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Objetivo General

En este submodulo obtendras las habilidades destrezas vy
competencias necesarias para manejar las técnicas de identificacion
microbiolégicas de acuerdo a las Normas Oficiales Mexicanas.
Aprenderds a  realizar pruebas de identificacion presuntiva y
confirmatoria de los microorganismos.

¢ Por qué es importante la microbiologia?

La prosperidad del hombre y su bienestar, depende en gran parte del
dominio que se tenga sobre las poblaciones microbianas, sea en el
aspecto biotecnologico, meédico, agricola e industrial, para lo cual
necesita del conocimiento de las condiciones fisicas, fisiolégicas,
bioquimicas y su comportamiento tanto en el &mbito parasitario, como
en la reproduccién de los mismos, ya sea para el aprovechamiento
industrial de subproductos metabdlicos o bien como fuente de proteina
unicelular, para lo cual debemos de conocer las caracteristicas de su
crecimiento, sus condiciones fisicas favorables como son los siguientes
parametros: temperatura, pH y los medios apropiados en el cual se
desarrollan tanto "in vivo" como "in Vitro".

También es importante conocer las formas de inhibicién y destruccion,
asi como la extirpacion de muchos de ellos, como es el caso de
microorganismos que actian como contaminantes, por ejemplo: En la
depuracion del agua, pasteurizacion de la leche, refrigeracion de
alimentos, etc., que con dichas tecnologias se tiende al control de las
poblaciones microbianas.

El aprendizaje de estas técnicas, te permitira adquirir habilidades y
destrezas aplicables en diversas areas del analisis quimico bioldgico.

Ademas se promovera la adquisicion de actitudes de orden,
responsabilidad y limpieza que son preciadas en muchos ambitos de
trabajo.

En esta guia podras adquirir un nivel de competencia 2.
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Mapa Curricular

LABORATORISTA QUIMICO

Maédulo 11
Realizar las técnicas de analisis
cualitativo Quimicc-
Biologicos en el laboratoric

Submaédulo i
Manejar las técnicas de identificacion
microbioldgicas de acuerdo a las

NON

Competencia |

Realizar las pruebas de identificacion

presuntivas de los microorganismos

Habilidades
Preparar métodos de cultivo

solidos y liquidos de acuerdo a los

estandares de calidac

Esterilizar materiales empleados
en el cultivo de microorganismos
Efectuar las técnicas de cultivo y

aislamiento de microorganismos
de acuerdo a las normas oficiales

Ejecutar las técnicas de tincion de

microorganismos empleandc
normas oficiales

Distinguir las caracteristicas
morfolégicas macroscoépicas y
microscoépicas de los
microorganismos

Conocimientos

L] Meétodos de cultivo de
microorganismos

L] Métodos de
esterilizacior

e Tipos de medios de
cultive

Actitudes
Responsabilidad
Order limpieza

Competencia ll
Realizar pruebas de identificacion
confirmatorias de los
microorganismos

Habilidades

Preparar los reactivos
empleados en las pruebas
confirmatorias de identificacion
microbiana

Preparar los medios de pruebas
bioquimicas para la identificacion
microbiana de acuerdo a los
estandares de calidac

Realizar el cultivo de los
microorganismos en los medios
de pruebas bioquimicas de
acuerdo a las normas oficiales
Manejar los criterios de
interpretacion de los resultados
de las pruebas bioquimicas
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Conocimientos
Metabolismo microbianc

Sustancias indicadoras
presentes en las pruebas
bioquimicas

Actitudes
Responsabilidad
Order limpieza




Un mensaje para ti

Te encuentras en el médulo Il, submodulo Il de tu carrera, como tu mismo has
podido experimentar, haz adquirido las competencias del submaodulo |, las cuales
son las técnicas de filtracién, de evaporacidon, sedimentacion, técnicas de
extraccion con solventes y técnicas cromatograficas necesarias para la separacion
de mezclas de sustancias; pero debes continuar con tu aprendizaje para conocer
las técnicas que iran complementando tu formacion profesional en este
submoddulo. Es importante que antes de iniciar, entiendas cuales son los
contenidos, las expectativas, las competencias que vas a adquirir, asi como las
habilidades, destrezas y actitudes que vas a desarrollar en los submédulos
subsecuentes.

Durante este submodulo, aprenderas las técnicas basicas para preparar medios
de cultivo sélidos y liquidos, esterilizar materiales necesarios para el cultivo,
aislamiento e identificacion de microorganismos, las técnicas de tincion vy
distinguir caracteristicas morfolégicas, macroscopicas y microscopicas.

Cuando aprendas las técnicas microbiologicas, estas herramientas de trabajo te
permitirdn trabajar en una diversidad de laboratorios analiticos, como la industria
alimenticia, farmacéutica, y la investigacion ambiental. Todas estas actividades
son extremadamente importantes en nuestra existencia y dependemos de estas
todos los dias.

Este segundo modulo de tu carrera profesional técnica es importante al igual que
los demés, porque debes considerar que estas dentro de un proceso donde te iras
desenvolviendo para adquirir la seguridad y confianza necesaria en tu etapa de
estudiante y como trabajador en alguna empresa del ramo.

Por las caracteristicas propias de esta ciencia se requiere que trabajes mas
tiempo en el laboratorio, donde tendras la oportunidad de manejar otras
condiciones de trabajo asi como equipos completamente distintos a los que se
manejan en los analisis quimicos, ademas de tener sesiones, en forma eventual
en el aula, donde se explicaran los aspectos tedricos basicos.

Con el propdsito de conocer tus avances, tendras la oportunidad de demostrar las
habilidades y destrezas adquiridas al realizar las técnicas de identificacion
microbiolégicas que realizaras durante este submoédulo. Los instrumentos de
evaluacion estaran de acuerdo a criterios de tu desempefio, y productos
entregados.

iTe damos la méas cordial bienvenida al segundo submddulo de tu carrera y te
deseamos que todos tus objetivos y metas sean logrados plenamente!
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Simbologia

PRACTICA

) 518
€| o

Pagina 7 de 60



Competencias, habilidades y destrezas

Realizar técnicas de analisis cualitativo Quimico-Bi  olégicas

Modulo I .
en el laboratorio.

Manejar las técnicas de identificacion microbioldgi cas de

Submaddulo 11
acuerdo a las NOM

1. Realizar las pruebas de identificacion presuntivas

. de los microorganismos.
Competencias

a Desarrollar . . - .. . .
2. Realizar las pruebas de identificacion confirmatorias

de los microorganismos.

Introduccion

¢

En esta guia encontraras informacion suficiente que te ayudara a

introducirte en el fascinante universo de la vida microscopica, la

Microbiologia . Al incursionar en estos temas, desarrollaras habilidades

que te haran competente en el terreno de la ciencia y la tecnologia
microbiolégica, cuando lo logres, podras desempefiarte en el sector salud,
industrial, en agricultura y ganaderia.

El profesor te indicara las actividades que debes realizar como es la esterilizacion
de materiales y la preparacion de medios de crecimiento; utilizaras las técnicas de
cultivo, aislamiento y tincién de acuerdo a las normas oficiales, y también podras
distinguir la morfologia de los microorganismos, esto lo realizaras mediante
ejemplos, ejercicios y practicas.

Cuando hayas obtenido los conocimientos, habilidades y destrezas, el profesor te
pondrA a que realices pruebas de identificacion presuntiva de los
microorganismos, ademas observara que tu actitud cambie, ya que serds mas
responsable, ordenado y limpio en el trabajo microbiolégico. Todo esto sera
considerado para que te reconozcan la nueva competencia que has adquirido.
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Realizar las pruebas de identificacion
COMPETENCIA presuntivas de los organismos

1. Preparar medios de cultivo sélidos y liquidos de
acuerdo a los estandares de calidad

2. Esterilizar materiales empleados en el cultivo de
microorganismos.

3. Efectuar las técnicas de cultivo y aislamiento de
microorganismos, de acuerdo a las Normas

4. Ejecutar las técnicas de tincion de
microorganismos empleando las Normas
Oficiales.

5. Distinguir las caracteristicas = morfoldgicas

macroscopicas 'y microscépicas de los
microorganismos.

RESULTADO | Al término estas habilidades seras capaz de preparar medios
de cultivo, esterilizarlos, desarrollar las técnicas de cultivo,

DE realizar técnicas de tincion asi como las caracteristicas
APRENDIZAJE | morfologicas de los microorganismos para la identificacion
microbiolégica de acuerdo a las Normas Oficiales Mexicanas.

Desarrollo

El manejo apropiado y responsable de los materiales, equipos y espacios del
laboratorio, te permitiran demostrar que se ha logrado manejar las técnicas y
procedimientos microbiologicos. Es importante que tomes en cuenta con mucha
atencion las indicaciones que te da el profesor, la guia y las que se encuentren en
el laboratorio.

Para cultivar los microorganismos en el laboratorio es necesario conocer los
requerimientos nutricionales de cada cepa en particular y controlar factores fisicos
como temperatura y potencial Hidrogeno (pH) (la mayoria de las bacterias pueden
crecer a una temperatura de 30 °C o mas aunque algunas cepas se alejan mucho
de este rango); el rango normal del pH tolerado es de 5 a 8. Para controlar el pH,
se usan generalmente medios de cultivo regulados.
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Los microorganismos como las plantas requieren nutrientes en solucion para
poderlos asimilar. Por ello se debe seleccionar el medio de cultivo de tal manera
que contenga los elementos necesarios para el adecuado crecimiento de la cepa
gue se desea.

