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PREFACIO

La Microbiologia es una ciencia que se encarga del estudio de los
microorganismos, y ha logrado grandes avances como resultado de afios de
investigacién, la cual esta basada fundamentalmente en la observacién y la
experimentacion. : :

Por lo anterior, considero que, para tener un mejor conocimiento y comprension de

la Microbiologia, es absolutamente necesario contar con el apoyo del Laboratorio.

La Microbiologia tiene gran aplicacion en diversas areas tales como las siguientes:
Médica, Agricola, Industrial, Biotecnolégica y Ambiental.

En esta Ultima, cada vez estd adquiriendo mds imporiancia debido a la
participacién de los diferentes grupos de microorganismos en la problematica
ambiental, no Unicamente como contaminanies del ambiente e indicadores de
contaminacion, sino también por su gran influencia en la solucion de diversos
problemas de contaminacion, ya que juegan un papel muy importante en procesos
de Biorremediacion por ejemplo en la biorrecuperacién de suelos contaminados
con hidrocarburos, metales, insecticidas o algin otro agente toxico.

Para la elaboracién de este Manual se seleccionaron técnicas de diferentes textos
y Manuales de Microbiologia, las cuales se organizaron y adecuaron al programa
de la unidad de ensefianza aprendizaje (uea ) de Microbiologia Aplicada que
forma parte del Plan de Estudios de la Licenciatura de Ingenieria Ambiental de la
UAM-A, por lo que este Manual esta dirigido a los alumnos de [a uea de
Laboratorio de Microbiologia Aplicada de dicha licenciatura. En él se incluyen
practicas de Microbiologia Basica y de Microbiologia Aplicada, haciendo énfasis
en el andlisis microbiolégico del agua.

Con el desarrollo de las practicas que integran este Manual el alumno se
familiarizard con el uso del microscopio, preparacion de extensiones y su tincién,
preparacién, esterilizacion y distribucion-de medios de cultivo, algunos métodos de
control de los microorganismos, diferentes técnicas de aislamiento de
microorganismos -aerobios y anaerobios y su identificacion, asi como también con
la determinacion de diversos indicadores de contaminacién fecal del agua y otras
técnicas de laboratorio que permitirdn conocer el grado de contaminacion
microbiolégica en aire, agua y residuos sélidos.

De manera general se puede trabajar simultaneamente en 2 practicas por sesién
de laboratorio, por lo tanto, el tiempo dedicado al curso es el adecuado.

Para lograr lo anterior, tengo una recomendacion muy importante para los
alumnos: “Leer las practicas que se van a realizar en cada sesion, antes de
llegar al Laboratorio”, de tal forma gue se pueda aprovechar mas eficientemente
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el tiempo. Igualmente les recomiendo que revisen las ﬂguras y tablas, asi como
también los apéndices correspondientes lo cual les sera de gran utllidad en el
desartollo de las practicas. :

Por otra parte quiero manifestar mi agradecimiento al 1.Q. Jorge Ruiz Sanchez,
- quien me sefialé algunos errores, los cuales se pudieron corregir oportunamente.
Asimismo agradezco a mis hijos Ismael y Marisol y a la D.G. Blanca Hortensia

Rodriguez- Rodriguez por su vahoso apoye en la preparacion del manuscnto
onglnal de este Manual.

MARIA TERESA CASTANEDA-BR.IONES'.
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REGLAMENTO DEL LABORATORIO Y ALGUNAS MEDIDAS DE SEGURIDAD

DENTRO DEL LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA

. No se permitira la entrada al laboratorio a los alumnos que lleguen 15 minutos
después de la hora sefialada.

. Queda prohibida la entrada a personas ajenas al laboratorio.

. Ningtn alumno debe salir del laboratoric durante el tiempo que dure la practica,
sin previa autorizacion del profesor.

. Por ninglin motivo se permitird a los alumnos trabajar en el laboratorio mientras
no tengan puesta su bata blanca y limpia, asi como también sus lentes de
seguridad, cubreboca, cofia y guantes de cirujano estériles.

. Al alumno que no venga provisto del material necesatio que le corresponde, de
acuerdo con la practica a realizar durante las sesiones de laboratorio, no se le
permitird permanecer en el laboratorio.

. No colocar objetos personales que no vayan a ocupar durante la sesién de
laboratorio sobre la mesa de trabajo. Usar los cajones de sus gavetas.

. No tirar basura o material no contaminado como algodoén, papeies, cerillos u otro al
suelo, ni guardarla en los cajones de las gavetas, ni en los vertederos; éstos
deberan ser depositados en los botes destinados para ello.

. Es muy importante lavarse las manos con agua v jabon antes de empezar a
trabajar y al abandonar el faboratorio.

. Antes de empezar y al terminar de trabajar, debera limpiarse la mesa de
laboratorio, primero con una franela humeda para eliminar el polvo y enseguida
con algodon humedecido en solucién desinfectante.

10.Queda estrictamente prohibidc comer, beber, fumar y en general llevarse

chjetos a la boca ta!es como el lapiz, boligrafo o algin otro, dentro del
laboratorio.

- 11.Queda estrictamente prohibido pipetear con la boca las muestras para analisis,

soluciones 0 reactivos.

YiI
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12.Aun cuando en el laboratorio no se manejan microorganismos patdgenos,
pudiera en un momento dado estar presente alguno o algunos de ellos en
cualguiera de las muestras a analizar, por lo cuai es recomendable que ios
alumnos cuenten con las vacunas necesarias para evitar algun tipo de
infeccion. De esto se hara cargo el propio alumno.

13.No se permitird al alumno hablar dentro del laboratorio durante el desarrollo de
las préacticas sin tener puesto el cubreboca, para evitar todo tipo de
contaminacion cruzada sobre todo en los cultivos puros.

i

14. No colocar tubos acostados sobre la mesa de trabajo, utilizar siempre una gradilla
para ello.

15.En caso de romper o derramar material contaminado, verter sobre éste, 'soiucién
de fenol al 5% y dejarla actuar por 15 minutos antes de limpiar. Notificar al
_profesor o al ayudante cuando esto suceda.

16. Mantener siempre separado el material sucio para esterilizar, material sucio para
lavar y el material limpio, con su respectivo rétulo. -

17.No lavar el material contaminado sin antes haberlo esterilizado.

- 18.Antes de esterilizar, ya sea en autoclave o en horno de calor seco, se debera
“quitar al material todo tipo de etiquetas.

19. Al esterilizar en autoclave tubos, matraces o frascos con tapén de rosca, aflojar
éstos ligeramente para lograr una mejor penetracion del calor.

20.No conservar en incubacién o en refrigeracidén frascos, tubos, cajas de Petri o
-algun ofro material, sin rotularlos debidamente con el contenido, nombre dei
alumno o namero de equipo y fecha, de lo contrario serd desechado

21.No almacenar material innecesario en el refrigerador,

22. Al finalizar la sesion, cada alumno es responsable de la limpieza adecuada de su
area de trabajo, asi como de la tarja que usa.

23.5i un alumno rompe o exiravia material, esta obligado a reponerlo nuevo,
. debiendo mostrar la nota de compra correspondiente

Vil
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24.Los alumnos deberan leer previamente la o las practicas que se realizaran
durante cada sesién, debiendo presentar un diagrama de flujo de las mlsmas al
llegar al laboratorio.

25. Los reportes de las practicas concluidas deberan entregarse el dia sefialado para
ello, dentro del horario de laboratorio, escritos a maguina o en computadora y en
un félder limpio. No escribir nada con lapiz.

26.Cada dia de retraso en la enirega de los reportes, implicara un punto menos en la
calificacion.

NOTA:

El incumplimiento de este Reglamento repercutird en la calificacion de
laboratorio.

