, leptospiras,

treponemas.

Figura 9. Clasificacion de las bacterias segun su forma

Cocos: esfericos Bacilos: forma de pildora Espiroqueta: forma de Cocobacilos: forma oval
(Streptococcus) (Escherichia col) serpiente (Bordetella pertussis)
(Treponema)
Filamentoso: Diplococo: células Cocos en Racimos en
forma de moho aparecadas cadena forma de uva
(Nocardia, (Neisseria) (Streptococcus) (Staphylococcus)

Actinomices)

Rosenthal & Tan : Rapid Review Microbiology and Immunology, 3rd Edition
Copyright © 2011 by Mosby, an imprint of Elsevier, Inc. All rights reserved.
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IV. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

- Escobillones estériles.
- Placas portaobjetos.

- Mecheros.

- Asas.

- Colorantes de Gram.

- Microscopios.

V. MUESTRAS

- Cepas de Escherichia coli.

- Cepas de Staphylococcus aureus.

VI.

PROCEDIMIENTO

1. Realizar diferentes frotis con las cepas, realizar tinciéon de Gram y observar

al microscopio en el objetivo de 100 X.

VIl. TALLER

1. Describa las diferentes morfologias bacterianas que se pueden observar.
Realice sus correspondientes dibujos.

2. ¢Qué importancia tiene para un bacteridlogo identificar la morfologia

bacteriana? Justifique su respuesta.
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PRACTICA N° 7 MORFOLOGIA DE COLONIAS

l. INTRODUCCION

Una colonia es una agrupacién de bacterias formada a partir de la reproduccion
de una Unidad Formadora de Colonia (UFC) sobre un medio solido. Aunque
varia de tamafio, generalmente es visible a simple vista. Una UFC puede ser un
solo microorganismo o bien un grupo de microorganismos de una misma especie
como en el caso de bacterias que tienen tendencia a permanecer unidas como
los estafilococos o los estreptococos. Las colonias bacterianas tienen una
medida, forma, textura y en algunos casos color caracteristicos, que, aunque
puede variar de acuerdo con el medio en que se encuentren, es constante bajo
condiciones controladas y depende de la especie bacteriana que la forme.
Debido a que las caracteristicas de las colonias ocurren en varios grados y
combinaciones dependiendo de las bacterias y son a menudo muy uniformes,

sirven para identificar bacterias en cultivos mezclados.

. OBJETIVOS
GENERAL

Aprender las diferentes caracteristicas de la morfologia colonial utilizadas en la

identificacion de bacterias.

ESPECIFICOS
Identificar y describir las colonias de diferentes especies de bacterias de interés

clinico.

lll.  FUNDAMENTO TEORICO

Las colonias son agrupaciones de millones de bacterias y son un criterio de
identificacion bacteriana. Desde el punto de vista taxondmico, se clasifican

segun su borde, forma y elevacion.
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La descripcion de las caracteristicas coloniales siempre debe hacerse a partir
de las colonias bien aisladas y de un cultivo joven.
Otra caracteristica que analizar es el crecimiento en tubo con agar en pico de

flauta, inoculados por estria y en medio liquido, con el fin de demostrar

variaciones de las bacterias.
Figura 10. Morfologia de colonias

Tomado de: http://microbitosblog.com/2010/06/14/morfologia-colonial-bacteriana/

Figura 11. Caracteristicas de las colonias

e o ® W B W =

Puntiforme Circular Filamentosa Irregular  Rizoide  Fusiforme

Elevacion  —— e BN ‘ A

Plana Elevada Convexa Pulvinada Umbonada

o (N S 7y il P

Entero Ondulado Lobulado Erosionado Filamentoso Rizado

Tomado de: http://elblogdeadepi.blogspot.com/p/microbiologia-bacteriologia-medios-de.html
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IV. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

- Elementos de proteccion personal.

- Cajas de Petri con agar.

- Tubos con medio liquido y con agar inclinado.
- Asa metaélica.

- Solucion salina.

- Estereoscopio.

- Mechero.

V. MUESTRAS

- Bacterias: Klebsiella spp., Pseudomonas spp., Proteus spp.,

Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Enterococcus faecalis.

VI. PROCEDIMIENTO
Dia 1:

=

Entregar a cada estudiante un cultivo joven de una de las bacterias a

estudiar.

N

Realizar la siembra de las bacterias en medios en cajas de Petri y en tubos
con medio liquido y agar inclinado.

3. Incubar tubos y cajas a 37°C por 24 horas.
Dia 2.

Con la ayuda de un estereoscopio observar cuidadosamente las

=

caracteristicas de las colonias de las cajas. Determinar a las colonias:
- Tamafo: medir el didmetro de las colonias.
- Forma: puntiforme, circular, flamentosa, irregular o rizoide.
- Elevacion: plana, levantada, convexa, pulvinada o umbonada.
- Margen o borde: entero, ondulado, lobulado, filamentoso o irregular.
- Color: incolora, blanquecina, amarillenta u otro.
- Superficie: lisa, aspera, arrugada, seca.

- Caracteres opticos: opaca, translucida.
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- Olor: abrir la caja y mover el aire con la mano, acercar para oler el cultivo.

No oler directamente la placa. Determinar si presenta un olor caracteristico.

2. Paralos tubos con medio inclinado, describa el tipo de crecimiento (filiforme,

equinulado, efuso, arborescente y rizoide).

3. Observar el tubo con medio liquido sin agitarlo y describir el tipo de

crecimiento, si se observa en la superficie (anillo, pelicula, si es membranoso

o floculado), en todo el tubo o se concentra en el tubo y forma un sedimento.

4. Realizar a las colonias estudiadas tincion de Gram.

VIl. TALLER

1. ¢Por qué es importante para un bacteriélogo la identificacion y conteo de

colonias?

2. Completar el siguiente cuadro:

Cuadrol. Cultivo en cajas con agar:

Caracteristicas de las colonias

Especie i _ i _ _ i
Tamafio | Consistencia | Forma | Elevacién | Margen | Superficie | Cticas opticas
Klebsiella spp.
Pseudomonas
spp.
Proteus spp.
E. coli
E. faecalis
S. aureus
Cuadro?2. Cultivos en tubos con agar inclinado y medio liquido
Caracteristicas en agar pico de flauta Caracteristicas en medio liquido
Especie — -
Crecimiento Pigmento
Klebsiella spp.

Pseudomonas spp.

Proteus spp.

E. coli

E. faecalis

S. aureus

Programa de Bacteriologia
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PRACTICA N° 8 UBICUIDAD DE LOS
MICROORGANISMOS EN EL AMBIENTE

l. INTRODUCCION

Los microorganismos se encuentran en los mas diversos ambientes y materiales
cumpliendo funciones beneficiosas o perjudiciales. Esa ubicuidad de los
microorganismos es algo que debemos tener en mente para tomar las
precauciones pertinentes e impedir que éstos vayan a interferir en el trabajo que
estemos realizando sea en una farmacia, un laboratorio o incluso en la cocina
de nuestra casa. Aunque no podemos ver a los microorganismos a simple vista,
cuando los cultivamos en un medio adecuado, si podemos ver manifestaciones
de su crecimiento. Por ejemplo, todos nosotros hemos visto el crecimiento

algodonoso y coloreado de mohos sobre alimentos, cueros, etc.

.  OBJETIVOS
GENERAL

Demostrar la presencia de las bacterias en la naturaleza

ESPECIFICOS
Comprobar la existencia de los microorganismos al observar el crecimiento
bacteriano a partir de diferentes muestras de diversos ambientes, superficies

corporales, liquidos y objetos inanimados.