Los medios de cultivo se han clasificado de acuerdo con su composicidon quimica y
el uso a que se destinan en: enriquecidos, selectivos, diferenciales principalmente.
O bien considerando su consistencia se clasifican en: solidos, semisélidos y
liquidos.

En la preparacion de medios de cultivo existen algunos materiales de uso muy
comlun como son las peptonas, el extracto de carne, extracto de levadura y el
Agar. Estos materiales, nutrientes para la célula, hacen posible el desarrollo de
una gran cantidad de microorganismos.

El caldo nutritivo y el Agar nutritivo son ejemplos de medios de cultivo liquido y
sélido que permiten el desarrollo de muchos tipos de microorganismos
heterotrofos.

La esterilizacion es la eliminacién completa de cualquier forma de vida y existen
varios métodos para llevarla a cabo.

La eleccién del método depende de la naturaleza fisica del material al que se va
esterilizar y del uso que se le piensa dar. Entre los métodos utilizados tenemos:

El calor al rojo que se utiliza para las asas de platino empleadas en la siembra o
inoculacion, para las bocas de los tubos de cultivo y frascos, portaobjetos y
cubreobjetos. Se esteriliza suspendiéndolos en la flama del mechero.

La esterilizacion por vapor esteriliza por coagulacion de las proteinas. El vapor a
presion es un agente esterilizante debido a que se alcanzan temperaturas
superiores a las alcanzadas por ebullicion.

El aparato de laboratorio disefiado para esterilizar por éste método se llama
autoclave. Consiste en una doble camara que puede saturarse de vapor y
mantenerse a una determinada presion y temperatura durante un tiempo largo. Es
importante que el aire de la camara sea reemplazado por completo por vapor
saturado. Si hay aire presente se alcanzara una temperatura inferior.

Este método es empleado para esterilizar medios de cultivo, soluciones,
cantidades medidas de agua en tubos o botellas, etc.

Generalmente se opera a una presiéon de 15 Ib/pul® (121 °C). El tiempo de
operacion depende de la naturaleza del material por esterilizar, del tipo de
recipiente y del volumen. La esterilizacion por calor seco, a diferencia del calor
hamedo, deshidrata las células y oxida sus proteinas. Es recomendable exponer el
material por lo menos una hora 30 minutos a una temperatura de 180 a 220°C,
gue se controla por medio de un termostato.

Este método de esterilizacion se emplea para material de vidrio.

Para obtener un buen frotis, debe "extenderse" el material, con objeto de formar
una pelicula delgada, y obtener asi una sola capa de bacterias, perfectamente
separadas sobre el portaobjetos. Con esta preparacion previa pueden observarse
perfectamente células aisladas, ya que de otra forma, los microorganismos se
aglomeran en masas solidas impenetrables a la luz.
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Es necesaria la tincion, ya que la diminuta célula bacteriana en su estado natural
permitird el paso de cantidad excesiva de luz y no se puede tener una buena
observacion.

Las células toman la tincion total o parcialmente de acuerdo con una relacién
quimica entre alguna sustancia celular y el colorante o bien, su superficie queda
teflida por un mecanismo de atraccion. En otras palabras las propiedades
tintoriales de una célula dependen de su composicién quimica y las diferencias en
sus reacciones de coloracion, constituyen indices importantes para distinguir unas
bacterias de otras.

Existen dos grandes métodos de tincion para diferenciar a las bacterias: la tincion
al GRAM que separa a las bacterias en GRAM positivas y GRAM negativas,
dependiendo esto de la coloracion que tome la célula. La otra tincién es la de
ZIEHL-NEELSEN o de acido-resistencia que se emplea para identificar algunos
grupos de bacterias con alto contenido de lipidos.

Las bacterias, junto con los protozoarios, las algas y los hongos incluyendo a los
microscoépicos (levaduras), constituyen los llamados microorganismos. El término
microorganismo no tiene un significado taxondmico preciso sino que agrupa a
todos los organismos de dimensiones microscopicas (< 0.1mm) aunque presenten
grandes diferencias entre si. Asi por ejemplo incluye organismos procariotas
(bacterias), eucariotas (hongos, protozoarios, algas). Los virus constituyen un
grupo especial ya que no presentan las propiedades fundamentales de la célula,
se les denomina entidades biolégicas. También difieren notablemente en el
tamafo aunque sean todos microscopicos; en una escala comparativa tenemos:
Hongos filamentosos > Protozoarios > levaduras > bacterias > virus

Todas las células requieren para su crecimiento normal de: agua, una fuente de
carbono, de nitrogeno, azufre, fésforo, energia y sales minerales en pequefas
cantidades como: sodio, potasio, calcio, magnesio.

Los medios de cultivo se han clasificado de acuerdo con su composicidon quimica y
el uso a que se destinan en: enriquecidos, selectivos, diferenciales principalmente.
O bien considerando su consistencia se clasifican en: solidos, semisélidos y
liquidos.

En la preparacion de medios de cultivo existen algunos materiales de uso muy
comun como son las peptonas, el extracto de carne, extracto de levadura y el
Agar. Estos materiales, nutrientes para la célula, hacen posible el desarrollo de
una gran cantidad de microorganismos.

El caldo nutritivo y el Agar nutritivo son ejemplos de medios de cultivo liquido y
sélido que permiten el desarrollo de muchos tipos de microorganismos
heterotrofos.
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PRACTICA GUIADA

Realizar las pruebas de identificacion
COMPETENCIA presuntivas de los organismos

1. Preparar medios de cultivo sélidos y liquidos de

HABILIDADES acuerdo a los estandares de calidad.

2. Esterilizar materiales empleados en el cultivo de
microorganismos.

Instrucciones al docente

El instructor indicard los medios de cultivo que se van a preparar y el
procedimiento para esterilizarlos durante esta sesion

Instrucciones al alumno

Mediante esta practica conoceras y aprenderds a preparar y esterilizar, los
medios de cultivo que frecuentemente se utilizan para favorecer el crecimiento de
microorganismos, asi como su composicion y forma de elaboracion. Por este
motivo, se pide tu colaboracion entusiasmo, dedicacion y atencién a todas las
indicaciones.

PREPARARACION Y ESTERILIZACION DE MEDIOS DE CULTIVO

Segquir las instrucciones de cada uno de los medios de cultivo, tomar la parte
proporcional de éste y disolverlos en agua destilada, mezclar hasta obtener una
suspension uniforme, calentar agitando frecuentemente, hervir durante un minuto.
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Tapar el recipiente que contiene el medio con algodén, de tal manera que quede
firme, cubrirlo con papel aluminio.

Esterilizar en autoclave a una temperatura de 121°C, o sea 15 libras de presién
por pulgada cuadrada por 15 minutos (o la temperatura indicada para el medio).
Sacar el medio de la autoclave, enfriar a una temperatura aproximada de 45°C
(temperatura soportable al dorso de la mano).

Autoclave Cinta testigo Esporas para control de
de la esterilizacion

Vaciar en placas hasta la altura indicada en las mismas (aproximadamente de 15
a 20 ml), tapar y dejar solidificar con la tapa hacia arriba como se muestra en la
fotografia siguiente.
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Medio en tubo inclinado: Una parte del medio preparado en las instrucciones
anteriores y después de que hierva, pasarlo a los tubos de cultivo y taparlos con
algoddn, o en su caso con tapon de rosca; cologuelos en posicion vertical en un
recipiente y esterilice en el autoclave. Después de la esterilizacion, coléquelos en
la posicion inclinada levantando la parte donde se encuentra el tapén. Dejando el
"boton" lo suficientemente grande par que se conserve mayor tiempo el medio.
Medios de cultivo para picadura: Siga el mismo procedimiento anterior, sdlo que
en lugar de inclinar los tubos, déjelos en posicidn vertical.

Medios de cultivo liquidos: Siga las instrucciones del medio deshidratado y
después de esterilizar, dejar los tubos en posicion vertical.

Tubos con medios de cultivo

EJERCICIO

Contesta las preguntas siguientes de forma clara y precisa

1. Explique concretamente a qué se llama medio de cultivo
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2. Diga a qué se llama medio sintético y a qué medio no sintético. Dar tres
ejemplos de cada uno

3. ¢ Cudles son las ventajas y desventajas de emplear medios de cultivos
sintéticos y no sintéticos?

4. Cite algunas propiedades de Agar.
5. Indique un método para ajustar el pH de un medio de cultivo

6. ¢ Cudles son los ingredientes del Agar nutritivo y qué tipo de nutrientes
proporcionan para el desarrollo de los microorganismos?

7. Indique las diferencias entre un medio de cultivo enriquecido y selectivo para
pruebas bioquimicas.

8. ¢ Qué precauciones se deben considerar en la preparacion y esterilizacion de
los medios de cultivo?

PRACTICA 1
l. Realizar las pruebas de identificacion
COMPETENCIA presuntivas de los organismos
1. Preparar medios de cultivo sélidos y liquidos
HABILIDADES de acuerdo a los estandares de calidad
2. Esterilizar materiales empleados en el cultivo
de microorganismos.

Instrucciones al docente

El instructor proveera un medio de cultivo deshidratado, por ejemplo Agar
nutritivo, solicitara que el alumno lo prepare y esterilice durante esta sesién

Instrucciones al alumno
Mediante esta practica vas a preparar un medio de cultivo y las técnicas para

esterilizarlos. Y al final entregaras al docente los calculos realizados, asi como
los tubos, las cajas con agar que obtuviste durante esta practica.
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K

CONTINGENCIA SOLUCION
Solicitar su compra antes de
Falta de gas en el laboratorio realizar la practica.