EQUIPO INDISPENSABLE EN EL LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA

— Microscopios

— Autoclaves

— Horno esterilizador de calor seco

~ Estufa para secado de material

— Horno de vacio

~ Incubadoras

- Bafo incubador a 44 °C (x 0.5°C) para coliformes fecales
~ Bafio de agua, con control de temperatura
-~ Refrigeradores

~ Balanza granataria

- Balanza analitica

— Medidor de pH

~ Campana de extraccion de gases

—  Campana de flujo laminar

— Incinerador para esterilizar asa bacteriolégica
-~ Centrifuga de alta velocidad

. —  Centrifuga de baja velocidad

- Equipos de filtracién Millipore

~ Filtros Seitz

— Espectrofotometro

— Bombas de vacio

TIX
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— Cuentacolonias Quebec

- Jarras de anaerobiosis

- Parrillas de calentamiento con agltamén magnética
— Agitadores Vortex

— Agitador orbital para matraces, botellas y tubos
- Fermentadores (biotreactores)

— Densimetro

— Turbidimetro

~ Termdmetros

- Picndmetros

— Lampara de luz ultravioleta

— Rotavapor

— Licuadoras de 2 velogidades

— Muestreadores para agua

— Hidrémetro |
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MATERIAL INDISPENSABLE EN EL LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA

APLICADA

Bata blanca y limpia

Asa bacteriolégica

Portaobjetos con y sin excavacién
Cubreobjetos

Pinzas de diseccidn

Pinzas para crisol

Pinzas con punta plana, para membrana miilipore
Pinzas de Mohr

Tijeras con punta roma

Mechero Bunsen

Mechero Fisher

Manguera de latex

Lamparas de aicohol

Tripiés

Telas de asbesto

Bafios Maria

Gradillas para tubos de diferentes dimensiones
Canastitlas de polipropileno y de aluminio

Cajas Petri de vidrio, de diferentes dimensiones
Cajas Petri estériles, desechables

Porta cajas Petri de acero inoxidable

Tubos de ensayo de diferentes dimensiones
Campanas Durham

Tubos para centrifuga

Matraces Erlenmeyer de diversos volimenes
Matraces Kitasatode 1y 2 L

Matraces volumétricos de diferentes volimenes
Vasos de precipitado de diferentes volimenes
Vasos para licuadora resistentes al autoclave
Vidrios de reloj

Probetas de diferentes volimenes

Buretas de diferentes volumenes

Soportes para bursta

Pinzas para bureta

Pipetas graduadas de 10, 5,2y 1 mL

Pipetas volumétricas de diferentes volumenes
Pipetas Pasteur

X1
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— Micropipetas de diferentes voilmenes

— Pipeteros de aluminio o de acero inoxidable

— Propipetas de tres vias

— Soporte para realizar tinciones

—  Embudos de separacion

- Embudos de filtracion rapida

— Papel filtro

— Membranas de filtracidn millipore {Tamafio de poro = 0.45 pm)

— Membranas de asbesto para filtro Seitz de diferente tamarfio de poro
~ Agitadores de vidrio '

— Espatulas de diferentes tamafos

— Bisturi

— Tapones de hule

~ Pisetas

— Botellas de Roux

— Botellas Winkler

— Frascos para reactivos de diferentes volumenes, con tapon esmenlado
— Frascos gotero

— Frascos de boca ancha resistentes al autoclave, para toma de muestiras
— Frascos de vidrio o de polipropileno resistentes al autoclave de 1 L y 300 mL
-~ Céapsulas de porcelana

— Crisoles Gooch

~ Desecador

- Morteros 7

- Cerillos o encendedor

— Algododn

— Gasa (no estéril)

— Rollo de Masking tape

- Lapiz graso

— Marcador indeleble

— Caja de colores :

—~ Tapa de un frasco o un compés para dibujar circulos.

- Detergente

— Jabdny jabonera ' '

- Escobillones para lavar tubos de 30x 200, 18 x 150 y 13 x 100 mm

— Fibra Scofch Brite (verde) con esponja, para lavar cajas Petri

— {Caja de aplicadores

— Franela de cualquier color (60 x 50 cm aprox )

- — Rollo de papel sanitario

- Papel aluminio

X
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Papel parafilm

Papel de estraza para envolver material

Toallas de papel

jeringas

Cubrebocas

Guantes de cirujano estériles

Cofias

Lentes de seguridad

Libreta de pasta gruesa de 100 hojas forma francesa (Bitacora)

NOTA:
Del listado anterior, los alumnos deberan de proveerse de algun material en forma
individual, otro por equipo y el resto serd proporcionado en el laboratorio:

Individual:

Bata blanca y limpia

Asa bacterioldgica

Cerillos ¢ encendedor

Cubrebocas ,

Guantes de cirujano estériles

Cofias

Lentes de seguridad

1 Caja de colores

1 Tapa de un frasco 0 un compas para dibujar circulos

Libreta de pasta gruesa de 100 hojas forma francesa (Bitacora)

Por equipo:

1 Caja de cubreobjetos

1 Pinzas de diseccion

1 Pinzas con punta plana, para membrana millipore

1 Tijeras con punta roma

1 Propipeta de tres vias

3 Frascos gotero de 60 mL

3 Frascos de boca ancha resistentes al autoclave, para toma de muestras
500 g de Algoddn '

1 Paquete de Gasa (no estéril)

XInx
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-~ 2 Rollos de Masking tape
- 1 Lapiz graso

- 1 Marcador indeleble

- 1 Kg de detergente

— 1 Jabony jabonera

- Escobillones para lavar tubos de 30 x 200, 18 x 150 y 13 x 100 mm, 1 de cada
uno.

— 1 Fibra Scotch Brite (verde) con esponja, para lavar cajas Petri
- 1 Franela de cualquier color (60 x 50 cm aprox.)

~ 1 Rollo de papel sanitario

~ 1 Kg de papel de estraza para envolver matenal

- 3 Paquetes o rolios de toallas de papel para secarse las manos.
- 3 Jeringas desechables (de 10, 5y 3 mL)

X1V
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PRACTICA Num. 1
EL MICROSCOPIO
I. OBJETIVO

Conocer sus paries y su funcion, asi como el cuidado, manejo y utilidad en el
Laboratorio de microbiologia.

Il. INTRODUCCION

El microscopio es indispensable en el Laboratorio de Microbiologia para el estudio
de la morfologia y estructura de 10s microorganismos, asi como su reaccion a
diferentes colorantes, lo cual junto con otros criterios, permitira su identificacién,
por lo tanto, es importante conocer su adecuado manejo.

Anthony van LLeeuwenhoek, en 1676, gran apasionado en pulir lentes que utilizaba
para examinar gran variedad de materiales, fue el primero en observar bacterias y
protozoarios en agua de lluvia, en infusiones diversas y en su sarro dental.

La maxima amplificacién que logré Leeuwenhoek en los diversos microscopios
que.construyo fue de 300 didmetros.

La perfeccion del moderno microscopio compuesto facilita el estudio de la

morfologia de microorganismos y de algunas de las grandes estructuras de la
célula bacteriana.

A finales del siglo XIX surgieron avances importantes en microscoplia, periodo de
gran progreso en Microbiologia.

TIPOS DE MICROSCOPIO
Simple

Los primeros microscopios, construidos por Leeuwenhoek alrededor de 1675, eran
simples, es decir, contenian sélo una lente o lupa. ‘

Compuesto

Tiene varias lentes combinadas, capaces de producir gran aumento (Figura 1.1).

1



MICROBIOILOGIA APLICADA
Manual de Laboratorio

' MICROSCOPIA OPTICA

Se usa para aumentar el tamafio de la imagen aparente de los objetos, 10 cual
permite observar los detalles estructurales de los microorganismos. Con la
microscopia ¢ptica se pueden lograr aumentos de 100 a 1,000 diametros vy, en
algunos casos, hasta 2,000, segun el tipo de luz que se utilice y la forma de
iluminar el objeto en estudio o preparacion.

Los microscopios dpticos pueden ser de varios tipos, siendo el microscopio Optico
de campo claro, el mas utilizado en microbiologia. En la microscopia de campo
claro, el campo microscopico estd brillantemente iluminado y los objetos en
estudio aparecen mas oscuros en el fondo.