I1l.  FUNDAMENTO TEORICO

En el ambiente se encuentran una gran cantidad de microorganismos que
colonizan el entorno, las superficies corporales e incluso el interior de nuestras
cavidades. Los microorganismos se pueden encontrar en el agua, suelo,

animales, plantas, superficies inanimadas o suspendidos en el aire en granos
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de polvo y gotitas de agua. Los que conviven con nosotros hacen parte de la
microbiota, cuya presencia es benéfica. Sin embargo, algunos agentes de esta
microbiota son potencialmente patégenos pudiendo llegar la ambiente a través
de secreciones, aerosoles, excreciones de animales e individuos enfermos y/o

portadores o de cadaveres en descomposicion.

La ubicuidad de los microorganismos en el medio ambiente se basa en tres

caracteristicas principales:

- Sutamafio pequefio, que les permite una gran capacidad de dispersion.

- Su variabilidad y flexibilidad metabdlica, que les permite tolerar y adaptarse
rapidamente a condiciones ambientales desfavorables.

- Su plasticidad genética que les permite persistir durante largo tiempo

adaptandose a condiciones ambientales cambiantes.

IV. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

- Elementos de proteccion personal.
- Pipetas Pasteur.

- Escobillones.

- Caja de Petri con agar nutritivo.

- Algodén.

- Alcohol etilico de 70°.

V. MUESTRAS

- Se tomaradn muestras de diferentes ambientes.

VI. PROCEDIMIENTO

Los estudiantes deberan formar grupos de trabajo.

El Grupo 1 debe realizar la siguiente experiencia:
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1. Colocar el dedo pulgar sobre el agar y retirarlo rapidamente.
2. Tomar una torunda de algodon, impregnarla en alcohol etilico de 70°,

pasarla por el dedo pulgar. Dejar evaporar el alcohol y colocarlo nuevamente

sobre el agar.

3. Tomar un hisopo estéril y trazar lineas sobre la superficie de la placa. Pasar
un hisopo estéril por la superficie himeda del fregadero y trazar lineas sobre

la superficie de la placa.

Grupo 2:

1. Abrir la placa sobre el mesén y dejar el agar expuesto al aire durante 10

minutos.

2. Toser sobre el agar.
3. Pasar una toalla de papel impregnada con desinfectante sobre una porcién

del mesén de mas o menos 25 cm2, dejar secar y luego pasar un hisopo
estéril por esa superficie y trazar sobre el agar varias lineas paralelas con el

hisopo.

Grupo 3:

1. Tomar un hisopo estéril y pasarlo por el cuello, luego trazar sobre el agar
varias lineas paralelas con el hisopo.
2. Tomar un hisopo estéril y pasarlo por el piso, luego trazar sobre el agar

varias lineas paralelas con el hisopo.
3. Tomar un hisopo estéril y pasarlo por la pared, luego trazar sobre el agar

varias lineas paralelas con el hisopo.

Grupo 4

1. Colocar una gota de agua del chorro sobre el agar y diseminarla mediante
un movimiento de vaiven.
2. Colocar una gota de agua destilada sobre el agar y diseminarla mediante un

movimiento de vaivén.
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3. Colocar una gota de alcohol al 70% sobre el agar y diseminarla mediante un

movimiento de vaivén.
1. Colocar una moneda sobre el agar y retirarla después de unos segundos de

Grupo 5

contacto.
2. Colocar un borrador sobre el agar y retirarla después de unos segundos de

contacto.
3. Colocar una llave sobre el agar y retirarla después de unos segundos de

contacto.

Incubar las placas a 37°C por 24 horas.
Realizar una descripcién microscopica y macroscoépica de las colonias.

VII. TALLER
1. ¢;De donde se obtiene el agar? ¢ Cual es su composicion quimica?
2. Mencione ejemplos en la naturaleza donde se encuentren microorganismos

3. ¢Cual es la utilidad de los microorganismos para el medio ambiente?
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PRACTICA N° 9 PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO

l. INTRODUCCION

Los microorganismos no pueden estudiarse individualmente debido a su tamafo
tan pequefio, por lo que so6lo pueden ser estudiados en poblaciones. Para ello
es necesario cultivarlos en medios artificiales. Uno de los sistemas mas
importantes para la identificacion de microorganismos es observar su
crecimiento en sustancias alimenticias artificiales preparadas en el laboratorio.
El material alimenticio en el que crecen los microorganismos es el Medio de
Cultivoy el crecimiento de los microorganismos es el Cultivo. Se han
preparado mas de 10.000 medios de cultivo diferentes. Para que las bacterias
crezcan adecuadamente en un medio de cultivo artificial debe reunir una serie
de condiciones como son: temperatura, grado de humedad y presion de oxigeno
adecuadas, asi como un grado correcto de acidez o alcalinidad. Un medio de
cultivo debe contener los nutrientes y factores de crecimiento necesarios y debe
estar exento de todo microorganismo contaminante. Los virus, por ejemplo, son
obligados parasitos intracelulares, por lo que necesitan un medio que contenga
células vivas. Un pequefio grupo de bacterias no se han logrado cultivar en
ningn medio de cultivo, hasta la fecha, como Mycobacterium leprae,

Treponema pallidum y las rickettsias.

. OBJETIVOS
GENERAL

Comprender las diferencias quimicas de los diferentes medios de cultivo y las

técnicas de preparacion.

ESPECIFICOS
Adquirir destrezas en la preparacion de los medios de cultivo solidos.
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lll.  FUNDAMENTO TEORICO

Un medio de cultivo es una técnica de laboratorio que consta de un gel o una
solucién que contiene los nutrientes necesarios para permitir, en condiciones
favorables de pHytemperatura, el crecimiento de virus, microorganismos,
células, tejidos vegetales o incluso pequefas plantas. Segun lo que se quiera
hacer crecer, el medio requerira unas u otras condiciones. Generalmente se
presentan desecados en forma de polvo fino o granular antes de ser preparados;
ya preparados pueden encontrarse en estado solido, semisolido o liquido. El

objetivo ultimo del cultivo es variado: antibiograma, identificacion, multiplicacion.

Clasificacion general de los medios de cultivo.

- Por su consistencia: liquidos (caldo purpura de Bromocresol-acida sédica),
solidos o semisélidos (medio OF).

- Por su origen: sintéticos o naturales.

- Por su composicion: comunes o enriquecidos.

- Por su selectividad: enriquecidos o selectivos.

Figura 12. Medios de cultivos

Tomado de: http://microbi ia3bequij blogspot.com/2014/05/tipos-y-funciones-de-los-medios-de.html|
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IV. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

- Elementos de proteccion personal.
- Balanza.

- Agua destilada.

- Estufa.

- Cajas de Petri.

V. MUESTRAS
- No aplica.
VI. PROCEDIMIENTO

1. Realizar los célculos para determinar la cantidad del medio solido a pesar
de acuerdo con el volumen a preparar.
Pesar y disolver en agua destilada. Disolver calentando.
Esterilizar el medio.

4. Después de que el agar haya sido esterilizado, muévalo suavemente para
gue el agar se reparta por igual y luego enfrie a unos 45 °C.

5. Cuando el agar se haya enfriado lo suficiente, tienda cuatro cajas de Petri
evitando su contaminacién, afiadiendo 20 ml aproximadamente por caja.