Verificar voltajes apropiados.
Energia eléctrica

Autoclave presenta fallas - Verificar mantenimiento.
Utilizar una olla de presion.
Falta de agua destilada - Solicitar su compra.

Verificar funcionamiento
Balanza con pesos erroneos - Revisar calibracion.
Que se pierda volumen. - Evitar derramar la mezcla

Falta de control de la temperatura por sobrecalentamiento del medio.
Medicién incorrecta de volumenes.

Célculos erréneos en la estimacion de pesos en los medios

Fallas en el control de las condiciones de esterilizacion, temperatura,
presion y tiempo.

Vertido en placa sin control de condiciones estériles

l. Realizar las pruebas de identificacion
COMPETENCIA presuntivas de los organismos

3. Efectuar las técnicas de cultivo y aislamiento de
HABILIDADES microorganismos, de acuerdo a las Normas
Oficiales.

RESULTADO | Al término de estas habilidades seras capaz de manejar las
técnicas de cultivo y el aislamiento para la identificacion
DE . P e
microbiolégicas de acuerdo a las Normas Oficiales
APRENDIZAJE | Mexicanas.
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Desarrollo

La inoculacién de medios para cultivo e identificacion de microorganismos es un
procedimiento fundamental e importante en toda investigacion microbiologica, es
por eso que se debe tener cuidado con esta técnica con el objeto de evitar la
contaminacion de los cultivos; las medidas de precaucion que se aplican para
prevenir la contaminacion comprenden el procedimiento denominado técnica
aséptica. Es de suma importancia tomar en cuenta que los ingredientes y los
utensilios de vidrio que se usan en la preparacion de los medios pueden contener
microorganismos indeseables, por tal motivo los medios recién preparados se
deben esterilizar inmediatamente, los tubos que contienen medio se tapan con
tapén de algodén o tapas metalicas o plasticas con el fin de evitar la penetracion
de microorganismos extrafios. Otras precauciones que se deben tener en los
procedimientos de aislamiento y cultivo de microorganismos es flamear el borde
de los tubos y el calentamiento al rojo del asa o0 agujas de inoculacion.

La practica que se propone esta destinada a que el estudiante se familiarice con
las técnicas fundamentales de siembra empleadas para aislar y desarrollar cultivos
microbianos; ademas de observar las diferentes caracteristicas de crecimiento
como son: turbidez, formacion de sedimento, crecimiento en la superficie en el
caso de medios liquidos. En medios sdlidos, se observa la formacién de colonias
en su extension, color, opacidad, consistencia y modificacion que sufre el medio
por el metabolismo bacteriano.

PRACTICA GUIADA

l. Realizar las pruebas de identificacion
COMPETENCIA presuntivas de los organismos

3. Efectuar las técnicas de cultivo y aislamiento de
HABILIDADES microorganismos, de acuerdo a las Normas
Oficiales.

Instrucciones al docente
El instructor explicara las diferentes técnicas de cultivo, haciendo énfasis en los

diferentes medios de cultivo, sélidos y liquidos, y posteriormente hablara sobre los
procedimientos establecidos para aislar microorganismos.
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Instrucciones al alumno
Mediante esta practica adquiriras habilidades y destrezas para sembrar y aislar

microorganismos en un medio de cultivo. Por este motivo, se pide tu colaboracién
entusiasmo y dedicacién y atencidn a todas las indicaciones.

TECNICAS PARA SEMBRAR EN MEDIOS DE CULTIVO

Asa de Platino Esterilizacion del asa

Cultivos en medios sélidos
Puede efectuarse en tubos de ensayo o0 en cajas o placas de Petri.

a) Placas de Petri

La siembra puede realizarse en superficie de la placa. La técnica mas comun para
la siembra de bacterias aerobias es la de las estrias en superficie, ésta es una
técnica cualitativa muy sencilla y requiere poco material; nos permite conocer el
tipo de microorganismos en una muestra. A continuacion se esquematiza la
técnica de siembra para el desarrollo masivo de microorganismos o para la
obtencion de cultivos puros.
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Procedimiento
1. Siembra en superficie

Al inocular la placa de Petri, siémbrala y mantenga la tapa inclinada por encima
del agar para proteger la superficie contra contaminacioén durante cada paso de la
operacion de sembrado. Se toma la muestra con asa la que se esteriliza por
flameado (incineracion) previamente y se enfria cerca del mechero. Se trazan las
estrias en diferentes secciones de acuerdo a la técnica seleccionada (se
recomienda flamear el asa entre cada seccién. Trabajar en area estéril y al lado de
un mechero. Otro método de sembrar microorganismos requiere el uso de una
varilla de vidrio doblada en angulo (técnica de siembra por bafiado). Se deposita
en la superficie del medio de cultivo 100 L de la muestra liquida concentrada o
previamente diluida y con la varilla de vidrio previamente esterilizada (con alcohol
70% e incinerado y enfriado) se extiende el cultivo en diferentes direcciones.

Procedimiento para sembrado en superficie en placa.

A) flamear el asa

B) obtener asépticamente una azada de in6culo,

C) sembrado del material sobre el medio de cultivo estéril siguiendo los patrones
elegido.

El aislamiento de las colonias en cultivos en placas de Petri se realiza luego de
invertir las mismas y de incubarlas de acuerdo a las exigencias de cada género en
estudio.
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2- Siembra en inclusién (incorporado)

Se coloca un volumen conocido (1mL) de distintas diluciones de la muestra si se
desea sembrar para efectuar recuentos de células viables, en el fondo de una caja
de Petri estéril.

Sobre el in6culo se agregan 20 ml de medio de cultivo fundido y termostatizado a
45<C. Se agita la placa, moviéndola 4 veces en sentido horario, 4 en sentido
antihorario, una vez de arriba a abajo, una vez hacia los costados y una vez en
sentido antihorario.

Las placas se incuban invertidas, ya que la alta concentracion de agua en el medio
puede provocar condensacion durante la incubacién y si cae sobre la superficie
del agar, se extiende dando un crecimiento confluente.

En medio sdlido cada célula viable dara origen a una colonia y por lo tanto la
siembra en placas se puede utilizar, no solo para cultivar microorganismos, sino
ademas para contar y aislar.

En general cuando se quieren tener colonias aisladas a partir de un material
determinado, es necesario diluir la muestra en tubos con suero fisioldgico estéril.

b) Tubos de ensayo

1) Tubos con agar inclinado. La inoculacion se realiza a partir de colonias aisladas
y se mueve el asa o la punta suavemente sobre la superficie del agar con un
movimiento en zig-zag desde el fondo hasta la parte superior, cuidando de no
dafar el agar.

2) Tubos con medio solido horizontal. Se siembran introduciendo una punta en el
centro del agar. También se llama siembra por picadura evitando tocar el fondo.
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3) Tubos con medios semisodlidos. Se inoculan por picadura y se emplean para
estudios de motilidad o bioquimicos y para enriquecimiento de microorganismos
microaerofilicos.

Método de inoculacion en tubo con agar inclinado.

A) flamear el asa B) obtener un inéculo,
C y D) sembrar en estrias en la superficie del pico de flauta (zig-zag).

Aislamiento

El aislamiento de microorganismos consiste en obtener un solo tipo de los mismos
a partir de una poblacion mixta. En la naturaleza, los microorganismos se
encuentran asociados, por lo que se recurre a la técnica de aislamiento para
separarlos. Estas técnicas nos conducen a la obtencién de un cultivo puro o
axénico, que es aquel que contiene una sola especie microbiana. Los cultivos
puros son Utiles para identificar y estudiar las caracteristicas de un
microorganismo dado.

Cuando el microorganismo que se desea aislar e identificar se encuentra en baja
proporcion en la muestra, o interesa un solo tipo de microorganismo, se realiza un
procedimiento previo, llamado enriquecimiento, que involucra una primera etapa
de aumento del nimero de microorganismos del tipo deseado en relacion al resto
de la poblacion. Luego se aisla por el método de estrias o por dilucion en la
superficie de medio sdlido y se identifica.

Para aislar se utiliza alguno de los siguientes procedimientos:
a) aislamiento por estrias
b) aislamiento por dilucién

Aislamiento en placa por estrias
Existen distintas técnicas, el objeto es obtener colonias aisladas.

Técnica (a)
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Consiste en cargar el asa con la muestra y hacer estrias paralelas en la cuarta
parte de la superficie de la placa; se quema el asa, se enfria, se gira la placa 90° y
se vuelve a estriar tocando 3 0 4 veces el area sembrada inicialmente y cubriendo
otro cuarto de placa. Por ultimo, sin quemar el asa, se estria el resto de la
superficie sin sembrar.

Técnica (b)

Con el asa cargada se hacen 3 o 4 estrias; se quema el asa, se hacen 3 0 4
estrias perpendiculares a las anteriores, se quema el asa y se repite el
procedimiento hasta agotar la superficie de la placa.

Técnica (a) Técnica (b)

Aislamiento por dilucién en medio solido

Se emplean tanto el método de siembra incorporada como el de siembra en
superficie. Suele ser necesario diluir la muestra. Para ello se puede preparar las
diluciones decimales en condiciones asépticas usando suero fisiologico o algun
otro diluyente. La siembra incorporada se realiza tal como se describié
anteriormente.