El microscopio optico normal que se usa para observar bacterias y otros
organismos celulares es un microscopio compuesto, el cual esta provisto de una
fuente luminosa, una lente condensadora de juz que la dirige hacia el objeto a
observar y dos juegos de lentes que ayudan a la amplificacion de la imagen.

A través de la refraccion o reflexion de los rayos luminosos mediante el sistema de
lentes del microscopio, se forma la imagen del objeto, que es mas grande due el
objeto mismo, permitiendo el examen de sus estructuras en detalle.

Existen varios aditamentos que utilizados en el microscopio Optico ordinario,
aumentan mucho su rendimiento como instrumento de observacién, por ejemplo
microscopio en campo oscuro (uitramicroscopio), microscopio de contraste de
fases, microscopio de fluorescencia, microscopio de luz ultravioleta, microscopio

de interferencia, microscopio de contraste de interferencia diferencial de nomarski.

AMPLIFICACION

La capacidad amplificadora de un microscopio compuesto es el producto del
aumento individual de los oculares y los lentes objetivos. Un microscopio tipico
que se usa en bacteriologia tiene objetivos con poder de resolucién de 10X, 40X v

100X y ocular de 10X, por lo cual es capaz de amplificar la imagen de la muestra
100, 400 y 1000 veces.

En un aumento de 1000X, las bacterias y microorganismos grandes se pueden
visualizar muy bien, pero los virus y muchos de los detalles finos de las estructuras
bacterianas no se pueden ver.
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PODER DE RESOLUCION

l.a resolucion se define como el espacio de maxima aproximacion entre dos
puntos en el que aun se pueden observar claramente como dos entidades
‘independientes, es decir, es la distancia entre dos entidades estructurales de un
objeto en la cual todavia se pueden observar como estructuras separadas en la
imagen amplificada.

El poder de resolucién de un microscopio esta sujeto a la longitud de onda de la
luz v a la propiedad de las lentes conocidas como ta apertura numérica (AN). El
limite del poder de resolucién de un microscopio es aproximadamente igual a
0.61/AN, que para un microscopio éptico es de alrededor de 200 nm (handmetros).

A menor longitud de onda de la luz y AN de las lentes, serd mejor el poder de
resolucién del microscopio. Por lo tanto, queda claro que el poder de resolumén de
los microscopios dpticos se encuentra restringido por AN que se obtenga de los
sistemas de lentes vy las longitudes de onda del espectro de luz visible.

APERTURA NUMERICA

Esta expresion, que suele abreviarse AN, indica la cantidad de luz que entra en un
objetivo desde un punto del campo del microscopio. Tal valor es de suma
importancia, ya que, como se dijo anteriormente,-de él depende el ‘poder de
resolucion, la propiedad mas importante de un objetivo.

La AN de una lente depende del indice de refraccion (N) del medio que llena el
espacio entre el objeto y la parte frontal del objetivo, y del angulo () de los rayos
de luz mas oblicucs que puedan entrar al objetivo. La férmula para calcular la AN
es:

AN = Nx sen u/2

E! aire tiene un indice de refraccion de 1.0, que limita la resolucion que se puede
obtener, pero se puede incrementar la AN poniendo aceite de inmersién entre el
espécimen y el objetivo, aumentando asi el poder de resolucion del microscopio.

El aceite de inmersion tiene un indice de refraccidn de 1.5, lo que aumenta
considerablemente la AN y esto mejora el poder de resolucion del microscopio.
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MICROSCOPIA ELECTRONICA

Con el uso del microscopio electronico la amplificacion de la imagen se obtiene
mediante un haz de electrones el cual sustituye a la luz, y un campo magnético

gue hace las veces de lentes, Iograndose aumentos de 200,000 a 400,000
diametros.

Debido a sus posibilidades para obtener imagenes claras de los objetos mas
diminutos, ha permitido contribuciones de la mayor importancia, sobre todo en el
estudio de la constitucion y ciclos vitales de los virus filtrables.

El poder de resolucién del microscopio electronico es mucho mayor que el del
~ microscopio optico, pudiéndose incluso observar estructuras moleculares como
proteinas y acidos nucleicos, pero debido a que los haces electrdnicos poseen
bajo poder de penetracidn, es necesario emplear técnicas especiales para la
obtencién de cortes ultra finos que permitan la observacion de las muestras.

Hay dos tipos basicos de microscopios electrénicos:

El microscopio electronico de transmision (MET) y el microscopio electronico con
barrido (MEB) (Figura 1.2).

Para el estudio de las estructuras internas de las células es esencial un MET.

En el MET se utilizan electrones en Jugar de rayos de luz, y la funcién de las lentes
la realizan electromagnetos, operandose enh toedo momento a alto vacio.

Cuando solo se pretende estudiar las estructuras externas de una muestra, no son
- necesarios cortes ultrafinds, pudiéndose realizar la observacién directa en MET
después de aplicar una tincién negativa. También se puede usar el MEB.

Todos los microscopios electronicos tienen camaras incorporadas que permiten
fotografiar las muestras y obtener microfotografias electrénicas.

" METODOS DE MICROSCOPIA
Examen de organismos vivos

La forma mas simple de examinar las bacterias y otros microorganismos vivos es
suspenderlos en agua u otro liquido, colocar una gota de esta suspension en un
portaobjetos ordinario y encima. un cubreobjetos,-utilizando para su observacion al
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microscopio los objetivos seco débil y seco fuerte. Existen otros métodos como
son el de gota pendiente y el microcultivo.

Examen de bacterias teiidas

La forma y estructura de las bacterias se revelan con mas claridad cuando son
desecadas sobre un portaobjetos y posteriormente coloreadas o examinadas
contra un fondo tefido. Existen diversas técnicas de tincion.

PARTES DEL MICROSCOPIO COMPUESTO DE CAMPO CLARO Y SU
FUNCION

SISTEMA MECANICO
Base, soporte, brazo y cuerpo del tubo.

Sirven para mantener en posicion las partes opticas esenciales. Estas partes son
gruesas y fuertes, para disminuir la vibracién.

Tubo intercambiable

Se encuentra insertado en la parte superior del cuerpo del tubo. Soporta el ocular
y.su funcion es ajustar la longitud mecanica del tubo, es decir, la distancia entre la
lente del ocular que esta arriba y la union del objetivo al revoélver, que esta abajo.

Platina.

Parte del microscopio donde se coloca la muestra que va a ser examinada.
Pinzas de la platina

Sirven para suj'etar la muestra a examinar.

Tornillos para desplazar la platina

Sirven para mover la muestra que esta sobre la platina, hacia arriba, abajo,
derecha o izquierda, lo cual facilita la localizacién del objeto hasta enfocar el
campo adecuado, asi como también permite la revision de toda la preparacion.

5
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Revolver

Es el disco que soporta a los objetivos, éste se gira para colocar el objetivo
requerido bajo el tubo.

Tornillos macrométrico y micrométrico
Sirven para enfocar, logrando que la muestra se vea nitida y clara, ya que
permiten subir y bajar todo el cuerpo del tubo junto con sus lentes y en

microscopios modernos, junto con la piatina.

E1 tornillo macrometr{co permtte un enfoque aproximado y el mlcrometnco ‘el
enfoque exacto y preciso.

SISTEMA OPTICO

Fuente de luz

Se encuenira colocada debajo del objeto; emite la luz que pasa. por el
condensador, para después iluminar la preparacion.

Algunos microscopios tienen integrado a la tampara un diafragma, el cual se abre
o cierra para regular la intensidad de la luz; en otros Unicamente se regula el
voltaje. .-

Condensador.

Antes de que la luz alcance la muestra en la platina, se condensa y enfoca a
través de una gran lente condensadora que se halla bajo la platina.

Diafragma iris .