6. Incubar sus placas, después de marcarlas, durante 24-48 horas a 30 °C.

En la siguiente sesion de laboratorio, observe si hay alguna contaminacién.

VIl. TALLER

1. ¢Cudles son las ventajas de los medios complejos en el cultivo general de
microorganismos?

2. ¢Como se clasifican los medios de cultivo en Bacteriologia?

3. ¢Qué cuidados hay que tener en cuenta a la hora de preparar un medio de
cultivo?

4. Investiga y explica como se realiza el control de calidad de los diferentes

medios de cultivos que se preparan en el area de microbiologia.
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PRACTICA N° 10 METABOLISMO DE CARBOHIDRATOS

(MEDIO OF)

l. INTRODUCCION

El estudio bioquimico que se lleva a cabo como complemento de otros estudios
bacteriol6gicos es posible gracias a las reacciones fisioldgicas y quimicas que
llevan a cabo los microorganismos. Para esto se emplean medios de cultivo
enriquecidos con productos utiles para el metabolismo celular, los cuales
ademas contienen algun indicador que hace cambiar el color del medio al
efectuar dichos microorganismos sus funciones. Los organismos varian en su
capacidad para utilizar diferentes compuestos (por ejemplo: carbohidratos, urea,
citrato, etc.) para algunos microorganismos que se usan en su identificacion en
el laboratorio. La prueba OF, oxido fermentativa o de Hugh-Leifson, se usa para
diferenciar y clasificar microorganismos Gramnegativos capaces de metabolizar
0 no glucosa, lactosa, sacarosa u otro azucar, con o sin oxidacion. La peptona
de caseina y el azUcar afiadido constituyen la base nutritiva y energética del
medio. El azul de bromotimol permite identificar las variaciones del pH vy el
cloruro de sodio aporta la salinidad necesaria para el buen crecimiento de los
microorganismos. La oxidaciéon o fermentacion del carbohidrato se observa por

el cambio de color de verde a amatrillo.

Il OBJETIVOS
GENERAL
Observar la via metabolica utilizada por algunos microorganismos para la

degradacion de carbohidratos.

ESPECIFICOS

Guia de Laboratorio de Citologia y
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Que el alumno realice algunas pruebas bioquimicas en medios de cultivo con
sustratos especificos que permitiran demostrar actividades metabdlicas en

bacterias de interés clinico.
Que el estudiante comprenda la importancia de las pruebas bioquimicas para la

caracterizacion e identificacion de estos microorganismos.

I1l.  FUNDAMENTO TEORICO

El metabolismo de un glucido puede seguir la via oxidativa o fermentativa. En

via oxidativa el aceptor final de electrones debe ser el oxigeno y por consiguiente

el proceso es aerobio y produce poca acidez, mientras que en via fermentativa

el aceptor final de electrones es un compuesto organico y el proceso es

anaerobio, originando mucha acidez en poco tiempo. La prueba OF, Oxido
fermentativa o de Hugh-Leifson, es una prueba que indica el tipo de
metabolismo energético: respiratorio (O) o fermentador (F). Se suele utilizar
glucosa como sustrato. Se detecta la acumulacién de acidos con un indicador

acido-base (azul de bromotimol).
La bacteria se inocula con el hilo recto (por picadura) y se incuba en condiciones

de aerobiosis (sin parafina) y de anaerobiosis (con parafina, tubo cerrado),

simultAneamente. Las bacterias que respiran aerobiamente crecen en la
superficie del medio del tubo abierto. Transforman la glucosa en CO2, la
superficie del medio se vera ligeramente amarilla (por la formacién de &cido
carbonico originado al reaccionar el COz con el agua del medio). En el tubo
cerrado, el cultivo se mantiene azul-verdoso. Las bacterias fermentadoras

producen &cidos a partir de la glucosa. Viran el cultivo del tubo cerrado a
amarillo; en el tubo abierto se inicia el viraje en el fondo, pero transcurridas 24

horas los acidos pueden difundir por todo el medio virandolo a amarillo.
Fermentacion: es el proceso metabdlico mas antiguo desde el punto de vista

evolutivo, en el cual la energia procede de compuestos organicos que actian

como dadores y aceptores de electrones. La fermentacion se hace en ausencia
Pagina 45 de 81
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de oxigeno y este proceso da lugar a muchos compuestos organicos, tales

como acidos fuertes que son detectables facilmente
indicador de pH.

IV. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS
- Elementos de proteccion personal.

- Tubos de medios Medio OF (Hugh Leifson).

- Asa en punta.

- Parafina liquida o aceite mineral.

- Mecheros.
V. MUESTRAS

- Cepas de Escherichia coli.
- Cepas de Pseudomonas aeruginosa.

- Cepas de Clostridium sp.

VI. PROCEDIMIENTO

Con el asa en punta, inocule las dos terceras partes del

en posicidon directa. Selle uno de los tubos con parafina y lleve a incubacion a

37° C por 24 horas. Informe sus resultados.

Figura 13. Esquema de la Prueba de oxidacion-fer

RAFAEL NUNEZ Guia de Laboratorio de Citologia y

Fisiologia Bacteriana

por la adicion de un

medio de ambos tubos

mentaciéon (OF)

Prueba de oxidacién- fermentacién (OF)
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W
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Dra. Andrea Badamian

Tomado de: https://sites.google.com/a/goumh.umh.es/practicas-de-micr / indic ificacion-| bacteri

tacion
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Figura 14. Prueba de oxidacion-fermentaciéon (OF)

Tomado de: https://sites.google.com/a/goumh.umh._es/practicas-de-microbiologia/
indice/identificacion-bacteriana/prueba-del-o-f-oxidacion-fermentacion

VIl. TALLER

¢,Cuales son las vias metabdlicas mas utilizadas por las bacterias?

¢ Cuél es la via mas eficiente desde el punto de vista metabdlico? Justifique.

Cuadro 3. INFORME DE RESULTADOS

Guia de Laboratorio de Citologia y

Tubo abierto Tubo cerrado Tipo de Tipo de M.O.

Metabolismo
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PRACTICA N° 11 DEGRADACION DE CARBOHIDRATOS
EN EL MEDIO DE KLIGLER Y TSI

l. INTRODUCCION

Las enterobacterias (Familia Enterobacteriaceae), son bacterias
Gramnegativas. Contiene mas de 30 géneros y 100 especies que pueden tener
morfologia de cocos o bacilos. Los miembros de este grupo forman parte de
la microbiota del intestino (llamados coliformes) del ser humano y de otras
especies animales. Algunas especies pueden vivir en tierra, en plantas o en

animales acuaticos.

El Agar-hierro-triple azucar es un medio de cultivo empleado para la
diferenciacién de enterobacterias, en base a la fermentacion de los hidratos de

carbono glucosa, lactosa y sacarosa y a la produccién de acido sulfhidrico.

Il OBJETIVOS
GENERAL

Observar las diferentes reacciones en el medio Kligler o TSI.

ESPECIFICOS
Que el alumno realice algunas pruebas bioquimicas en medios de cultivo con
sustratos especificos que permitiran demostrar actividades metabdlicas en

bacterias de interés clinico.

Que el estudiante comprenda la importancia de las pruebas bioquimicas para la

caracterizacion e identificacion de estos microorganismos.

lll.  FUNDAMENTO TEORICO

El Agar Kligler y el Agar hierro tres azucares (TSI- Three Sugar Iron) son medios

utilizados ampliamente en el tamizaje de identificacion de microorganismos
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entéricos. El medio de Kligler contiene dos azucares: glucosa y lactosa, ademas
de tiosulfato de sodio y sulfato ferroso, que sirve para detectar la presencia de
gas y HzS.