También se pueden preparar las diluciones directamente en tubos de agar fundido
y termostatizado (20 mL); se agita por rotacién entre las manos y se vierte en
placas de Petri estériles.

Cultivo puro

A partir de colonias aisladas en medio no selectivo se realiza un examen
microscopico que debe mostrar células razonablemente semejantes respecto al
Gram y a la morfologia.

En el caso de medios selectivos las colonias aisladas deben aislarse nuevamente

en medio no selectivo por el método de estrias. Esto se conoce como
reaislamiento.
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Una vez desarrolladas (proxima clase) se describen las caracteristicas de las
colonias y otros caracteres de los cultivos, que ayudan en la taxonomia de los
cultivos bacterianos

1.- Observando las caracteristicas y cantidad de relativa de cada tipo de colonia
aislada en el agar. Las caracteristicas consideradas para la descripcién de la
morfologia colonial de las bacterias son: color, forma, tamafo, borde, elevacion,
superficie, pigmentos, etc.

2.- Determinando la pureza por la tinciébn de Gram de cada tipo de colonia.

3.- Observando los cambios en el medio que rodea a las colonias, que reflejan la
actividad metabdlica especifica de las bacterias recuperadas.

EJERCICIO
Contesta el cuestionario siguiente
1. ¢ Qué es un cultivo microbiolégico?
2. ¢ Qué es una colonia bacteriana?
3. ¢A qué se le denomina cepa en microbiologia?
4. ¢ Qué informacion proporciona el desarrollo de bacterias en medios liquidos?

6. ¢Qué caracteristicas de los microorganismos se aprovechan para su
aislamiento?

7. Concepto de cultivo puro

8. Explique que métodos de aislamiento emplearia en el caso de poblaciones
microbianas presentes en:

i) el agua
ii) la leche
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PRACTICA 1

I. Realizar las pruebas de identificacion presuntivas de
COMPETENCIA los organismos
HABILIDADES 3. Efectuar las técnicas de cultivo y aislamiento de
microorganismos, de acuerdo a las Normas Oficiales.

Instrucciones al docente

El instructor explicara las diferentes técnicas de cultivo, haciendo énfasis en los
diferentes medios de cultivo, sélidos y liquidos, y posteriormente hablara sobre los
procedimientos establecidos para aislar microorganismos.

Instrucciones al alumno

Mediante esta practica adquirirdas habilidades y destrezas para sembrar y aislar
microorganismos en un medio de cultivo. Por este motivo, se pide tu colaboracién
entusiasmo y dedicacion y atencion a todas las indicaciones.

1) Con las precauciones de trabajo en asepsia reali ce algunas de los
procedimientos de siembra

i) de liquido a liquido: usando asas o pipetas

i) de liquido a sdlido: por extension o por estrias en inclusion en el agar
iii) de sdlido a solido: con asa con suspension previa en gota de agua

iv) de solido a liquido: con asa con suspension previa en gota de agua

Aislamiento

Aisle alguna de las colonias de la caja de Petri:

Cada equipo iniciara el aislamiento de microorganismos en medio fresco sélido (de
medio liquido a sélido)

1) Microorganismos presentes en el agua de consumo humano

i) Microorganismos de la leche o el agua fresca que consumes
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CONTINGENCIA

SOLUCION

Falta de gas en el laboratorio

Solicitar su compra antes de
realizar la practica.

Energia eléctrica

Verificar voltajes apropiados.

Falta de autoclave

Verificar mantenimiento.
Utilizar una olla de presion.

Falta de agua destilada

Solicitar su compra.

Balanza con pesos erroneos

Verificar funcionamiento
Revisar calibracion.

Que se pierda volumen.

Evitar derramar la mezcla

Medicidn incorrecta de volimenes.
Técnica de siembra incorrecta.

Ruptura del agar.

Contaminacién de la placa por presencia de hongos.
Falta de asepsia en el laboratorio
Vertido en placa sin control de condiciones estériles
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|. Realizar las pruebas de identificacion presuntivas de
COMPETENCIA los organismos

4. Ejecutar las técnicas de tincion de microorganismos
empleando las Normas Oficiales.

AREILIPADES 5. Distinguir las caracteristicas morfolégicas

macroscopicas y microscopicas de los
microorganismos.

Al término de estas habilidades serds capaz de ejecutar
RESULTADO DE | técnicas de tincion ademas de distinguir las caracteristicas
APRENDIZAJE | macroscopicas y microscopicas para la |dent|f|caC|o_n. de
microorganismos de acuerdo a las Normas Oficiales
Mexicanas.

Desarrollo

Para la identificacion de los microorganismos: se deben tomar en cuenta las
caracteristicas de cultivo morfoldgicas vy tintoriales de los microorganismos.

Bacterias

Las caracteristicas empleadas en la clasificacion de las bacterias son:

» De Cultivo: en medio sélido (colonias) o en medio liquido

» Morfologicas y tintoriales: forma, tamafo, forma de agruparse y respuesta a
coloraciones

» Patoldgicas y/o simbidticas: produccion de enfermedades, asociaciones con
vegetales, animales.

* Serologicas: reconocimiento por medio de antisueros preparados por inoculacion
a conejo, cobayo, con el organismo en estudio

» Genéticos: andlisis de los acidos nucleicos

Las bacterias, junto con los protozoarios, las algas y los hongos incluyendo a los
microscoépicos (levaduras), constituyen los llamados microorganismos. El término
microorganismo no tiene un significado taxonOmico preciso sino que agrupa a
todos los organismos de dimensiones microscopicas (< 0.1mm) aunque presenten
grandes diferencias entre si. Asi por ejemplo incluye organismos procariotas
(bacterias), eucariotas (hongos, protozoarios, algas). Los virus constituyen un
grupo especial ya que no presentan las propiedades fundamentales de la célula,
se les denomina entidades biolégicas. También difieren notablemente en el
tamafo aunque sean todos microscopicos; en una escala comparativa tenemos:

Hongos filamentosos > Protozoarios > levaduras > bacterias > virus
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TAMANO. Esta dada en milimetros.

COLOR. Se reporta la coloracion de la colonia que aparece en el cultivo.
ASPECTO. Puede ser humeda o seca, se debe tocar con el asa de platino
SUPERFICIE. Esta es lisa o rugosa.

LUZ RELEJADA. Se lee en la caja de Petri.

LUZ TRASMITIDA. Se lee en la caja de Petri.

CONSISTENCIA. Se debe tocar con el asa de platino.
La coloracion de las bacterias tiene como fines:
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Los colorantes utilizados son sales en las que el anion o el cation es el
responsable del color; en algunos casos se trata de un colorante acido o aniénico
y en otros, basico o catidnico. La célula bacteriana tiene una débil carga negativa
cuando el medio externo tiene un pH cercano a la neutralidad. Como la diferencia
de carga eléctrica es lo que determina la afinidad entre el colorante y la célula, las
bacterias tendran afinidad por los colorantes basicos (ej.: cristal violeta y azul de
metileno).

Cuando se utiliza un solo colorante basico el método se denomina coloracién
simple, mientras que se llama coloracién compuesta cuando se usan dos o0 mas; la
coloracién diferencial es un caso particular de coloracion compuesta, ejemplo la de
Gram.

Agrupacion morfologica microscoépica y tintorial de las bacterias

Aunque existe gran diversidad en la morfologia de las bacterias, los organismos
individuales presentan alguna de las tres formas generales siguientes:

- elipsoidal o esférica (cocos), se presentan en pares, de a cuatro, en cadena, en
racimo

- cilindrica o en forma de baston (bacilos o bastones), se presentan de a dos, en
cadena, en empalizada o sin arreglo en especial.

- espiral o helicoidal (espirilos), se presentan en general como células individuales,
independientes; pero las células de las distintas especies presentan notables
diferencias de longitud, nimero y amplitud de las espiras y rigidez de la pared.
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EJEMPLO

Preparacion de un frotis

Comprende las siguientes etapas:

1) extendido del material en un portaobjeto limpio
2) secado

3) fijacion

La fijacion tiene por objetivo matar los microorganismos, coagular el protoplasma
de la célula y adherir la preparacién al portaobjeto. Las células se lavan si no
estan fijadas, durante el proceso de tincion. El agente fijador ideal preserva las
estructuras de la célula con su forma y posicién sin que aparezcan estructuras que
no existian en la célula original.

El calor es el método de fijacion mas utilizado. Cuando ademas de los
microorganismos interesa la observaciéon de células animales o vegetales, se
realiza la fijacion con metanol o formol, que altera menos que el calor la morfologia
de las células eucariotas.
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Coloracién de Gram.

Los microorganismos difieren fisica y quimicamente entre si y por eso reaccionan
de una manera diferente frente a un determinado colorante. Esto constituye el
fundamento de las tinciones diferenciales.

La tincion de Gram, la mas empleada en bacteriologia, es una tincion diferencial.
Por este método se clasifican las bacterias en dos grupos: Gram positivos (Gram
+) y Gram negativos (Gram -), en funcidn de su reaccion frente a la coloracion.
Segun este procedimiento, las células previamente fijadas, se tifien con solucién
de cristal violeta, se lavan y se tratan con lugol. El iodo forma un complejo con el
cristal violeta, que sirve para fijar éste a la célula.

A continuacion se agrega un decolorante (alcohol, acetona o mezclas de ambos)
en el cual el complejo yodo cristal violeta es soluble. Algunos microorganismos
son decolorados (Gram-), mientras que otros no (Gram +).

Luego de la decoloracion se aplica un colorante de contraste, generalmente
safranina, que hace visibles los microorganismos Gram - que habian sido
decolorados.