Sirve para controlar la fuz a través del condensador regulando el paso de luz a Ia
preparacion para dar hitidez a la lmagen

Objetivos

Son las lentes que tiene como funcion- delimitar el tamafio de la imagen. La
mayoria de los microscopios tienen: tres. objetlvos que propormonan diferentes
aumentos: : :
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+ Objetivo de pequefio aumento o "seco débil”

Util para observar microorganismos grandes, por ejemplo Protozoarios.
Abarca un campo microscopico con una superficie mayor. Este objetivo
esta marcado con un “8" ¢ “2/3", que significa 2/3 de pulgada 6 16 mm..-

También estd marcado como 10X. Tiene una lente en el extremo mucho
mas grande que cualquiera de los otros objetivos.

4+ Objetivo de gran aumento o "seco fuerte”

Este se usa para el examen de microorganismos vivos suspendidos en
gotas de agua u otros liguidos. Esta marcado con “6” 6 “1/6” que significa
1/6 de pulgada 0 4 mm. También estd marcado como 45X 0 50X. La lente
del extremo es de menor tamafio gue la del seco débil.

+Objetivo de inmersi6n en aceite.

Este es indispensable para el examen de frotis de bacterias, tefiidos. La
lente visible del extremo es mucho mas corta que la de los objetivos
Secos.

Este objetivo estad marcado “oil inrﬁer” u “homog inmer” que significa
inmersién homogénea. También esta marcado “1/12" (1/12 de pulgada,
1.9 mm, 1.8 mm) y con 97X é 100X.

- Las marcas 10X, 45X y 97X con que suelen estar marcados 10s objetivos
del microscopio corresponden a la potencia amplificadora, y las letras
“N.A.” a la apertura numérica.

Mientras mayor sea la cifra “N.A.”", mayor sera el detalle gue revele el
objetivo.

Las cifras 16 mm, etc., en los objetivos, se refieren a lo que se llama
distancia focal equivalente, 0-sea, nos da una idea de la distancia que
- debera haber entre el extremo del objetivo y la muestra al enfocarse.

Cuando el microscopio es parafocal, las distintas lentes estdn ajustadas
de tal manera que al enfocar el objeto de estudio con una lente, asf
pefmanece al cambiar a otros objetivos. De esta manera, se puede
enfocar con el objetivo de menor aumento y cambiar a los objetlvos de
mayor aumento sin volver a enfocar.
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Oculares

Son tubos cortos, cada uno con dos lentes que se encuentran insertados en los
tubos intercambiables. La funcion de éstos es ampiificar la imagen del objeto
formado por el objetivo y permite que ésta sea percibida por el ojo.

: Los oculares estan marcados “5X”, “10X", etc. indicando que amplifan la imagen

del objetivo 5 veces, 10 veces, etc.

Cuando se utiliza el ocular 10X con el objetivo de pequefio aumento (10X) da una
- amplificacién final de 100 veces. El de 50X dara una amplificacion final de 500

1.

-~ veces Y el de 100X una amplificacién final de 1000 veces.

_CUIDADO Y MANEJO DEL MICROSCOPIO

Para transportar el microscopio a la mesa de trabajo deberé tomarse del brazo
con Ja mano derecha y de la base con la mano izquierda y en posicion vertical.

Antes y después de usarlo, limpiar perfectamente la fuente de luz del
microscopio, parte superior del condensador, oculares y objetivos con vaho y
frotando suavemente con papel seda o con un pincel suave libre de grasa. Si
no basta el agua del vaho, puede usarse una pequefisima cantidad de éter

‘muy puro, pero nunca alcohol ni otros disolventes, porque pueden disoiver el

pegamento de las lentes.

‘Limpiar el sistema mecanico con un pafio que no suelte pelusa,

perfectamente [impio y humedecido con agua destilada y después secar
completamente

Mantener el microscopio retirado de |a orilla de la mesa.

No encender la fuente de luz, sino hasta que se vaya a usar.

. Evitar girar el re\félver de los objetivos sin antes bajar la platina. Recordar que
el objetivo 45X es mas largo que el de 10X y mas todavia que el de inmersion,

por Io que debera tenerse cuidado, pues si llegan a rozar la platma ésta los

'|nut|I|zara permanentemente

Colocar 1a muestra sobre la platina y girar el revolver para colocar el objetivo
que se va a usar haciéndolo en la posncnon correcta mlentras que se observa el

‘material.
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Ver por el ocular y controlar la cantidad de luz adecuada, moviendo el
condensador y diafragma.

Para enfocar con el objetivo seco débil (10X), subir al maximo la platina con el
uso del tornillo macrométrico, sin forzarlo, luego enfocar primero con el tornillo
macromeétrico y una vez que se ha localizado el campo, usar el tornillo
micrométrico para enfocar con mayor precision, ajustando la distancia
interpupilar (distancia entre los ojos).

10.Cuando se vaya a utilizar el objetivo seco fuerte (45X), hacer primero el

11

enfoque de la preparacion con el objetivo seco débil, luego, girar el revoiver de
tal manera que el siguiente objetivo sea el seco fuerte, observar lateralmente,

cuidando gue la lente no chogue con la preparacion, Ajustar el enfogue usando
el tornillo micrométrico,

.Con respecto al objetivo de inmersidn, si se cambia de un objetivo seco- a éste,
hay que tener mucho cuidado, ya que la distancia focal es muy corta y habra
que emplear Unicamente el tornillo micrométrico y no el macrométrico debido a
que se puede dafiar la preparacion y la lente del objstivo.

12. Para utitizar el objetivo de inmersidn en aceite (100X), es recomendable:

1

|

I

t

a) Bajar la platina del microscopio antes de poner el objetivo en posicion.

b) Colocar una gota de aceite de inmersidn sobre la preparacién. No usar aceite
en exceso, ya que dafa el cemento de las lentes.

¢) Viendo por fuera del microscopio, subir la platina con el torillo macrométrico
hasta que toque la gota de aceite. A partir de ese momento el objetivo estara
practicamente dentro de su distancia focal. Enfocar fa preparacion con
movimientos finos del tornillo micrométrico.

MATERIAL Y SUBSTANCIAS

Microcultivo

Preparaciones tefiidas -

Aceite de inmersidon

Papel seda o pincet suave.

Papel absorbente (papel filtro o papel sanitario}
Pafio de lino o de otro material gue no suelte pelusa.
Microscopio '
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IV. TECNICA
1. Siguiendo las indicaciones para el manejo del microscopio:
o Observar una preparacion tefiida, con el objetivo de inmersién.

 Observar un microcultivo, primero con el objetivo seco débil y después con el
seco fuerte.

2. Dibujar lo observado.

MICROCULTIVO:

Seco fuerte o | -Seco débil

PREPARACION TENIDA: -

Objetivo de inmersion
10
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V. CUESTIONARIO

1. Hacer un esquema del recorrido de la luz a través de un microscopio 6ptico
compuesto de campo claro. '

2. Consultar el fundamento de: microscopia electronica, microscopia en campo
oscuro, microscopia de luz ultravioleta, microscopia de contraste de fases y
microscopia por fluorescencia.

3. Mencionar ejemplos de la utilidad de las anteriores microscoplas.

4. Describir brevemente los tipos de microscopio electrénico.

5. Consuitar dos técnicas de preparacion de muestras bioldgicas para ser
observadas con microscopio electrénico.

11
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Oculgr

Brazo

Soport_é

Objetivo

Plating

Condensador

Tomillo macrometrico

Tomlllco micrométrico

Fuenie de emision luminosa

Buse

Figura 1.1 Microscopio éptico compuesto
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.;x.,;‘ P 3,:‘!5;. L : e
electrénico
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PRACTICA Num. 2
DISTRIBUCION DE LOS MICROORGANISMOS EN LA NATURALEZA

. OBJETIVO

Demostrar la presencia de diversos tipos de microorganismos en fa naturaleza.

Il INTRODUCCION

El Reino Protista, definido en el sistema de clasificacion de Haeckel (1866),
comprende a las bacterias, hongos, algas y protozoos (Figuras 2.1, 2.2, 2.3 y 2.4).

E! término microorganismo comprende ademas de los grupos anteriores a los
virus, que son congiderados como entidades microscépicas no vivas.