Caracteristicas de los medios:

El medio tiene adicionado un indicador de pH, que es el rojo de fenol, que a pH
acido es amatrillo y a pH alcalino es rojo.

Como el sulfuro de hidrégeno (H2S) es incoloro, se utiliza un indicador para que
pueda ser detectado. Esos indicadores pueden ser sulfato ferroso o citrato
amaonico férrico.

El tiosulfato de sodio es la sustancia que dona los atomos de azufre para la
formacién del HzS, los atomos de hidrogeno se obtienen de la degradacion de
la glucosa.

Para visualizar el H2S las sales de hierro utilizadas se precipitan formando un
compuesto negro insoluble de sulfuro.

Las reacciones gue pueden leerse en este medio son:

- Fermentacion de la glucosa.
- Degradacién de la lactosa.

- Produccion de H2S.

- Produccion de gas.

Los posibles resultados obtenidos se interpretarian asi:

a. K /K. Pico alcalino / Fondo alcalino.

No hay fermentacion de los azucares. Esta reaccion la presentan las bacterias
no fermentadoras, de manera que este resultado excluye a los miembros de la
familia Enterobacteriaceae.

b. A /A. Pico acido / Fondo é&cido.

Glucosa, lactosa, sacarosa fermentada.

c. K/ A. Pico alcalino / Fondo acido.

Glucosa fermentada, lactosa y sacarosa no fermentada.

d. Pico alcalino / Fondo &acido negro.
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Glucosa fermentada, lactosa no fermentada, produccion de H2S.

Figura 15. Resultados prueba TSI

Tomado de: http://microbiologiauasd.blogspot.com/
p/métodos- de-siembra.html

IV. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS
- Elementos de proteccion personal.

- Tubos con los medios de Kligler o TSI.

- Mecheros.

- Incubadora.

- Asas.

V. MUESTRAS

- Cepas de: Escherichia coli, Pseudomonas, Salmonella, Clostridium.

VI. PROCEDIMIENTO

Con un asa en punta tomar la colonia y atravesar con ella hasta un tercio del
fondo del medio. No debe llegar al fondo, pues entraria aire en la parte profunda

y se alteraria el medio para la fermentacién. Pasar el asa por el bisel. Incubar
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a 37 °C por 24 horas.

VIl. TALLER

1. Informe y sustente los resultados obtenidos.

2. Investigue que otros ejemplos de bacterias se pueden inocular en estos
medios para estudiar su metabolismo bacteriano.

3. Describe las reacciones finales en el medio de TSI y Klinger con

microorganismos fermentadores y no fermentadores. llUstralos con dibujos.

PRACTIC}A N° 12 DESAMINACION Y
DESCARBOXILACION DE CARBOHIDRATOS (MEDIO LIA)

l. INTRODUCCION

Algunos microorganismos son capaces de provocar la descarboxilacion de los
aminoécidos por induccion de enzimas especificas. El resultado de esta
descarboxilacion es la produccién de una amina (o diamina) y diéxido de
carbono. Tal es el caso de la produccion de la enzima lisina descarboxilasa la
cual al actuar sobre la lisina produce una diamina llamada cadaverina. En el
medio LIA se puede detectar la produccion de la lisina descarboxilasa ya que se
produce una reaccion coloreada por un cambio en el pH del medio, que contiene
como indicador purpura de bromocresol. Un cambio del color original del medio
(morado) hacia amarillo en el fondo indica una reaccion acida por la fermentacion
de una pequefia cantidad de glucosa en el medio. Si el microorganismo produce
lisina descarboxilasa, la accion de esta enzima sobre la lisina dara lugar a la
cadaverina, la cual provocard un cambio de pH hacia la alcalinidad dando un
color morado que sobrepasa la acidez debida a la glucosa. Asi pues, un fondo
amarillo indica que no se produce lisina descarboxilasa y un color morado que

si es producida.

Programa de Bacteriologia Pagina 51 de 81



._\\

".'3.;-. CORPORACION UNIVERSITARIA

£ RAFAEL NUNEZ Guia de Laboratorio de Citologia y

' Fisiologia Bacteriana

Il OBJETIVOS

GENERAL
Observar las diferentes reacciones en el medio de LIA.

ESPECIFICOS
Realizar algunas pruebas bioquimicas en medios de cultivo con sustratos
especificos que permitiran demostrar actividades metabdlicas en bacterias de

interés clinico.

Comprender la importancia de las pruebas bioguimicas para la caracterizacion

e identificacion de estos microorganismos.

. FUNDAMENTO TEORICO

El Agar de Hierro y Lisina es un medio utilizado para la diferenciacion de
microorganismo entéricos en base a su capacidad para desaminar o
descarboxilar la lisina y de producir sulfuro de hidrogeno. Este medio también
es conocido como LIA. (Lysine Iron Agar)

Edwards y Fife desarrollaron este medio para diferenciar a Salmonella arizonae.
Debido a que S. arizonae fermenta la lactosa rapidamente, la produccion de
H2S es suprimida en el Agar de Hierro y Triple AzGcar. Eliminando la lactosa e
incorporando la lisina, Edwards y Fife encontraron que este medio diferencia a
los medios, es especialmente recomendado para la identificacion de bacilos que
fermentan rapidamente la lactosa.

En este medio, la peptona es la fuente de carbono y nitrégeno. El extracto de
levadura provee vitaminas y cofactores para el crecimiento. La dextrosa es la
fuente de energia. El hidrocloruro de L-lisina es el sulfato donde actuan las
enzimas descarboxilasa o desaminasa. El citrato férrico de amonio y el
tiosulfato de sodio actian como indicadores de la produccion de H2S. El
purpura de bromocresol es un indicador de pH. EIl agar es adicionado como

agente solidificante.
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En este medio se leen las siguientes reacciones bioguimicas:

- Fermentacion de la glucosa (K/A), la bacteria solo fermenta la glucosa.
- Descarboxilacion de la lisina: (K/K).
- Desaminacion de la lisina: R/A) rojo/ amarillo.
- Produccion de gas: ruptura del medio.
- Produccion de Hz2S: ennegrecimiento del medio.
Resultados
e Decarboxilacién de la lisina:
Prueba Positiva: Pico violeta/fondo violeta.
Prueba Negativa: Pico violeta/fondo amarillo.
e Desaminacién de lalisina:
Pico rojizo/fondo amarillo. Esto sucede con cepas del género Proteus,
Providencia y alguna cepas de Morganella spp.
e Produccion de acido sulfhidrico:
Prueba positiva: Ennegrecimiento del medio (especialmente en el limite del pico
y fondo).
Figura 16. Resultados prueba medio LIA

1 2 3
Tomado de: https://vdocuments.mx/lectura-de-pruebas-

bioquimicas-y-antibiograma-de-gram-positivos.html
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IV. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS
- Elementos de proteccion personal.

- Tubos con los medios de LIA.

- Mecheros.

- Incubadora.

- Asas bacteriolégicas (punta recta y punta redonda).

V. MUESTRAS

- Cepas de: Escherichia coli, Pseudomonas, Salmonella, Proteus.
VI. PROCEDIMIENTO

Con un asa en punta, tomar la colonia y realizar doble la siembra con ella hasta
un tercio del fondo del medio. Pasar el asa por el bisel. Incubar a 37 °C por 24

horas.
VIl. TALLER

1. Informe y sustente los resultados obtenidos en la practica realizada.

2. Investigue qué otros ejemplos de bacterias se pueden inocular en estos
medios para estudiar su metabolismo bacteriano.