Cuando se observa una preparacion asi tefiida se ven bacterias:

azul violeta Gram + y rosadas Gram -
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Técnica de tincion de Gram

* Preparar un frotis

* Colocar el porta sobre un soporte para tinciones

* Cubrir con solucion de cristal violeta y dejar actuar 1 minuto

e Lavar suavemente con agua de la llave

* Cubrir con lugol y dejar actuar 1 min. Lavar de la misma manera

e Cubrir con alcohol-acetona (50% - 50%) y dejar 30 segundos moviendo
suavemente la laminilla, hasta que no se arrastre mas colorante

* Lavar con agua

* Cubrir con solucién de safranina y dejar 1 min. Lavar y secar

» Observar por inmersion. Las bacterias Gram + se veran de color azul-violeta y
las Gram - rosadas.

EJERCICIO 1

Hacer que el estudiante conteste las preguntas que a continuacion se presentan
para que reafirme los conocimientos adquiridos.

1) Describa algunas de las caracteristicas morfologicas coloniales de bacterias en
medio solido

2) Indique tipos de colonias obtenidas en el ejercicio anterior

3) ¢ Piensas que obtuviste un solo tipo bacteriano? ¢Por qué

4) ¢Por qué es necesario efectuar coloraciones para observar bacterias?
5) ¢ Como clasificarias la coloracion de Gram?

6) ¢, Cual es la etapa crucial de esta coloracion?

7) ¢ Cual es la coloracion de las bacterias Gram positivas?

8) ¢, Por qué se fija con calor el frotis?
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PRACTICA 1

I. Realizar las pruebas de identificacion presuntivas de los

4. Ejecutar las técnicas de tincion de
microorganismos empleando las Normas

HABILIDADES Oficiales.

5. Distinguir las caracteristicas morfolégicas
macroscopicas y microscopicas de los
microorganismos.

INSTRUCCIONES AL DOCENTE

De un cultivo bacteriano en una placa de Petri el alumno debe realizar:
La morfologia colonial
Un frotis
La tincion de Gram
Y la morfologia microscopica.

INSTRUCCIONES PARA EL ALUMNO

Debes de determinar la forma, disposicion, tamafo, color, entre otras
caracteristicas coloniales, frotis, tincion de Gram y la agrupacion microscopica de
las distintas bacterias que te dara el docente en la practica.

RECURSOS MATERIALES DE APOYO

Cultivos bacterianos
Portaobjetos

Reactivos para tincion de Gram
Microscopio

Asa de platino
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CONTINGENCIA SOLUCION

Solicitar su compra antes de

Falta de gas en el laboratorio realizar la practica.

Energia eléctrica - Verificar voltajes apropiados.
Verificar mantenimiento.

Falta de autoclave - Utilizar una olla de presion.

Falta de agua destilada - Solicitar su compra.

Reactivos para la tincion de Gram - Solicitar que se preparen

Microscopios compuestos - Verificar que estén en buen
estado para su uso

Realizar el frotis grueso

No fijar el frotis con el calor indicado

Los tiempos en la tincidn no sean los adecuados

No esterilizar el asa de platino el tiempo 6ptimo

Observar erroneamente en el microscopio

El objetivo de inmersion debe estar humectado con aceite de cedro, para
observar la agrupacion microscoépica bacteriana

No diferenciar las bacterias Gram positivas de las negativas
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Conclusiones de la competencia

En esta competencia adquiriste las habilidades, destrezas y conocimientos
necesarios para preparar diferentes medios de cultivo, como son soélidos vy
liquidos, la esterilizacién del material microbiolégico, la siembra y aislamiento de
diferentes microorganismos, la tincion de cultivos puros por la técnica de Gram,
las caracteristicas morfologicas coloniales macroscopicas y microscopicas de
bacterias de interés sanitario. Debes adquirir la confianza necesaria en tu trabajo y
desempeiio y de esta forma cumplir con la competencia propuesta en este
submaodulo. Estos conocimientos los podras utilizar durante la realizacion de otro
tipo de andlisis que llevaras a cabo en el laboratorio en otros modulos

subsecuentes.

Para que te sean evaluadas las competencias en forma eficiente recuerda que es
importante tu trabajo en el laboratorio al desarrollar las evidencias por desempefio
como por producto, y ademas poner en practica en todo momento las evidencias

de actitudes como son la limpieza, el orden y la responsabilidad entre otras.
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Il. Realizar las pruebas de identificacion
COMPETENCIA confirmatorias de los microorganismos

Introduccion

¢

Los ensayos bioquimicos tradicionalmente usados, llamados pruebas bioquimicas
convencionales, generalmente determinan la actividad de una via metabdlica
(conjunto de reacciones quimicas) a partir de un sustrato que se incorpora en un
medio de cultivo al que la bacteria transforma o no al crecer.

Existen numerosos sistemas de identificacibn bacteriana totalmente
automatizables, que simplifican mucho el trabajo y la interpretacion de los
resultados.

Las pruebas o ensayos bioquimicos son pruebas simples que evidencian en forma
rapida una determinada actividad enzimética, grupo de enzimas o determinada via
metabdlica, crecimiento en presencia de inhibidores, etc. No significan de ninguna
manera un estudio profundo del metabolismo bacteriano.

Para realizarlas, se pueden usar diferentes sistemas de trabajo (medio de cultivo,
indicador, revelador, etc.) que puede cambiar con diferentes organismos: por
ejemplo debe agregarse factores de crecimiento en el caso de estudiar la
fermentacién de distintos azlcares cuando se sabe que el microorganismo en
estudio es exigente.
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Il. Realizar las pruebas de identificacion confirmatorias de
COMPETENCIA los microorganismos

Introduccion

¢

En esta guia encontraras informacion suficiente que te ayudara a introducirte al
fascinante universo de la vida microscopica, la Microbiologia . Al incursionar en
estos temas, desarrollaras habilidades que te haran competente en el terreno de
la microbioldgica, cuando lo logres, podras desempefarte en el sector salud,
industrial, en agricultura y ganaderia.

Los ensayos bioquimicos tradicionalmente usados, llamados pruebas bioquimicas
convencionales, generalmente determinan la actividad de una via metabdlica
(conjunto de reacciones quimicas) a partir de un sustrato que se incorpora en un
medio de cultivo al que la bacteria transforma o no al crecer.

Las pruebas o ensayos bioquimicos son pruebas simples que evidencian en forma
rapida una determinada actividad enzimética, grupo de enzimas o determinada via
metabdlica, crecimiento en presencia de inhibidores, etc. No significan de ninguna
manera un estudio profundo del metabolismo bacteriano.

El profesor te indicara las actividades que vas a realizar, debes usar diferentes
sistemas de trabajo (medio de cultivo, indicador, revelador, etc.) que puedes
cambiar con diferentes organismos:. por ejemplo debe agregarse factores de
crecimiento en el caso de estudiar la fermentacion de distintos azucares cuando
se sabe que el microorganismo en estudio es exigente; esto lo realizaras mediante
ejemplos, ejercicios y practicas en el laboratorio escolar.

Cuando hayas obtenido los conocimientos, habilidades y destrezas, el profesor te
indicara que realices diversas pruebas para llegar a la identificacion de algunos
microorganismos, ademas observara que tus actitudes cambien, que seas
responsable, ordenado y limpio en el trabajo microbiolégico.Todo este conjunto
sera considerado para que adquieras la nueva competencia

1. Preparar los reactivos empleados en las pruebas
HABILIDADES confirmatorias de identificacion microbiana
2. Preparar los medios de pruebas bioquimicas
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para la identificacibn microbiana de acuerdo a
los estandares de calidad.

3. Realizar el cultivo de los microorganismos en los
medios de pruebas bioquimicas, de acuerdo a
las normas oficiales.

4. Manejar los criterios de interpretacion de los
resultados de las pruebas bioquimicas.

RESULTADO | Al término de estas habilidades seras capaz de preparar los
reactivos, medios de cultivo y siembra en las diferentes

DE pruebas bioquimicas, ademas debes manejar los criterios de
APRENDIZAJE | interpretacion para la identificacion de microorganismos de
acuerdo a las Normas Oficiales Mexicana.

Desarrollo

La realizacion de una prueba bioguimica implica:

1) Cultivar el microorganismo en un medio que contiene un determinado sustrato o
inhibidor y luego de la incubacion se visualiza el crecimiento y la degradacion del
sustrato, ya sea por viraje de un indicador o por agregado de un reactivo revelador
de la presencia del sustrato, o de algun producto de su degradacion.

2) Cultivar el microorganismo en un medio de propagaciéon que contenga el
sustrato de una enzima inducible y luego de la incubacion demostrar la actividad
enzimatica

En todos los casos se debe tener un cultivo fresco (18-24 horas de incubacion) en
un medio en que el microorganismo se desarrolla en forma Optima, a pH, presion
osmotica, atmosfera y temperatura adecuados. Se incluyen siempre controles de
calidad, con una cepa positiva y otra negativa para ese test.

Si bien existen una gran variedad de pruebas bioquimicas empleadas con fines de
identificacion, se enumeraran a continuacion las mas usadas, agrupadas segun el
tipo de ensayo.