Todos éstos presentan diversas formas y tamafios, pero se caracterizan porque
para observarlos y estudlarlos como organismos mdlwduales se reqjuiere el uso
del microscoplo

Los mtcroorganlsmos se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza.
Sus habitats naturales son exiremadamente diversos. Practicamente se
encuentran en todas partes: en el agua, en el aire, en el suelo, en los alimentos,
algunos pueden vivir en el interior de plantas y animales, sobre la piel de
humanos, y en general sobre cualquier material que les proporcicne materias
nutritivas si las condiciones de humedad vy temperatura son favorables para su
desarrolio y multnphcacaén

May muchos habitats donde, debido a las extremas condiciones fisicas o quimicas,
no se encuentran organismos superiores, sin embargo, en ellos pueden existir
microorganismos que en algunos casos, incluso crecen mejor ahl.

il. MATERIAL Y SUBSTANCIAS

— Frasco gotero conteniendo agua estancada

~ Frasco gotero conteniendo suspension de suelo de jardin

— Alimento contaminado por hongos (verdura, fruta, pan, tortilla, etc.).
- Frasco gotero conteniendo agua destilada

~ 3 portachjetos

~ 3 cubreobjetos

—~ Asa bacteriologica

14
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Papel seda o pincel suave
Cerillos 0 encendedor
Mechero Bunsen
Microscopio

i

H

IV. TECNICA

PARTE A
1. Poner en el centro de un portaobjetos limpio, una gota del agua estancada.

2. Colocar sobre la gota de agua un cubreobjetos, cuidando que no se formen
burbujas de aire. '

3. Observar al microscopio ulilizando primero el objetivo seco débil vy
posteriormente el seco fuerte.

4. Dibujar lo observado.

[}

. Repetir |0 anterior para la suspension de suelo.

- PARTE B
1. Poner en el centro de un portaobjetos limpio una gota de agua destitada.

2. Tomar con el asa bacterioldgica, en forma de angulo recto y en condiciones
asépticas - esterilizar el asa calentandola al rojo vivo sobre la flama del
mechero antes vy despues de hacer la preparacion -, una pequefa porcion de
lama del alimento y suspenderia en la gota de agua.

3. Colocar un cubreobjetos sobre la preparacion.

~ 4. Observar al microscopio primero con el objetivo seco débil y posteriormente con
el seco fuerte. '

5. Dibujar lo observadoe:

15
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AGUA ESTANCADA:

Seco débil _ Seco fuerte

SUSPENSION DE SUELO DE JARDIN:

Seco débil ' Seco fuerte

16
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ALIMENTO CONTAMINADO POR HONGOS:

Seco débil Seco fuerte

V. CUESTIONARIO

1. ¢ A qué se debe la amplia distribucién .de los microorganismos?

2. ¢En qué forma pueden transferirse los microorganismos de un lugar a otro?
3. §Qué caraqteristica comun poseen |0s microorganismos?

- 4. ;Qué propiedades de un microorganismo determinan su caracter Uil 6
perjudicial? '

5. ¢Qué importancia tiene la distribucion de los microorganismos en la Ingenieria
Ambiental?

iy
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Thiocapsa
roseopersicina
Coco
Desulfuromonas
acetoxidans
Rhodospirilium
rubrum
Espirilo
Spirochasta
— stenostrepa
Espiroqueta
,-——\ . . . -’f‘“‘
/,:: r e
\ T o < Rhodomicrobidm
~ Hifa -~ -~ ... : vannfelfl
Tallo L ’H‘
Bacterias con yemas y apéndices -~ ! K ?
' N
Chlorofiexus
aurantiacus

Filamentos

Figura 2.1 Morfologia celular representativa de procariotas
18
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Candida albicans

Figura 2.2 Morfologia de algunos hongos: mohos y levaduras

19
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Nodularia

Fragilaria

by 27

” P

)

el
; 1
Scenedesmus’

SIOUrON TS R ' pediastrum

Figura 2.3 Algas del plancton y otras algas de aguas superficiales
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Trypanosoma sp.

Chaos carolinensis

Balantfdium colf

W)
Vorticella sp.

5 "lﬂﬁ *
Colpoda sp.
Figura 2.4 Diversos géneros de protozoarios
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) PRACTICA Num. 3 )
PREPARACION DE EXTENSIONES O FROTIS Y TINCION SIMPLE

I. OBJETIVO

Conocer el procedimiento para preparar extensiones ¢ frotis y los diferentes
métodos de tincidén, asi como su utilidad en el estudio microscopico de los
microorganismos.

1. INTRODUCCION

Un procedimiento (til para el examen de muestras es el estudio microscépico de
preparaciones fijas - extensiones o frotis - preparados a partir de ellas y
coloreadas por el método adecuado. Esto permite eliminar el movimiento que
presentan los microorganismos en las preparaciones en fresco. La retencion de
colorantes por las bacterias permite su facil observacién bajo el microscopio.

La forma mas comun de preparar un frotis es extender con el asa bacterioldgica
un poco de muestra sobre un portacbjetos desengrasado pero también se puede
hacer con un hisopo o presionando el portaobjetos sobre la muestra: “impronta’.

Dependiendo del tipo de microorganismo o estructura del mismo que se desee
observar es el tipo de tincidn que se emplea. Por ejemplo: tincion simple,
diferencial de Gram, negativa, para cépsulas (Método de Anthony), para flagelos,
para endosporas, para nlcleo, para bacterias acido alcohol resistentes (tincion de
Ziehl Neelsen), entre otras.

_Tincion simple.
Se denomina asl, porque sélo se utiliza un colorante.

Con este tipo de coloracion solo se pretende cobservar la morfologia de los
microorganismos.

Las técnicas de coloracion simple pueden ser positivas cuando el colorante es
fijado por las células apareciendo los microorganismos de color oscuro o
coloreado sobre un fondo luminoso ¢ claro, y son negativas cuando los
micraorganismos no fijan el colorante, en cuyo caso el fondo es el que se tme y los
microorganismos aparecen brillantes sobre fondo oscuro.

22
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Para hacer las tinciones positivas se utilizan colorantes, que son compuestos
coloridos que al combinarse con otras sustancias les imparten color; estan
formados por un grupo cromoforo que es la parte de la molécula responsable del
color, y un grupo auxécromo tales como grupos amino e hidroxilo que ayudan a
fortalecer a los cromdforos, ya que al formar sales le permite disociarse y
combinarse.

Las propiedades 4cidas o basicas de los colorantes permiten su clasificacion en:
+Acidos

Estos ionizan en soluciones acuosas para producir un nicleo colorante con
carga (-), es decir el grupo idnico que imparte el color (croméforo) tiene carga
negativa, o sea, es un anion. Estos colorantes tifien material citoplasmatico,
no son muy usados en microbiologia. Por ejemplo: eosma rojo congo,
fucsina acida

+Basicos

En los que el ion gue lleva el color (cromdforo) tiene carga (+). Estos
colorantes tienen afinidad por el material nuclear y otros componentes. Estos
son los mas usados en microbiologia, ya que debido a la gran cantidad de
ribosomas que contienen &cido ribonucleico en todo el protoplasma de ia
célula bacteriana, éstas se tifien facllmente. Por ejemplo azul de metlleno
fucsina basica, cnstal violeta.

¢Neutros | | . S

Se obtienen cuando se mezclan colorantes &cidos y basicos, donde la carga
eléctrica de éstos es cero. P. . Giemsa, derivado de sal de amonio y eosina.

IH. MATERIAL Y SUBSTANCIAS

~ 4 portaohjetos

— Gradilla

— Asa bacteriolégica

— Mechero Bunsen

— Cerillos 0 encendedor

— Lapiz graso

— Papel absorbente (papel flltro o papel sanltano)
- Papel seda o pmcel suave

23
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~ Aceite de inmersién

— Cristal violeta

~ Azul de'metileno

- Verde de malaquita R S k
— Safranina '

— Cultivo en medio so[:do

— Cultivo en medio liquido

— Microscopio

IV. TECNICA

A. 'Preparacién de extensiones o frotis.

Se deberan empiear portaobjetos perfectamente limpios y sin raspaduras para
evitar interferencias en la observacion.