3. Describe las reacciones finales de desaminacién y descarboxilacion en el

agar LIA e ilustralos con dibujos.

PRACTICA N° 13 PRUEBA DEL CITRATO DE SIMMONS

l. INTRODUCCION

El Agar Citrato de Simmons es un medio utilizado para la diferenciacién de

bacilos Gram negativos en base a su capacidad de utilizar el citrato. Este medio
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es recomendado para el estudio de enterobacterias a partir de muestras clinicas,
de agua y alimentos. Ciertas bacterias tienen la capacidad de utilizar el citrato
como Unica fuente de carbono en una serie de reacciones como sigue:
CITRATO OXALACETATO + ACETATO

OXALACETATO PIRUVATO + CO

2 PIRUVATO ACETATO + LACTATO + CO

Los &cidos organicos son posteriormente utilizados dando como producto final
carbonatos y bicarbonatos alcalinos. El pH alcalino asi logrado hace que el
indicador de pH en el medio, el azul de bromotimol vire de su color verde original

a un azul intenso.

Il OBJETIVOS
GENERAL

Medio utilizado para la diferenciacion de Enterobacterias, en base a la
capacidad de utilizar Citrato como unica fuente de carbono y energia
ESPECIFICOS

Que el alumno realice algunas pruebas bioquimicas en medios de cultivo con
sustratos especificos que permitiran demostrar actividades metabdlicas en

bacterias de interés clinico.

Que el estudiante comprenda la importancia de las pruebas bioquimicas para la

caracterizacion e identificacién de estos microorganismos.

lll.  FUNDAMENTO TEORICO

En el medio de cultivo, el fosfato monoaménico es la Unica fuente de nitrégeno
y el citrato de sodio es la Unica fuente de carbono. Ambos componentes son
necesarios para el desarrollo bacteriano. Las sales de fosfatos forman un
sistema buffer, el magnesio es cofactor enzimatico.

El cloruro de sodio mantiene el balance osmético, el azul de bromotimol es el
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indicador de pH, que vibra al color azul en medio alcalino. El metabolismo del
citrato se realiza, en aquellas bacterias poseedoras de citrato permeasa, a
través del ciclo del &cido tricarboxilico. El desdoblamiento del citrato da
progresivamente da oxalacetato y piruvato. Este ultimo, en presencia de un
medio alcalino da origen a acidos organico que, al ser utilizados como fuente
de carbono, producen carbonatos y bicarbonatos alcalinos. El medio vira
entonces al azul y esto es indicativo de la produccion de citrato permeasa.

IV. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

- Elementos de proteccion personal.
- Agar Citrato Simmons.
- Mechero.

- Asaen aro/ punta.

V. MUESTRAS
- Cepas de Citrobacter sp.
- Cepas de Klebsiella sp.

- Cepas de E. coli.

VI. PROCEDIMIENTO
Inocular una pequefia porcion de la colonia crecida en los tubos inclinados.
Realizar siembra por estria.

Incubar a 37° C por 24 horas.

A

Examinar la reaccion.

LIMITACIONES
- Si se usa un indculo denso para sembrar el medio de cultivo, puede variar el
color del pico del verde al amarillo-amarronado. Esto no afecta el color verde

del resto del medio de cultivo, pero puede afectar la visualizaciéon azul de un
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resultado positivo.

- In6éculos muy densos pueden originar resultados falsos positivos.

- Cuando se siembra una serie de pruebas bioquimicas a partir del mismo cultivo,
se debe esterilizar la aguja de inoculacion antes de inocular la prueba del citrato
o sino inocularla primero. Cualquier arrastre de materia organica puede originar

resultados falsos positivos.

INTERPRETACION

El desarrollo de un color azul intenso en 24 - 48 horas indica una prueba positiva
y revela que el microorganismo en estudio ha sido capaz de utilizar el citrato en
el medio con la formacion de productos alcalinos. La prueba también es positiva
en ausencia de color azul si existe crecimiento del microorganismo a lo largo de

la estria de inoculacion.

Figura 17. Resultados prueba del citrato de SIMMONS

Tomado de: https://candyorianaana.tumblr.com/post/132643132460/
simmons-citrato-descripci%C3%B3n-medio-utilizado?is_related_post=1

VIl. TALLER

1. Enuncie cinco géneros bacterianos que utilicen el citrato y otros cuatro que sean
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negativos.
2. Explique los resultados obtenidos en la practica realizada en el laboratorio.

3. Esquematice con dibujos los resultados obtenidos.

PRACTICA N° 14 PRUEBA DE LA UREA

l. INTRODUCCION

Algunas bacterias son capaces de emplear la urea como Unica fuente de
nitrégeno. En tal caso la bacteria ha de poseer un enzima, la ureasa, capaz de
atacar la urea. Al descomponerse se libera amoniaco que alcaliniza el medio.
El medio de cultivo posee un indicador de pH que vira a un color
rosa intenso cuando dicho pH se hace basico; de esta forma podemos detectar
la produccion de amoniaco y, en Ultima instancia, la presencia del enzima

ureasa. El medio de cultivo a emplear es el agar urea.

. OBJETIVOS

GENERAL
Medio utilizado para la diferenciacion de Enterobacterias, en base a la actividad
ureasica, es muy Util para la diferenciacion de Proteus spp, de otros miembros

de la familia Enterobacterias.

ESPECIFICOS
Realizar algunas pruebas bioguimicas en medios de cultivo con sustratos
especificos que permitiran demostrar actividades metabdlicas en bacterias de

interés clinico.

Comprender la importancia de las pruebas bioquimicas para la caracterizacion

e identificacion de estos microorganismos.

lll.  FUNDAMENTO TEORICO
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En el medio de cultivo, la tripteina y la glucosa, aportan los nutrientes para el
desarrollo de microorganismos. El cloruro de sodio mantiene el balance
osmotico, y el rojo de fenol es el indicador de pH.

Algunas bacterias hidrolizan la urea por medio de la enzima ureasa liberando
amoniaco y dioxido de carbono. Estos productos alcalinizan el medio haciendo
virar el rojo de fenol del amarillo al rojo. En este medio, la fermentacion de la
glucosa activa la enzima ureasa, acelerando la velocidad del metabolismo en
aguellos organismos que hidrolizan lentamente la urea, como especies de
Enterobacter o Klebsiella.

La hidrélisis de la urea es catalizada en algunos microorganismos por una
enzima especifica, la ureasa, dando lugar a dos moléculas de amonio, agua y
diéxido de carbono. Todo esto da lugar a un cambio en el pH, lo que causa que
cambie el color original del medio (amarillo) a un color rojo por el indicador rojo
de fenol. De acuerdo con la degradacion de la urea el color sera mas o menos
intenso. (NH2)2C=0 + 2H20---> CO2+2NH3+H20 (NH4)2CO3.

IV. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

- Elementos de proteccion personal.
- Agar Urea base.
- Mechero.

- Asaen aro/ punta.

V. MUESTRAS

- Cepas de Proteus sp.
- Cepas de Klebsiella sp.

- Cepas de E. coli.

VI. PROCEDIMIENTO
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Inocular una pequefia porcion de la colonia crecida en los tubos inclinados.
Realizar siembra por estria.

Incubar a 37° C por 24 horas.

1.
2.
3.
4.

Examinar la reaccion.