1) Enzimas vinculadas con la respiracion:
a) oxidasa
b) catalasa

2) Descomposicion de azucares simples, acidos organicos y otros:

a) Requerimientos de O,: O/F (6xido/ fermentacion)

b) Produccion de acido, o acido y gas (TSI, O/F)

c) Deteccibn de enzimas y vias metabdlicas: RM-VP (rojo de metilo-Voges
Proskauer)
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3) Fuente Unica de carbono: citrato, malonato, hipurato para coliformes

4) Uso de compuestos nitrogenados:

a) Reduccion de nitratos: reduccion asimilativa, desasimilativa: desnitrificacion

b) Degradacion de hidratos de carbono, aminoacidos y otros: indol, H,S,
fenilalanina, lisina, arginina, ornitina, urea

5) Deteccion de exoenzimas:
amilasas, celulasas, proteasas,desoxiribonucleasas, y hemolisinas

6) Miscelaneos: KCN, bilis

7) Test de crecimiento o inhibicidén: temperatura, NaCl, antibioticos

EJEMPLOS

En la preparacion de los reactivos y los medios de cultivo para las pruebas
bioquimicas se siguen las indicaciones del fabricante.

1. Fermentacién de la glucosa

Se usa un caldo con glucosa (azucar del cual la mayoria de las bacterias
guimiotrofas pueden obtener energia, por fermentacion o respiracion), peptona y
un indicador de pH que permite detectar la produccion de acidos.

La posible produccion de gases (CO,, H;) se detecta en campana de vidrio
invertida colocada en el medio.

Se dispersa en tubos con 9 mL y se agrega una campanita de vidrio invertida. Se
esteriliza, se siembra con asa y se incuba a 35T por 48 horas

Interpretacion y lectura

a) Tubo testigo

b) Fermentacion negativa

c) Fermentacién débil
d) Fermentacion positiva con gas
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FERMENTACION DE LA GLUCOSA EN MEDIO SOLIDO

Tubo testigo prueba positiva y negativa
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2. Prueba de oxido-fermentacion (O/F)

Es importante en las primeras etapas de identificacion de un cultivo. Permite
diferenciar las bacterias segun el rol del oxigeno en la utilizacién de hidratos de
carbono.

Técnica, interpretacion y lectura

Se inocula por picadura (con punta en lugar de asa) dos tubos con 7cm. de altura
del medio de cultivo creando en uno de los tubos condiciones anaerébicas y se
incuba a 35T por 48 horas o mas. La produccion de acido se detecta por la
aparicion de color amarillo. En caso de microorganismos oxidativos, éste aparece
en la superficie.

Cuando el microorganismo es fermentador se observa el viraje de todo el tubo. Si
el medio no cambia de color con respecto a un tubo sin sembrar, se considera que
el microorganismo es inactivo. Se siembran con cepas control positivo:
fermentador (Escherichia coli), oxidante (Pseudomonas aeroginosa) y negativo
(Microccocus spp).

Si la via es oxidativa, solamente el tubo abierto vira ligeramente en la parte
superior a amarillo (y mas tarde se extendera por todo el tubo) y nunca con
produccion de gases.

Si la via es fermentativa hay un viraje intenso a amarillo que comienza en la parte
inferior de los dos tubos con o sin produccién de gases.

3. Catalasa

Es una enzima que descompone el peroxido de hidrogeno en oxigeno y agua. La
mayoria de las bacterias aerobias y anaerobias facultativas poseen actividad
catalasa. El H,O, se forma como producto final del metabolismo oxidativo aerdbico
de azlcares. Si se acumula puede ser letal para las células. La catalasa lo
descompone:

H.O, > H,0 + O, (burbujas de gas)

Procedimiento

Cultivo de 24 horas del microorganismo en medio no selectivo, H,O, al 3%,
controles positivos: Staphylococcus aureus, negativo: Streptococcus spp

Prueba en portaobjeto : transferir con el asa células del centro de una colonia

bien aislada a la superficie de portaobjeto con unas gotas de agua. Emulsionar
bien y afiadir 1-2 gotas de H,0O, al 3%. Observar liberacion de burbujas de O,
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Prueba en tubos o cajas de Petri : afadir unas gotas de H,O, a la superficie de
tubo o la caja con agar

4. Oxidasa

Esta prueba sirve para determinar la presencia de enzimas oxidasas. La reaccion
de la oxidasa se debe a la presencia de un sistema citocromooxidasa que activa la
oxidacion del citocromo que es reducido por el oxigeno molecular que produce
agua o peroxido de hidrégeno segun la especie bacteriana. El oxigeno actua por
tanto como aceptor final de electrones en la cadena transportadora de electrones.
Por lo general, el sistema citocromooxidasa so6lo se encuentra en los organismos

aerobios, algunos anaerobios facultativos y, excepcionalmente, en algun
microaerdfilo (Vibrio fetus), pero los anaerobios estrictos carecen de actividad
oxidasa. Asimismo, la presencia de oxidasa va ligada a la produccion de catalasa,
ya que ésta degrada el perdxido de hidrégeno que se produce como consecuencia
de la reduccion del oxigeno y cuya acumulacion es toxica.

El reactivo de la oxidasa méas recomendado es la solucion acuosa al 1% de
diclorhidrato de tetrametil-p-fenilendiamina (reactivo de Kovacs). Es menos toxico
y mucho mas sensible que el correspondiente compuesto dimetilo (reactivo de
Gordon y McLeod), pero es mas caro. Este reactivo tifie las colonias oxidasa
positivas de color lavanda que vira gradualmente a purpura-negruzco intenso.
Realizacion de la prueba:

a) Método en placa directa:
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Agregar directamente 2-3 gotas de reactivo a algunas colonias. No inundar
toda la placa y no invertirla.

Observar los cambios de color. Con el reactivo de Kovacs la reaccion se
produce en unos 10-15 segundos, mientras que con el de Gordon y McLeod
es dentro de los 10-30 minutos.

b). Método indirecto sobre papel:

Colocar un trozo de papel de filtro de 3x3cm aproximadamente en una
placa de Petri.

Agregar 2-3 gotas del reactivo de Kovacs en el centro del papel.

Extender con el asa de siembra una colonia sobre el papel impregnado.

La reaccion de color positiva se produce a los 5-10 segundos.

Negativo Positivo

4. Degradacion del almidén

Sembrar los microorganismos en estudio en la superficie de cajas de Petri con
caldo simple enriquecido con 2% de almidén. Incubar a 28-35T por 48 horas.
Interpretacion y lectura : agregar a las cajas solucion de Lugol (sol.
lodoiodurada): Positivo: color azul debido a reaccion de las dextrinas por hidrolisis
del almidon.

5. Medio Agar Kiligler inclinado o TSI

Es un medio diferencial, en éste algunos microorganismos tienen la facultad de
fermentar a los hidratos de carbono (lactosa, glucosa y sacarosa) al mismo
tiempo, unos fermentan solamente a la glucosa y no son capaces de fermentar a
los demas azucares, la fermentacién de los carbohidratos puede presentarse con
produccion o no de gas. La fermentacidbn se produce aerGbicamente (en la
superficie) y anaerobicamente (en la capa inferior del cultivo).
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Técnica, interpretacion y lectura.  Sembrar por picadura y estria, se determina la
produccion de acido sulfhidrico, requerimiento del carbono de lactosa, glucosa y
sacarosa con produccioén de acido y gas.

control fermentacion produccion fermentacion de los tres azu--
de sacarosay de H,S cares (acido) con gas y H,S
lactosa

Pagina 43 de 60



6. Medio de SIM o MIO vertical

Este medio se utiliza para tres pruebas bioquimicas: la del sulfuro de hidrogeno
(S) de la misma manera que en el agar Kliger, la del indol (I) y la movilidad (M).

La movilidad (M) a través del medio semisdlido se traduce por diseminacion de la
opacidad bacteriana a partir del trayecto de la picadura de inoculacién ( reaccién
positiva). Si la movilidad es negativa, el crecimiento se encuentra restringido al
trayecto de la picadura.

Las bacterias tienen movilidad por medio de sus flagelos, que se encuentran
principalmente entre los bacilos sin embargo, algunas formas de cocos son
moviles, pueden contener un solo flagelo o muchos, ademas su localizacion varia
con la especie bacteriana y las condiciones de cultivo. Los organismos no moviles
carecen de flagelos.

Técnica, interpretacion y lectura. Sembrar por picadura. Se determina
produccion de acido sulfhidrico, Indol del tript6fano, movilidad y forma de
desarrollo. Recordar que se afiade el reactivo de KOVACS 0.5 ml

La prueba es positiva cuando los microorganismos moviles migran de la linea de
puncion y se difunden en el medio, provocando turbiedad.

La prueba es negativa cuando el crecimiento acentuado siguiendo la linea de
puncion, el medio circundante se mantiene claro

Prueba del Indol (I): Esta prueba se analiza en el medio de SIM, el cual se utiliza
también para investigar la movilidad (M) y la producciéon de H,S (s). Este medio
enriquecido con triptéfano, aminoacido suministrado por una peptona adecuada
gue se descompone en indol por accién de algunas bacterias. Para comprobarlo
pueden realizarse las pruebas de Erlich o de Kovac’s: Se requiere agregar unas
gotas de reactivo de Erlich o de Kovac's a la superficie del medio entubado
después de que han crecido las colonias. La reaccion positiva hara que la soluciéon
cristalina adquiera un color rosa fuerte o rojo. De no ocurrir esto la prueba es
entonces negativa.

7. Caldo urea

El sustrato urea es una diamina del &cido carbonico, a la que frecuentemente se le
menciona como carbamida. Todas las amidas son rapidamente hidrolizadas. La
hidrdlisis de la urea es catalizada por una enzima especifica, la ureasa, para dar
dos moléculas de amoniaco. En solucién la urea se hidroliza dando carbonato de
amonio como producto final. El Ph es de 7.