¢ lLas extensiones deberan ser finas y uniformes para permitir el paso.de la luz a
traves de ellas y facilitar su observacion (Figura 3.1).

Preparar 2 extensnones a partlr de cada cultivo:

_l_. '

Flamear el portaob;etos para desengrasarlo

2. Siel cu[two es SOlidO coiocar una gota de agua en el centro del portaobjetos y
con el asa bacteriolégica estéril, tomar una pequefia cantidad de material,
emulsionar y extender uniformemente en una superficie aproximada de 1 cm?,

3. Si la -muestra es liquida, tomar directamente el material con el asa estéril y
-~ extenderlo uniformemente sobre la superficie indicada anteriormente.

4. Dejar secar la extension al aire.

5. Una vez seca la extension, fijarla al calor suave, pasando rapidamente el

portacbjetos sobre la flama del mechero, sin calentar demasiado, unas 10
veces. -

B. Tincidn
1. Cubrir la extension debidamente preparada con la solucién colorante. -

- 2. Dejar actuar el colorante por 1 minuto.
' 24
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. Lavar con agua corriente hasta eliminar el exceso de colorante.

. Dejar secar al aire o presionando el portacbjetos entre 2 capas de papel
absorbente, como papel filtro o pape! sanitario.

. Una vez seca la extension, colocar sobre ella una gota de aceite de inmersién y
observar al microscopio con el objetivo de inmersion.

. Dibujar lo observado:

Cultivo en medio sélido Cultivo en medio liquido

. CUESTIONARIO
. Consultar las 'e'structuras_ quimicas de 2 colorantes acidos y 2 basicos.

. ¢Qué significa “fijar” la extensién y qué sucede durante este proceso?
Mencionar otros 2 métodos de fijacion. '

. ., Qué caracteristica presenta el aceite de inmersién?
. ¢ Por queé es necesario tefiir las extensiones?

. Consuitar otras 2 técnicas para la preparacién de extensiones.
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(== o= o=

Colocar muestra Extender en forma fina y uniforme Secar al aire

Adicidn de colorante

Eliminar exceso de agua _ _ Agregar 1 gota de

aceite de inmersion
y observar en el
objetivo 100x

Figurak3.1 Preparacién de una extensién o frotis y tincién simple
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PRACTICA NUm. 4
TINCION DIFERENCIAL DE GRAM

. OBJETIVO

Distinguir las bacterias Gram positivas de las Gram negativas.

II. INTRODUCCION

La técnica de coloracidon de Gram-es de gran utilidad en Bacteriologia, ya que
permite diferenciar las bacterias en Gram positivas y Gram negativas. Casi la
mitad de las bacterias, son Gram positivas y el resto Gram negativas.

El método fue descubierto por Christian Gram (Danés), en 1884, quien observd
gue en cortes histolégicos que contenian bacterias coloreadas con violeta de
genciana y tratadas con solucidn acuosa de yodo, con €l empleo de alcohol este
colorante podria ser removido del corte histoldgico, pero no de las bacterias.

Posteriormente descubrié que no todas las bacterias retenfan al violeta de
genciana sino que algunas eran decoloradas por accién del alcohol, A las primeras
las llamd Gram positivas y a las segundas Gram negativas. Estas que quedan
incoloras son:tefidas luego mediante el empleo de un colorante de contraste como
la safranina, para hacer posible su observacion.

Hay bacterias cuya composicion las sittia en el limite entre Gram positivas y Gram
negativas y por lo tanto reaccionan de maneras diferentes, por o cual se
denominan Gram variables, pero su verdadero cardcter de Gram puede
establecerse en cultivos muy jévenes obtenidos en medios especificos como agar

sangre y controlando cuidadosamente todas las condlcaones mcluyendo desde
luego, los detalles de la manipulacion,

Finalmente, los factores que afectan a [a pared celular como el envejecimiento o el
dafio fisico, alteran el Gram de las bacterias positivas lo mismo que el medio
acido.

Existen muchas modificaciones de esta coloramon pero el fundamento es el
mismo. .
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Ill. MATERIAL Y SUBSTANCIAS

Gradilla

Portaobjetos

Asa bacteriologica

Mechero Bunsen

Cerillos o encendedor

Lapiz graso

Papel absorbente (papel filtro 0 papel sanitario)
Papel seda o pincel suave
Aceite de inmersidn -

Cristal violeta

Lugol.

Alcohol al 95%

Safranina

Cultivos bacterianos: A, By C

Microscopio

IV. TECNICA

1.

2.

8.

9.

Preparar 3 extensiones en la forma ya indicada.

Cubrir la extension con cristal violeta y dejar actuar durante un minuto.

. Lavar con agua corriente, cuidando Que no se arrastre la preparacmn y sacudlr

para eliminar el exceso de agua.

. Cubrir la extension con solucién de lugol y dejar actuar por un minuto..

. Lavar con agua corriente.

Decolorar con alcohol al 95 ¢ 96%, aproximadamente 10 segundos o hasta
observar el alcohol fransparente. :

. Lavar con agua corriente.

Cubrir la extensién con safranina y dejar actuar por 1 minuto.

Lavar con agua corriente.

10.Secar la preparacion al aire o colocandola entre 2 capas de papel absorbente.
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11.Colocar una gota de aceite de inmersién sobre la preparacién y observar al
microscopio con objetivo de inmersion.

INTERPRETACION:

» Las bacterias Gram positivas retienen el cristal violeta y se tefiiran en azul o
morado.

+ Las Gram negativas se tifien en rojo o rosa.

12. Dibujar lo observado:

Cultivo A Cultivo B

Cultivo C
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V. CUESTIONARIO
1. ¢Cual es el fundamento de ia tincién diferencial de Gram?
2. Explicar la funcién que desempefian el lugol y el alcohol en esta coloracion.

3. Escribir el nombre cientifico (género y especie), de 5 bacterias Gram positivas y
5 Gram negativas.

4. Describir la técnica de otra tincion diferencial.

5. Explicar: ¢Por qué aigunos microorganismos Gram positivos en un cultivo joven
pueden volverse Gram negativos cuando éste envejece?
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] PRACTICA Nim. 5 -
TINCION DE ENDOSPORAS POR LA TECNICA DE SCHAEFFER Y FULTON

I. OBJETIVO

Demostrar mediante tincion y observacion microscépica la presencia de esporas
en las bacterias.

Il. INTRODUCCION

Existen diversos tipos de esporas microbianas, pero la espora bacteriana tiene
especial importancia ya que son organelos de gran resistencia que se producen en
el interior de la célula, por lo que reciben el nombre de endosporas.

La endospora es una estructura compuesta, de dipicolinato de calcio en el centro,
dentro de su compleja cubierta que consta de siete capas gue contienen mureina.

Pocos géneros de bacterias son capaces de formar endosporas, siendo los
principales:. Bacillus y Clostridium.

La esporulacion de una bacteria no es debida a condiciones desfavorables del
medio, sino que se forman en cierto periodo del desarrollo de la célula.

La funcion de las endosporas no es la reproduccion, ya que de un bacilo que

forma una espora sélo surge una bacteria por su germinacion.

Tanto el tamafio, como la forma y posicién de la espora en la célula bacteriana son
caracteres relativamente constantes de cada especie, ya que poseen cierio valor
para distinguir entre si los diferentes tipos de bacterias esporuladas.

La posicion de la espora en la célula puedeé ser central, sub-terminal o términal y
de forma redonda u ovalada (Figura 5.1).

La espora puede tambien ser mas grande que el didmetro de la bacteria 0 menor
que éste.