LIMITACIONES

- Bacterias que hidrolizan lentamente la urea, como Klebsiella, Enterobacter
y Citrobacter, viran al color rojo-rosado de todo el medio de cultivo luego de
varios dias de incubacion.

- No calentar o sobrecalentar el medio de cultivo porque la urea se
descompone facilmente.

INTERPRETACION

La produccién de urea indica un color fucsia intenso en todo el agar inclinado.

La intensidad de color en el agar nos indica la capacidad de velocidad que tiene

el microorganismo para hidrolizar la urea.

Una reaccion negativa no produce cambio de color; el medio de agar mantiene

un color de amarillo palido a beige.

Figura 18. Resultados prueba de la UREA

UREA AGAR

o
|

- - s
SR

Uninoculated  Negative Positive
or
Negative

Tomado de: http://ams.uokerbala.edu.iq/wp/wp-content/uploads/2017/10/Lab-diagnosis-of-
Enterobacteriaceae-and-other-gram-negative-rods.pdf
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VI. TALLER

1. Haga una lista de bacterias que hidrolicen la urea de una manera rapida y
lenta.

2. Diga los resultados obtenidos en la practica de laboratorio y esquematice
con dibujos.

3. Investigue como se realiza el color de calidad para esta prueba.

PRACTICA N° 15 PRUEBA SIM (SULFURO-INDOL-
MOTILIDAD)

l. INTRODUCCION

SIM es un medio semisolido y diferencial utilizado en la confirmacién presuntiva
de miembros de la familia Enterobacteriaceae, especialmente de Salmonella y
Shigella.

La prueba de indol se emplea para detectar la presencia de la enzima
triptofanasa en bacterias, que degrada el aminoacido triptéfano a indol. Al afadir
al medio SIM el reactivo de Kovac's o de Ehrlich que contiene p-
dimetilaminobenzaldehido, reacciona tanto con el indol como con el triptéfano
produciendo compuestos de color rojizo. Para evitar la interferencia del
triptéfano, el reactivo esta disuelto en alcohol isoamilico inmiscible en agua. A
diferencia del triptéfano, el indol es soluble en el alcohol y sélo este compuesto
reaccionara con el aldehido produciendo el anillo coloreado caracteristico de
esta prueba.

La motilidad se puede observar por un crecimiento turbio lejos de la picadura

realizada en la inoculacion de los medios OF o en un medio SIM.

. OBJETIVOS
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GENERAL

Verificar la movilidad de un medio semisdlido destinado a la produccion de indol
y de sulfuro de hidrégeno en un mismo tubo.

ESPECIFICOS

Realizar algunas pruebas bioquimicas en medios de cultivo con sustratos
especificos que permitiran demostrar actividades metabdlicas en bacterias de

interés clinico.

Comprender la importancia de las pruebas bioquimicas para la caracterizacion

e identificacion de estos microorganismos.

. FUNDAMENTO TEORICO

El triptéfano es un aminoacido constituyente de muchas peptonas, y
particularmente de la tripteina, que puede ser oxidado por algunas bacterias
para formar indol. En el proceso interviene un conjunto de enzimas llamadas
triptofanasa. El indol producido se combina con el aldehido del reactivo de
Kovac's o de Ehrlich, para originar un compuesto de color rojo. Las cepas
moviles pueden apreciarse en este medio, por la turbidez que producen
alrededor de la puncién de siembra, mientras que aquellas cepas productoras
de sulfhidrico se distinguen por la formacion de un precipitado negro de sulfuro
de hierro a partir del tiosulfato siempre que el medio se mantenga a un pH mayor
a7.2.

IV. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

- Elementos de proteccion personal.
- Agar SIM.
- Mechero.

- Asaenaro/ punta.

V. MUESTRAS
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- Cepas de Proteus sp.
- Cepas de Enterobacter sp.

- Cepas de E. coli.

VI. PROCEDIMIENTO

Inocular una pequefia porcion de la colonia crecida en los tubos inclinados.
Realizar siembra por estria.
Incubar a 37° C por 24 horas.

Examinar la reaccion.

a k WD E

Adicionar una gota de reactivo de Kovac's.

e LIMITACIONES

- En las bacterias aerobias estrictas, que soOlo crecen en superficie, la
movilidad puede ser dificil de observar.

- Algunas bacterias productoras de melanina como Morganella morganii,
pueden dar un color parduzco, que no debe confundirse con el color negro

debido a la produccién de acido sulfhidrico.

e INTERPRETACION

1. Movilidad:

- Resultado positivo: presencia de turbidez o crecimiento mas alla de la linea
de siembra.

- Resultado negativo: crecimiento solamente en la linea de siembra.

2. Sulfuro:
- Resultado positivo: ennegrecimiento en el medio.

- Resultado negativo: el medio permanece sin cambio de color.

3. Pruebadel indol:
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La prueba de indol se realiza una vez que se ha determinado la movilidad y la
prueba de ornitina.
- Resultado positivo: color rojo al agregar el reactivo revelador.

- Resultado negativo: el color del reactivo revelador permanece incoloro-

amarillento.
Figura 19. Resultados prueba del Indol
Tomado de: https://es.slideshare.net/ThelmaCorrea/preparacion-
de-medios-de-cultivo-para-bioqumicas
VIl. TALLER

1. Haga una tabla en la cual indique los resultados que arrojan los siguientes
microorganismos segun la prueba realizada en el laboratorio: E. coli,
Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Citrobacter koseri y Enterobacter
cloacae.

2. Diga los resultados obtenidos en la practica de laboratorio y esquematice
con dibujos

3. Investigue como se realiza el color de calidad para esta prueba.

PRACTICA N° 16 PRUEBA DE LA CATALASA Y OXIDASA
l. INTRODUCCION

Prueba de la catalasa. El peréxido de hidrogeno es el producto final del
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metabolismo oxidativo de carbohidratos, a esta via metabdlica recibe el nombre
de metabolismo aerobio-oxidativo. La acumulacion del peréxido es muy toxico

por lo que la mayoria de las bacterias aerobias y anaerobias facultativas
exceptuando a Streptococcus sp. producen una enzima llamada catalasa que

degrada el peroxido de hidrégeno obteniendo agua y oxigeno.
Prueba de la oxidasa. Todas las bacterias aerobias obtienen su energia en

forma de ATP a partir del proceso de respiracion también llamado cadena

respiratoria, este se lleva a cabo en la membrana celular bacteriana, En la
respiracion hay una secuencia de enzimas y transportadores que pasan los
electrones desde sus sustratos hasta llegar al citocromo C, la enzima
llamada citocromo C oxidasa le quita electrones al citocromo C, estos
electrones son transferidos por la enzima al oxigeno siendo este el ultimo

aceptor de electrones en la cadena respiratoria, finalmente debido a que el
oxigeno tiene un exceso de electrones puede atraer &tomos de Hidrégeno

formando dos posibles productos: Agua o peroxido de hidrogeno.

.  OBJETIVOS

GENERAL
Observar las actividades catalasica y oxidasa de ciertas cepas bacterianas.

ESPECIFICOS

hidrégeno en oxigeno y agua en la muestra analizada.

Reconocer la presencia de la enzima catalasa al descomponerse el peréxido de
Detectar la presencia de la enzima oxidasa en la muestra analizada.