Técnica, interpretacion y lectura . Se siembra con asa y se incuba a 35T por 48

horas. Si el medio es de color amarillo es acido prueba negativa; si cambia de
color es alcalino y es prueba positiva.
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control negativo positivo

8. Prueba de Voges-Proskauer

Esta reaccion se basa en la deteccion del acetiimetilcarbinol (acetoina) un
producto final neutro derivado del metabolismo de la glucosa, ésta es
metabolizada en &cido piravico, intermediario clave en la glucdlisis. A partir del
acido piravico una bacteria puede seguir muchas vias. La produccion de acetoina
es uno de los ciclos para la degradacién de la glucosa en las bacterias

Técnica, interpretacion y lectura.  Para esta prueba se necesita caldo RM-VP, se
determina desarrollo bacteriano en el caldo. Con produccion de acetil-metil
carbinol por fermentacién de glucosa durante 48-72 horas. Agregue a cada tubo
dos gotas de solucién cloruro férrico al 2% y 5 ml de KOH al 10%, agite y deje
reposar, una coloracion roja o rosa indicara reaccion positiva.

Pagina 45 de 60



9. Prueba del rojo de metilo

Para esta prueba se requiere de un cultivo en 5 ml de caldo RM-VP incubado
durante 5 dias. Después de incubado agregar 5 gotas del indicador rojo de metilo.
La prueba es positiva si el medio vira a color rojo o rosa.

10. Agar citrato de Simmons

El medio utilizado para la fermentacion del citrato contiene sales de amonio
inorganicas. Un organismo que es capaz de utilizarlo como unica fuente de
carbono utiliza también las sales de amonio como su Unica fuente de nitrogeno.
Las sales de amonio se desdoblan en amoniaco con la siguiente alcalinidad.

Técnica, interpretacion y lectura  Siembra por picadura y estria. Se determina
aprovechamiento de carbono de citrato. La prueba es positiva cuando hay
crecimiento con un color azul intenso o Unicamente crecimiento; negativa no hay
crecimiento.
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Negativo positivo control

11. Caldo lactosado (medio de enriquecimiento). Se utiliza para la prueba
presuntiva de Coliformes

12. Caldo bilis verde brillante  (medio selectivo). Se utiliza para confirmar la
presencia de Coliformes

13. Placas con Agar endo

Siembra por estria. Medio selectivo en el cual se determina bacilos gram (-),
enterobacterias, color caracteristico de la colonia (verde brillante metalico, para E.
Coli)

Caracteres serologicos

A los efectos de realizar identificaciones mas rapidas, o cuando las pruebas
bioquimicas no son concluyentes, se recurre al uso de reacciones antigeno-
anticuerpos.
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Los antigenos bacterianos pueden ser capsulares, somaticos (O) que
corresponden al lipopolisacéarido de la pared de los Gram negativos, flagelares (H)
y los antisueros se identifican con esas letras y el nimero o letra del antigeno
correspondiente.

En una primera identificacion se usan sueros polivalentes y para la caracterizacion
serolégica se usan sueros monovalentes dentro de cada tipo de antigeno. Existen
en el comercio antisueros para la caracterizacion de numerosas especies
bacterianas y de virus.

Se puede expresar el nombre de una cepa de la siguiente manera

especie
Rhizobium loti 18 03
Género biotipo serotipo
EJERCICIO

Hacer que el estudiante conteste las preguntas que a continuacion se presentan
para que reafirme los conocimientos adquiridos

CUESTIONARIO
1. Es necesario un cultivo puro para realizar pruebas bioquimicas ¢ Por qué?
2. ¢ Qué es una prueba bioquimica?

3. ¢ Qué utilidad tienen las pruebas bioquimicas?

4. ¢Qué es una enzima? ¢Qué importancia tienen en las reacciones bioquimicas
de los microorganismos-medios de cultivo?

5. ¢ Qué entiende por metabolismo bacteriano?
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6. Dar 3 ejemplos de subproductos obtenidos por el metabolismo de una bacteria

7. Describa 3 pruebas bioquimicas diferentes a las estudiadas en esta practica.

PRACTICA 1

Il. Realizar pruebas de identificacion
COMPETENCIA confirmatorias de los microorganismos

1. Preparar los reactivos empleados en las pruebas
confirmatorias de identificacidon microbiana

2. Preparar los medios de pruebas bioguimicas para la
identificacion microbiana de acuerdo a los estandares

HABILIDADES de calidad.

3. Realizar el cultivo de los microorganismos en los
medios de pruebas bioquimicas, de acuerdo a las
normas oficiales.

4. Manejar los criterios de interpretacion de los
resultados de las pruebas bioquimicas.

A continuacion se propone un esquema de trabajo para la identificacion de una
cepa bacteriana desde el punto de vista bioquimico (biotipo):

1) Obtener un cultivo puro

2) Examen microscopico de células vivas y de frotis tefiido por coloracion de
Gram. Se determina asi la forma y la respuesta al Gram del organismo en estudio,
la forma de agrupacion, la presencia de esporas y otras caracteristicas de interés.

3) Determinar las caracteristicas nutricionales , que en general se desprenden
de los métodos empleados en el aislamiento y cultivo anteriores: fotoautétrofos,
fotoheterdétrofos, quimiautotrofos, quimioheterétrofos.

4) Realizacion de pruebas primarias : En bacterias, se utiliza un grupo de
pruebas, que se denominan pruebas primarias, con las cuales se puede
determinar el género, grupo de géneros o en algun caso la familia a la que
pertenece un aislamiento. Estas pruebas son: Gram, morfologia, catalasa,
oxidasa, OF (oxido-fermentacion), fermentacion de la glucosa, esporas,
crecimiento en aerobiosis y anaerobiosis y movilidad.
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5) Realizacién de pruebas secundarias y terciarias a efectos de llegar a
especie. Estas dependeran del género o familia determinado, por ejemplo:
produccion de pigmentos, de indol a partir del triptofano, produccion de coagulasa,
de fenilalanina deaminasa, etc.

Instrucciones al docente

El instructor indicara los medios que debe preparar el alumno, el procedimiento
para esterilizarlos, debe realizar la siembra y aislamiento de los microorganismos
presentes en las muestras que analizara; ademas hara la siembra en las pruebas
bioguimicas adecuadas, para manejar los criterios de interpretaciéon de los
resultados obtenidos.

Instrucciones al alumno

Mediante esta practica aprenderas a preparar y esterilizar los medios de cultivo,
haras la siembra y aislamiento de algunos microorganismos y posteriormente
sembraras las pruebas bioquimicas las cuales se utilizan para favorecer el
crecimiento de microorganismos y poder llegar a su identificacién. Por este motivo,
se pide tu colaboracién entusiasmo, dedicacion y atencion a todas las indicaciones
dadas.

RECURSOS MATERIALES Y DE APOYO
Medios de cultivo, tubos con Agar Kligler o TSI, tubos con medios SIM, tubos con

caldo urea, tubos con caldo RM-VP, tubos con Agar citrato de Simmons, tubos con
caldo lactosado, tubos con gelatina, tubos con caldo bilis verde brillante

CONTINGENCIA SOLUCION
Solicitar su compra antes de
Falta de gas en el laboratorio realizar la practica.
Energia eléctrica - Verificar voltajes apropiados.
- Verificar mantenimiento.
Autoclave presenta fallas - Utilizar una olla de presion.
Falta de agua destilada - Solicitar su compra.
Verificar funcionamiento
Balanza con pesos erroneos - Revisar calibracion.
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Que se pierda volumen. - Evitar derramar la mezcla

Falta de control de la temperatura por sobrecalentamiento del medio.
Medicién incorrecta de volumenes.

Célculos erréneos en la estimacién de pesos en los medios

Fallas en el control de las condiciones de esterilizacion, temperatura,
presién y tiempo.

Vertido en tubos sin control de condiciones estériles

Mal sembrado en las pruebas bioquimicas

Tiempo de incubacion incompleto

Temperatura no 6ptima
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Conclusiones de la competencia

En esta competencia adquiriste las habilidades, destrezas y conocimientos
necesarios para preparar reactivos, medios de -cultivo para las pruebas
bioquimicas, realizaste los cultivos de microorganismos y manejaste los criterios

de identificacion de los resultados de las pruebas bioquimicas efectuadas.

Es importante que adquieras la confianza necesaria en tu trabajo y desempefio y
de esta forma cumplir con la competencia propuesta en este submodulo. Estos
conocimientos los podras utilizar durante la realizacion de otro tipo de andlisis

que llevaras a cabo en el laboratorio en otros médulos subsecuentes.

Para que te sean evaluadas las competencias en forma eficiente recuerda que es
importante tu trabajo en el laboratorio al desarrollar las evidencias por desempefio
como por producto, y ademas poner en practica en todo momento las evidencias

de actitudes como son la limpieza, el orden y la responsabilidad entre otras.
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PRACTICA INTEGRADORA DEL SUBMODULO

Modulo I

Realizar técnicas de analisis cualitativo Quimico-Bi olégicas
en el laboratorio.

Submaédulo I

Manejar las técnicas de identificacion microbioldgi cas de
acuerdo a las NOM

Competencias
a Desatrrollar

Realizar las pruebas de identificacion presuntivas de
los microorganismos.

Realizar las pruebas de identificacion confirmatorias de
los microorganismos.