Las endosporas bacterianas son muy resistentes y refractarias a la desecacion, a
los agentes quimicos y sobre todo a temperaturas elevadas, ya que pueden
sobrevivir expuestas a altas temperaturas durante largos periodos, a diferencia de
las bacterias vegetativas normales que mueren con breves exposiciones.
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Hl. MATERIAL Y SUBSTANCIAS

Cultivo de Bacillus subtilis
Portaobjetos

Asa bacteriolégica
Mechero Bunsen

- Tripié

Soporte para efectuar tinciones

Cerillos o encendedor

Papel absorbente (papel filtro 0 papel sanitario)
Papel seda o pincel suave

L.apiz graso

Portaobjetos

Gradilla _

Aceite de inmersién

Verde de malaquita al 5% en agua destilada
Safranina al 0.5% en agua destilada
Microscopio

IV. TECNICA

1.

2.

Preparar una extension a partir del cultivo bacteriano.

Colocar la extensién sobre un soporte y agregar suficiente solucién de verde de
malaguita al 5%. .

. Flamear la-extensién pasand'o por debajo de ésta el mechero Bunsen o la

lampara de alcohol hasta observar una ligera emisiéon de vapores, .por espacio
de minuto y medio, evitando que se evapore totaimente el colorante. .

. Lavar enérgicamente al chorro del agua, hasta eliminar el eXcéso de colorante.

. Cubrir la preparacmn con solucién de contraste, safranlna al 5%, v dejar actuar

el.colorante durante un minuto y medio.

. Lavar al chorro del agua hasta eliminar el exceso de colorante.
. Secar al aire o utilizando papel absorbente.

. Observar al microscopio con objetivo de inmersion en aceite.
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INTERPRETACION:

» Las esporas deberan estar tefiidas de color verde y los cuerpos bacilares en
rojo.

9. Dibujar lo observado:

Objetivo de inmersion

V. CUESTIONARIO

1. Mencionar otros métodos de coloracion der esporas.

2. (A gque se debe la resistencia térmica de la endospora?
- 3. .g,Qué importancia tienen las endosporas’?

4, ; Explicar como puéden ser destruidas las endosporas?

5. Mencionar las principales caracteristicas de los géneros Bacillus y Clostridium.
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c)

Figura 5.1 Posicion de endosporas en las bacterias:
a) terminal, b) subterminal c) central
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PRACTICA Nam. 6 )
TINCION DE FLAGELOS BACTERIANOS POR EL METODO DE LEIFSON

I. OBJETIVO

Demostrar la presencia de flagelos mediante tincidn y observar la movilidad que
presentan algunas bacterias, diferenclandola del movimiento browniano.

Il. INTRODUCGCION

Muchos microorganismos son maoviles, desplazandose de un lugar a otro para
obtener nutrienies, crecer vy reproducirse,

Muchas de las bacierias poseen esta capacidad, debido a la presencia de unos
organos de locomocion denommados flagelos.

Estos son filamentos simples quimicamente compuestos de proteina conocida
como flagelina. Tienen su origen en el protoplasma de la célula bacteriana y su
espesor es alrededor de 0.01 micrones.

El nimero vy d|sp03|0|on de los flagelos es variable en las dlferentes bacierias,
pero generalmente es constante para cada especie.

Algunas tienen solamente un flagelo, ofras dos 0 més y pueden ser polares o
peritricos - alrededor del cuerpo de la célula - (Figura 6.1).

Las bacterias flageladas cuando estan suspendidas en una gota de liquido son-
activamente mdviles. Sin. embargo, es muy importante distinguir entre el
movimiento real debido a los impulsos originados por los flagelos permitiendo el
desplazamiento de la bacteria dentro del campo microscopico y el llamado
movimiento browniano que se produce siempre que se suspenden en un liguido,

particulas pequefias y que presentan las bacterias mmévrles debido al bombardeo
molecular sobre la superficie de ta célula.

Los flagelos pueden ser tefiidos, pero debido a su diametro tan pequeno se
reguieren tecnlcas especiales.

Los flagelos de organismos eucarioticos, como algas y protozoarios, son mucho
MAas gruesos y pueden observarse en preparaciones en fresco o con tinciones
simples.
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lli. MATERIAL Y SUBSTANCIAS

- Suspension bacteriana

- Solucién salina o agua destilada estéril

- 1 Portaobjetos excavado ,

- 1 Portaobjetos normal perfectamente limpio y desengrasado con mezcla
cromica

~ 1 Cubreobjetos perfectamente limpio y desengrasado

— Pipetas Pasteur esteriles

- Gradilla

~ Asa bacterioldgica

- Lapiz graso

- Mechero Bunsen

— Cerillos o encendedor

— Aplicadores

-~ Vaselina

~ Papel absorbente (papel filtro o papel sanitario)

~ Papel seda o pincel suave

— Colorante de Leifson

~ Mezcla crémica

— Aceite de inmersidn

~ Microscopio

IV. TECNICA

A. OBSERVACION AL FRESCO EN GOTA PENDIENTE

1. Depositar en condiciones asépticas tres o ¢cuatro asadas de ia suspension
bacteriana en el centro del cubreobjetos iimpio y libre de grasa. También se
puede usar. una pipeta Pasteur estéril para este fin, procurando dque la gota
quede. lo suficientemente grande para facilitar la observacion. |

NOTA:

Los cubreobjetos se pueden limpiar frotandolos cuidadosamente entre los
~ dedos con agua y jabdn y enjuagandolos en agua caliente. Luego sumergirlos

en alcohol y secarlos con un irapo limpio, sin pelusa. Finalmente, el

calentamiento suave a la flama quitara los Ultimos restos de grasa.
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2. Cuando se trata de un cultivo sdlido, colocar una gota de solucion salina o agua
destilada estéril en el centro dei cubreobjetos limpio y emulsionar una pequena
cantidad del material. Se puede hacer una pequefia marca cerca de la gota en
el cubreobjstos para facilitar la observacion.

3. Poner un poco de vaselina alrededor de la concawdad del portacbjetos
utilizando para elto un aplicador.

4. Invertir y colocar el portaobjetos sobre el cubreobjetos que contiene la gota de
la suspension bacteriana cuidando que quede bien centrado para que la
excavacion guede directamente encima de la gota. l.a gota no debe tocar el
portaobjetos.

5. Presionar suavemente cubreobjetos y portachjetos para que se adhieran
perfectamente. :

6. Invertir rapidamente. La gota que contiene el material a examinar pende del
cubreobjetos sobre la excavacion del portaobjetos (Figura 6.2).

7. Observar al microscopio con el objetivo seco débil y enseguida con el seco
fuerte. Al localizar la marca hecha en el cubreobjetos, el borde de la gota se
encontrara facitmente.

8. Determinar si hay movilidad real - desplazamiento de las células de un lado a
otro dentro del campo microscopico -, 0 movimiento browniano.

9. Si se desea observar células individuales, colocar una gota de aceite de
inmersion sobre el cubreobjetos y observar con objstivo de inmersién.

'B. TINCION DE FLAGELOS

1. Hacer un circulo en un portacbjetos perfectamente limpio para lo cual
previamente fue sumergido en mezcla crémica durante 24 horas, lavado
posteriormente con agua destilada, enjuagado con alcohol y secado con un
trozo de tela limpio. Desengrasarlo pasando por una flama varias veces.

2. Colocar dentro del circulo, con pipeta Pasteur, una gotita de la suspension
bacteriana e inclinar el portaobjetos a uno y otro lado para extender la muestra.

3. Fijar la preparacién al aire ya que si esta operacién se hace usando la flama del
mechero se pueden destruir los flagelos..
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4, Humedecer la preparacion con el colorante de Leifson y dejarla en reposo a
temperatura ambiente durante 10 minutos en tiempo caluroseo, o en la
incubadora en tiempo frio.

5. Lavar con agua corriente.

6. Secar y observar con objetivo de inmersién.

INTERPRETACION:

» Los flagelos se tifien bien de color rojo en aquellas bacterias que no presentan
flagelos extremadamente delicados.