FUNDAMENTO TEORICO
La Catalasa es una enzima que se encuentra en la mayoria de las bacterias y

1.
cataliza la rotura del peréxido (agua oxigenada), liberando oxigeno libre. La
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estructura de la enzima contiene anillos porfirinicos que es caracteristica de los
citocromos. La actividad de la catalasa es inhibida en medios con un pH &cido.
Prueba de oxidasa: Basicamente es la deteccion de la enzima oxidasa, muy util
en la identificacion de bacterias Gram (-). La reaccion de la oxidasa se debe a la
presencia del sistema de citocromo-oxidasa, la cual activa citocromos reducidos
por oxigeno molecular, por la transferencia de un aceptor al estado terminal del
sistema de transferencia de electrones. El sistema de citocromos esta
generalmente presente en organismos aerdbicos. Un resultado positivo a la
oxidasa consiste en una serie de reacciones en las cuales un componente auto-
oxidable del sistema de citocromo es al final catalizado. Utilizando un tubo capilar
con tetrametil-p-phenylendiamina al 1%, se adiciona una pequefia cantidad a un
cultivo bacteriano colocado sobre un papel filtro y obtenemos las siguientes
reacciones: una reaccion positiva (presencia de oxidasa) se indica por la
apariencia de un color parpura obscuro en el papel, en menos de 10 segundos;
al contrario, una reaccion negativa, que consiste en una ausencia de color

parpura.

IV. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

- Elementos de proteccién personal.
- Caldo nutritivo.
- Agua oxigenada.

- Tirillas de Oxidasa.

V. MUESTRAS

- Cepas de Streptococcus sp.
- Cepas de Staphylococcus aureus.

- Cepas de E. coli.

VI. PROCEDIMIENTO
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1. Poner una pequefa porcion de los cultivos crecidos en los tubos inclinados
sobre dos portaobjetos.

2. Anadir unas gotas de H20:2 al 3%.

3. Con un objetivo de bajo aumento, enfoque la masa celular en los
portaobjetos.

4. Examinar la reaccion de la catalasa.

Figura 20. Resultados Pruebas de la Catalasa y la oxidasa

CATALASE TEST

Tomado de: https://microbi j | press.com/ 2018/02/22/
practica-13-prueba-del-citocromo- oxu:!asa/

Tomado de: http://microbitosblog. com/2011/09/27/pruebas b|oqu|m|cas pnmanas/

VII. TALLER

1. Enuncie 4 géneros bacterianos cuya actividad catalasica sea negativa y
cuatro que sea positiva.

2. Mencione 2 ejemplos de microorganismos Oxidasa positiva y Oxidasa
Negativa.

3. ¢Existen otros organismos en los reinos vegetal y animal que sean catalasa

negativos?
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PRACTICA N° 17 ROJO DE METILO Y VOGES
PROSKAUER

l. INTRODUCCION

Esta prueba se realiza para determinar la capacidad de un microorganismo de
fermentar la glucosa con produccién de acido por la via acido-mixta o con

produccion de un producto final neutro (acetoina) por la via butanodiélica.

. OBJETIVOS
GENERAL
Determinar la formacién de acidos que se producen durante la fermentacién de

un carbohidrato.

ESPECIFICOS
Realizar algunas pruebas bioquimicas en medios de cultivo con sustratos
especificos que permitiran demostrar actividades metabdlicas en bacterias de

interés clinico.

Comprender la importancia de las pruebas bioquimicas para la caracterizacion

e identificacion de estos microorganismos.

. FUNDAMENTO TEORICO

Las enterobacterias son anaerobios facultativos que utilizaran la glucosa en dos
fases: primero la metabolizardn aerobiamente (respiracion oxibiotica)
consumiendo rapidamente el oxigeno del medio, para luego, en segundo lugar,
continuar metabolizandola por via anaerobia (fermentacion). Esta puede ser de
dos tipos:

e Fermentacion acido-mixta: La realizan las bacterias del grupo de E. coli y

los productos finales son acidos organicos (acidos férmico, acético, lactico y
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succinico) que provocan un fuerte descenso del pH inicial del medio. Puede
detectarse por el viraje del indicador de rojo de metilo que permanece
amarillo por encima de pH 5,1 y rojo por debajo de 4,4.

e Fermentacién butilén glicélica: La realizan las bacterias del grupo

Klebsiella-Enterobacter (antiguo aerdgenes). Los productos finales son
compuestos neutros como el butanodiol y el etanol, produciéndose acetoina
como intermediario que podra ser detectada afadiendo al medio KOH
(reactivo A de Voges-Proskauer) y alfa-naftol (reactivo B de Voges-
Proskauer) que reaccionaran con este compuesto produciendo un color rojo
caracteristico.
Para la realizacion de estas dos pruebas se cultiva el microorganismo en
caldo RMVP (medio de Clark y Lubs) y se incuba a 30°C durante un periodo
de 3 dias como minimo y 5 como maximo. Al revelar las pruebas, se separa
el cultivo en dos porciones de unos 2,5ml que serviran para cada uno de los
ensayos.

¢ Rojo de Metilo: A uno de los tubos se le afiade unas gotas (4-5) de solucion
indicadora de Rojo de Metilo. Se agita para homogeneizar y se observa la
coloracion. Se considera positiva si vira al rojo y negativa si permanece
amarillo.

Figura 21. Prueba del Rojo de Metilo y Voges Proskauer

Tomado de https //es. slldeshare net/mtcroblologm dad/lab-4

Programa de Bacteriologia Péagina 69 de 81



._\\

".'3.;-. CORPORACION UNIVERSITARIA

£ RAFAEL NUNEZ Guia de Laboratorio de Citologia y

' Fisiologia Bacteriana

IV. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

- Elementos de proteccion personal.

- Tubos con los medios de rojo de metilo.
- Mecheros.

- Incubadora.

- Asas.

V. MUESTRAS

- Cepas de Escherichia coli.
- Cepas de Pseudomonas.
- Cepas de Salmonella.

- Cepas de Proteus.
VI. PROCEDIMIENTO

Con un asa en punta, tomar la colonia y realizar siembra con ella hasta un tercio

del fondo del medio y mezclar. Incubar a 37 °C por 24 horas.

VIl. TALLER

1. Informe y sustente los resultados obtenidos en la préctica realizada.
2. Investigue que otros ejemplos de bacterias se pueden inocular en este

medio para estudiar su metabolismo bacteriano.
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PRACTICA N° 18 ANTIBIOGRAMA.

l. INTRODUCCION

El antibiograma es la prueba microbiolégica que se realiza para determinar la
susceptibilidad (sensibilidad o resistencia) de una bacteriaa un grupo de
antibidticos. Las técnicas de antibiograma son las utilizadas en el laboratorio de
microbiologia para estudiar la actividad de los antimicrobianos frente a los

microorganismos responsables de las infecciones.

Se considera como antimicrobiano cualquier sustancia con capacidad de matar
o al menos de inhibir el crecimiento de los microorganismos y que sea
susceptible de utilizacion como tratamiento en los pacientes. Pueden ser
naturales, sintéticos o semisintéticos (modificacién quimica de un compuesto
natural). La historia moderna de los antibi6ticos comienza con el descubrimiento
de sustancias presentes en unos microorganismos capaces de matar a otros
microorganismos. La utilizacion de antibioticos supuso un avance enorme en la
esperanza de vida de las personas que padecian procesos infecciosos, aunque

también supuso un aumento en los niveles de resistencia antibidtica.

. OBJETIVOS

GENERAL

Determinar la sensibilidad de un microorganismo a antibiéticos mediante un
antibiograma.

ESPECIFICOS

Realizar la lectura e interpretacion del antibiograma.