Habilidades

Preparar medios de cultivo sélidos y liquidos de acuerdo
a los estandares de calidad

Esterilizar materiales empleados en el cultivo de
microorganismos.

Efectuar las técnicas de cultivo y aislamiento de
microorganismos, de acuerdo a las Normas Oficiales.

Ejecutar las técnicas de tincion de microorganismos
empleando las Normas Oficiales.

Distinguir las caracteristicas morfoldgicas
macroscopicas y microscopicas

Preparar los reactivos empleados en las pruebas
confirmatorias de identificacion microbiana

Preparar los medios de pruebas bioquimicas para la
identificacion microbiana de acuerdo a los estdndares de
calidad.

Realizar el cultivo de los microorganismos en los medios
de pruebas bioquimicas, de acuerdo a las normas
oficiales.

Manejar los criterios de interpretacion de los resultados
de las pruebas bioquimicas.

INSTRUCCIONES PARA EL DOCENTE
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Profesor en esta practica, se conjuntan las dos competencias del segundo
submodulo, con sus respectivas habilidades, esta actividad se disefia para
demostrar que el alumno adquiri6é las competencias.

El objetivo basico que se proporcioné a los educandos, fue una variedad de
técnicas microbiologicas de gran utilidad en las actividades desarrolladas en un
laboratorio escolar.

Se plantea que el alumno pueda llevar a cabo en forma conjunta las técnicas
aprendidas en las sesiones de practicas de laboratorio, utilizando por ejemplo una
muestra de agua potable de la red municipal, el analisis de un alimento
(embutido), a los cuales se les puede practicar las pruebas de identificacion
presuntivas y confirmatorias a los microorganismos encontrados en esas
muestras.

INSTRUCCIONES AL ALUMNO

El profesor te va a indicar que lleves una muestra de agua, puede ser potable o
embotellada, también debes llevar un alimento de preferencia que sea un
embutido; en los cuales vas a realizar pruebas microbiolégicas de identificacion
presuntivas y confirmatorias. Como recordaras debes tener cuidado al realizar los
analisis respectivos porque es muy facil de contaminarse con otros
microorganismos no deseables y que pueden interferir con tus resultados.

RECURSOS MATERIALES DE APOYO

Matraces Erlenmeyer Reactivos

Tubos de ensaye

Papel aluminio Medios de cultivo deshidratados
Autoclave Agua destilada

Termdémetro Agua corriente

Mechero de Bunsen Caldo lactosado

Balanza analitica Caldo bilis verde brillante

Probetas graduadas de 100 ml

Cajas de Petri

Estufas de incubacion

Pipetas graduadas de diferentes volimenes
Agentes limpiadores diversos

Laboratorio con tarja

Papel absorbente

Batas

Algodon
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CONTINGENCIA

SOLUCION

Falta de suministro de gas

Verificar si hay en existencia, si no hay
preparar mecheros de alcohol

Falta de suministro de agua

Comprobar que no falte el suministro
de la red municipal o bien comprobar
que los garrafones del agua destilada
estén llenos

Falta de energia eléctrica

Comprobar que no falte el suministro
en el laboratorio

Falta de reactivos y medios de cultivo

Verificar si hay en existencias, si no los
hay, buscar sus equivalentes

Falta de cristaleria

Conseguir toda la cristaleria necesaria

Autoclave

Revisar su funcionamiento, en caso de
ser necesario conseguir una olla de
presion.

ERRORES TIPICOS AL REALIZAR LA PRACTICA

No pesar las cantidades exactas de los medios de cultivo deshidratados
No medir volimenes exactos de agua.

No utilizar los materiales de limpieza adecuados

Falta de identificacion en los medios preparados

No enjuagar en forma eficiente el material y tengan residuos del agente
limpiador y esto interfiera con los resultados

No controlar la temperatura del autoclave y de la estufa de incubacion
No respetar tiempos para llevar a cabo los procesos

No hacer bien los calculos para la preparacion de los medios de cultivo
No sembrar adecuadamente (picadura o por estria) las pruebas

bioquimicas

No saber interpretar los resultados de las pruebas bioquimicas
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CONCLUSIONES DE LA GUIA DE APRENDIZAJE

En estas dos competencias adquiriste las habilidades destrezas y
conocimientos necesarios para preparar medios de cultivo, su esterilizacion,
efectuar las técnicas de cultivo y aislamiento de microorganismos, la técnica de
tincion de Gram para observar la morfologia microscopica; también aprendiste a
preparar, sembrar y a interpretar las pruebas bioquimicas para poder identificar
algunas bacterias de interés sanitario en el laboratorio microbiolégico. De tal
forma que obtengas la confianza necesaria en tu trabajo y desempefio y de esta
forma cumplas con las competencias propuestas en este submodulo. Estos
aprendizajes basicos podras utilizarlos durante la realizacion de otro tipo de
analisis microbiolégico que se llevaran a cabo en semestres posteriores en la

carrera de Laboratorista Quimico.

Durante este submodulo aprendiste a realizar las pruebas de identificacion
presuntiva y confirmatoria de los microorganismos presentes en una muestra

determinada.

La evaluacion se aplicara de acuerdo a los instrumentos, a las guias de
observacion y a las listas de cotejo en base a las habilidades y destrezas que
demuestres en los ejercicios y practicas en el laboratorio, para que adquieras las

competencias de este submaodulo.
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Glosario

ANTIBIOTICO: Término que comprende todas las sustancias antimicrobianas
independientemente de su origen, ya sean derivadas de microorganismos.

ANTICUERPO: Sustancia defensora (proteina) sintetizada por el sistema
inmunologico como respuesta a la presencia de una proteina extrafia (antigeno)
que el anticuerpo neutraliza.

CEPA: En microbiologia, conjunto de virus, bacterias u hongos que tienen el
mismo patrimonio genético.

ENZIMA: Catalizador biolégico, normalmente una proteina que mediatiza y
promueve un proceso quimico sin ser ella misma alterada o destruida.

FERMENTACION: Conversion biolégica anaerdbica (sin oxigeno) de las
moléculas organicas, generalmente hidratos de carbono, en alcohol, acido lactico
y gases, mediante la accién de ciertas enzimas que acttan bien directamente o
como componentes de ciertas bacterias y levaduras.

MICROORGANISMO: Organismos microscopicos pertenecientes por regla a
virus, bacterias, algas, hongos, protozoos.

TOXINA: Proteina responsable de la especificidad funcional de ciertas bacterias,
que es venenosa para determinados organismos.

VIRUS: Entidad celular infecciosa que, aunque puede sobrevivir
extracelularmente, es un parasito absoluto porque solamente es capaz de
replicarse en el seno de células vivas especificas, pero sin generar energia ni
ninguna actividad metabdlica.
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Anexos

Nivel de competencia

Las normas de competencia laboral estan elaboradas para reflejar condiciones
reales de trabajo que se presentan en diferentes grados de complejidad, variedad
y autonomia. Tales grados generan distintos niveles de competencia requeridos
para el desempefio.

Nivel 1: Competencia en la realizacion de una variada gama de actividades

laborales, en su mayoria rutinarias y predecibles.

Nivel 2: Competencia en una importante y variada gama de actividades laborales,
llevadas a cabo en diferentes contextos. Algunas de las actividades son complejas
0 no rutinarias y existe cierta autonomia y responsabilidad individual. A menudo,
puede requerirse la colaboracion con otras personas, quizas formando parte de un

grupo o equipo de trabajo.

Nivel 3: Competencia en una amplia gama de diferentes actividades laborales
llevadas a cabo en una gran variedad de contextos que, en su mayor parte, son
complejos y no rutinarios. Existe una considerable responsabilidad y autonomia vy,

a menudo, se requiere el control y la provision de orientacion a otras personas.

Nivel 4: Competencia en una amplia gama de actividades laborales profesionales
o técnicamente complejas llevadas a cabo en una gran variedad de contextos y
con un grado considerable de autonomia y responsabilidad personal. A menudo,
requerird responsabilizarse por el trabajo de otros y la distribucion de recursos.

Nivel 5: Competencia que implica la aplicacion de una importante gama de
principios fundamentales y técnicas complejas en una amplia y a veces
impredecible variedad de contextos. Se requiere una autonomia personal muy

importante y, con frecuencia, gran responsabilidad respecto al trabajo de otros y a
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la distribucion de recursos

sustanciales. Asimismo, requiere de responsabilidad

personal en materia de analisis y diagnosticos, disefio, planificacion, ejecuciéon y

evaluacion.

Tabla resumen de las actitudes medibles

ACTITUDES.

COMPORTAMIENTOS

1 Cooperacion.

Ayudar y apoyar a otros en la ejecucion de una tarea.
Trabajar de forma conjunta para realizar una funcion o
tarea que implique un proceso laboral.

2 Iniciativa.

Ofrecer alternativas de solucion.
Realizar acciones preventivas a una falla.

3 Limpieza.

Realizar con pulcritud el trabajo.
Observar un aseo personal.

4 Orden.

Establecer y/o respetar prioridades y secuencia en los
procedimientos para efectuar una tarea.

Presentar de forma clara y comprensible los
resultados del trabajo.

5 Responsabilidad.

Realizar el trabajo de acuerdo con los estandares de
calidad requeridos.
Ejecutar oportunamente las tareas.

6 Tolerancia.

Disposicion para comprender y atender las diferencias
de los demas.

7 Amabilidad.

Dar un trato cordial a las personas.

8 Perseverancia.

Demostrar un interés permanente por lograr lo
propuesto.
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