1.  FUNDAMENTO TEORICO

El antibiograma es un método de estudio in vitro del comportamiento de los
antimicrobianos (antibiéticos y quimioterapicos) frente a los agentes
infecciosos. Su finalidad es proporcionar informacion para la iniciacién y marcha

de la terapia antiinfecciosa. Con los resultados obtenidos, las bacterias se
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pueden clasificar en: sensible, con sensibilidad intermedia y resistente. Los
antibiogramas pueden ser de dos tipos: prueba cuantitativa y la prueba
cualitativa.

La prueba cuantitativa permite determinar la Concentracion Bactericida Minima
(CBM) y la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) de un antibi6tico frente a una
cepa dada.

La prueba cualitativa o prueba de difusion en agar se conoce como la técnica
de Kirby Bauer es la mas utilizada en el laboratorio clinico por su facilidad y

buena correlacién con las técnicas cuantitativas.

IV. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

- Elementos de proteccion personal.

- Cajas con agar Mueller Hinton.

- Tubos con solucion salina o caldo BHI.
- Sensidiscos.

- Escobillones.

- Asa bacteriolégica.

- Pinzas.

- Estandar 0,5 Mc Farland.

V. PROCEDIMIENTO

1. Preparar el inoculo con una densidad de bacterias equivalente al 0,5 de Mac
Farland, al suspender una colonia de bacteria en caldo BHI o en solucién
salina.

2. Una vez preparada la suspension de bacterias, inocular el medio BHI por
siembra masiva, con un escobillbn impregnado con la suspensién
bacteriana. Antes de realizar la siembra, se debe eliminar el exceso de
suspension en el escobillén, presionandolo suavemente sobre las paredes

del tubo (ver figura).

Programa de Bacteriologia Pagina 72 de 81



",
“"{;"-I CORPORACION UNIVERSITARIA

£ RAFAEL NUNEZ Guia de Laboratorio de Citologia y

PR Fisiologia Bacteriana

3. Colocar los sensidiscos con ayuda de una pinza. Los discos se colocan
separados unos 15 mm del borde de la caja y con una distancia de unos 15-
30 mm entre ellos.

4. Se incuba a 35°C 18-24 horas o teniendo en cuenta las especificaciones del
CLSI para cada tipo de bacteria.

5. Posterior a la incubacion, se procede a medir el diametro de los halos de
inhibicion y compararlos con las sensibilidades establecidas en la norma del
CLSI.

VI. MUESTRA
- Cepas de Staphylococcus aureus.

- Cepas de E. coli.

Figura 22. Siembra masiva para el antibiograma.
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Tomado de: https://es.slideshare.net/Prymer/antibiograma-3625685
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Figura 23. Antibiograma con sensidiscos

Tomado de: https://es.slideshare.net/Prymer/antibiograma-3625685

Figura 24. Medicion del Halo de inhibicion

Tomado de: http://composi.info/antibiograma.html

VIl. TALLER

1. Describa cémo se realiza la determinacién de la Concentracion

Inhibitoria Minima (CIM).

2. ¢,Qué es la escala de Mc Farland? ¢Qué significa suspension

equivalente a 0,5 Mc Farland?
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PRACTICA N° 19 METODOS DE ESTERILIZACION Y
PREPARACION DE MATERIAL

l. INTRODUCCION

Se denomina esterilizacién al proceso por el cual se obtiene un producto libre de
microorganismos viables. El proceso de esterilizacion debe ser disefiado,
validado y llevado a cabo para asegurar que es capaz de eliminar la carga

microbiana del producto o un microorganismo mas resistente.

Dado que la esterilidad no se puede demostrar de manera absoluta, sin causar
la destruccién completa de todas las unidades del lote de producto terminado;
se define la esterilidad en términos probabilisticos, en donde la probabilidad de
gue una unidad de producto esté contaminada es aceptablemente remota. Se
considera que un producto critico es estéril, cuando la probabilidad de que un
microorganismo esté presente en forma activa o latente es igual o menor de 1
en 1.000.000

Comprende todos los procedimientos fisicos, mecanicos y preferentemente

guimicos, que se emplean para destruir gérmenes patégenos.

Il OBJETIVOS
GENERALES

Aplicar los conocimientos en el manejo de los diferentes equipos de

esterilizacion, asi como los métodos de comprobacion de la esterilizacion.

ESPECIFICOS
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Conocer las técnicas de esterilizacion mas habitualmente utilizadas en un

laboratorio de microbiologia general y de metodologias de control de la

esterilizacion.
FUNDAMENTO TEORICO

1.
Proceso _de esterilizacion. Esterilizacion es un proceso cuyo objetivo es

destruir la contaminacién microbiana de patégenos y no patdgenos viables

incluyendo las esporas.
Variables de esterilizacion:

Variables en relacién con el producto: biocarga, biorresistencia, bioestado,
bioescudo y densidad o factores que afectan la penetracion y evacuacion de

la sustancia.

Variables en relacién con el proceso: temperatura, humedad / hidratacion,
tiempo, pureza de las sustancias y el aire, saturacion / penetracion y

capacidad del esterilizador.

Métodos de esterilizacién:
Térmicos (fisicos): vapor bajo presion / calor himedo; aire caliente / calor

[}
seco; microondas / radiacion no ionizante.
Quimicos: 6xido de etileno gaseoso; formaldehido gaseoso; peréxido de
0zono gaseoso; solucion activa de

[}
hidrogeno plasmético / vapor;

glutaraldehido; solucion de &cido peracético.

¢ Radiaciones ionizantes (fisico).
Ciclos de esterilizacion: _es el tiempo que se requiere para alcanzar la

esterilizacion y abarca:

Calentamiento.

Tiempo de muerte.
Factor de seguridad para la biocarga.

Evacuacion o disipacion de la sustancia.
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MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

Elementos de proteccion personal.

Autoclave.

Cajas de Petri.

Pipetas de vidrio.

Lapiz de cera.

Balanza.

Medios sélidos en polvo.
Agua destilada.

Papel de envolver.

Espatula.

Cinta control de autoclave.

Estufa.

Erlenmeyer.

MUESTRA

No aplica.

PROCEDIMIENTO

Cortar el papel de envolver segun indicacion del profesor, dependiendo de

material que se vaya a envolver.

A cada paquete envuelto, poner un pedazo de cinta de control de autoclave.

Prender el autoclave y ponerlo a funcionar segun sus indicaciones.

En la balanza pesar la cantidad de medio estipulado. Diluir con la cantidad

de agua indicada. Llevarlo a la estufa para la diluciéon del medio hasta que

hierva, luego retirar de la estufa y sellar muy bien el frasco en la forma en

gue el profesor lo indique.

Cuando el autoclave obtenga todas las condiciones para esterilizacion,
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colocar todo el material que se quiera esterilizar hasta que termine el

proceso de esterilizacion.
5. Retirar el material del autoclave y dejar refrescar.
6. Prender el mechero, desempacar las cajas de Petri y proceder a colocar el

medio en las cajas flameando siempre la boca del Erlenmeyer; sin hablar.

7. Dejar enfriar y guardar en la nevera en forma invertida.

Nota: Las cajas de Petri se incuban con la tapa hacia abajo para evitar la

contaminacion.

VIl. TALLER
1. ¢Por qué es necesario esterilizar el material que se va a utilizar en

bacteriologia?
2. ¢ Por qué el agua para preparar los medios debe ser destilada?

3. Explica por qué en la preparacion de materiales para esterilizar se utilizan

papel Kraft y cinta reveladora de esterilizacion.
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