7. Dibujar las observaciones hechas:

Observacion A Observacion B

V., CUESTIONARIO

1. Dar la clasificacion de las bacterias de acuerdo al nimero y localizacion de sus
flagelos. o

2. Dibujar la estructura de un flagelo bacteriano.
3. Consultar otro método de tincion 'para flagelos.

4, Diferenciar los flagelos bacterianos de los de células eucaridticas. -
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5. § De que otra manera se puede demostrar la movilidad de una bacteria?
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Figura 6.1 Diferente numero y disposicién de flagelos en bacterias
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el cubreobjetos

Vista lateral de una
gota pendiente

Figura 6.2 Preparacion de una muestra de gota pendiente
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- PRACTICA Num. 7 ]
ESTERILIZACION POR CALOR SECO Y CALOR HUMEDO

I. OBJETIVO

Demostrar la diferencia del efecto del calor seco y hidmedo, usando como
indicador la viabilidad de una bacteria.

il. INTRODUCCION

Existen diversos meétodos fisicos de esterilizacion y de inhibicion del crecimiento
microbiano, como pueden ser el calor, la filtracion y la radiacién, pero el mas
ampliamente usado es el calor, ya sea humedo o seco, los cuales tienen diferente
penetrabilidad.

Conforme aumenta la temperatura por encima de la temperatura méxima de
crecimiento, se producen efectos letales en los microorganismos. -

La muerte de las bacterias por el calor himedo es consecuencia de la
desnaturalizacion de sus proteinas, en tanto que en una atmosfera seca se debe a
la oxidacion de los constituyentes de la célula.

Los enlaces intracelulares e-intermoleculares (puentes de hidrégeno), de las
proteinas de los cuales depende su funcionalidad, son mas labiles cuando las
proteinas estén hidratadas que cuando no lo estan, de tal manera que e! “calor
himedo” es mas efectivo en la desnaturalizacién de enzimas y otros componentes
proteinicos importantes para la celula que el “calor seco”. '

Es por eso que se dice que el calor himedo tiene mayor “penetrabilidad” que el
calor seco.

El calor, de cualquier forma, es ulilizado extensamente como un agente letal
bacteriano y se puede aplicar a numerosos instrumentos, materiales y
substancias, con el proposito de matar a las bacterias que ellos contengan.

Este prdceso se llama “esterilizaciéon” y al material, cultivo o medio de -cultivo
sometido a éste, se le denomina entonces “estéril”, es decir, desprowsto de toda
forma viviente.

El calor puede ser generado en diversos aparaios y por lo tanto se puede
esterilizar por calor htimedo y por calor seco.

42



MICROBIOLOGIA APLICADA
Manual de Laboratorio

En ambos casos hay numerosos factores que condicionan la efectividad del
proceso: cantidad de agua, temperatura, presion, fiempo de contacto, superficie de
esterilizacion, pH, “edad” de las bacterias, presencia o no de esporas, composicién
del medio de suspensidn, etc.

Las celulas vegetativas y las endosporas bacterianas de un mismo organismo
varian considerablemente en cuanto a su resistencia al calor.

La muerte de los microorganismos es mas rapida a pH acido.

Las concentraciones elevadas de azucares, proteinas ¢ grasas disminuyen la
penetracion del calor y habitualimente aumentan la resistencia de los organismos
al calor, mientras que las elevadas concentraciones de sal pueden incrementar o
bien reducir la resistencia al calor, dependiendo del organismo.

lil. MATERIAL Y SUBSTANCIAS

— 2 tubos de ensayo conteniendo cada uno un hisopo contaminado con cultivo de
Bacillus sublilis, bacteria esporulada

- 2 tubos de ensayo conteniendo caldo nutritivo estéril

— Gradilla '

- Canastilla para colocar los tubos rotulados con “autoclave”

~ Vaso de precipitados para colocar 1os tubos rotulados con “horno”

- Mechero Bunsen

~ Cerillos o encendedor.

- Masking tape

— Asa bacteriolégica

— Autoclave

-~ Horno de calor seco

IV. TECNICA

1. Rotular los dos tubos conteniendo un hisopo previamente contaminado con un
cultivo de Bacillus sublilis (bacteria esporulada), uno con la palabra horno vy el
otro con la palabra autoclave, anotando ademas el nombre del alumno o
‘numero de equipo, para su identificacion. '

2. Colocar los tubos en el autoclave o en el horno de calor seco segin el rotulo,
para su esterilizacion, utilizando en ambos casos una temperatura de 121 °Cy
un tiempo de 15 minutos.
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3. Despues de este perfodo, sacar los tubos y afiadirles, en condiciones asépticas,
~caldo nutritivo estéril.

4. Incubar a 37 °C, por 24-48 horas.

5. Después de este periodo observar si hubo o no desarrollo en los tubos, el cual
se manifiesta mediante turbidez del medio.

6. Anotar los resultados y sacar conclusiones en cuanto a la diferencia del efecto
del calor seco vy del calor hiimedo.

MANEJO DEL AUTOCLAVE:

1. Asegurarse de que haya un buen nivel de agua en el autoclave. Si no hay
suficiente, agregarla hasta que casi llegue a la parrilla inferior.

2. Introducir el material que se va a esterilizar procurando que quede bien
colocado para evitar algun problema y cerrar la puerta ajustandola bien. Debe
guedar herméticamente cerrado.

3. Abrir la valvula de salida de vapor y encender la fuente de calor del autoclave.

4. A medida que suba la temperatura del agua (ver el termometro), empezara a
-salir una mezcla de vapor-aire por la valvula de salida de vapor, dejar que
escape esta mezcla hasta que soélo salga un flujo continuo de vapor y el aire
haya sido eliminado; a ésto se le llama purgar el autoclave

5. Una vez purgado el autoclave, cerrar la valvula de salida de vapor y dejar que
la presion suba hasta 15 libras por pulgada cuadrada (vigilar el mandmetro), lo
que proporciona una temperatura de 121 °C. Recordar gque no es la presién del
autoclave lo que mata a los microorganismos sino la elevada temperatura que
puede aicanzarse cuando el vapor de agua se somete a presion, ~

6_. En ese momento empezar a con_tar'el tiempo.
7. Transcurridos 15 minutos a 15 libras. de presion, apagar ia fuente de calor y
dejar que el autoclave se enfrie solo (no abrir la valvula de salida de vapor),

hasta que la presion haya bajado a 0 libras.

8. Abrir el autoclave y sacar el material.
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MANEJO DEL HORNO DE CALOR SECO:
1. Para efectos de esta practica, - ya que para efectuar la esterilizacién con este
equipo las instrucciones verdaderas son otras -, encender el horno eléctrico y

con el uso del termostato, elevar la temperatura hasta que flegue a 121 °C y
mantener ésta constante.

2. Introducir et material a esterilizar y cerrar la puerta.
3. Empezar a contar 15 minutos de exposicidn a esa temperatura.

4. Después de este periodo, apagar el horno, abrir la puerta y sacar el material. Si
aun esta caliente, usar un guante de asbesto.

V. CUESTIONARIO
1. Describir un autoclave y un horno de calor seco.

2. ¢Qué tipo de material se puede esterilizar en el horno de calor seco y en el
autoclave? Dar ejemplos.

3. ¢Cual es la temperatura y el tiempo que se requieren para lograr la
esterilizacion en el horno de calor seco?

4, ;Por qué es necesario a;ustar el tiempo y la temperatura para lograr la
estenhzacnon'?

5. ¢En queéconsisten los métodos de arnoldizacién y pasteurizacion?
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PRACTICA Nim. 8
DESINFECCION DE AGUJAS HIPODERMICAS POR EBULLICION

I. OBJETIVO

Medir el tiempo letal térmico y conocer la importancia de la ellmmacnon de
microorganismos por ebullicion y su aplicacion.

Il. INTRODUCCION

Frecuentemente se usa en medicina el método de desinfeccion de instrumentos
por sumersion en agua u otros liquidos a altas temperaturas. Con el objeto de
utilizar correctamente este método, es conveniente comprender algo de su
dinamica. -

Se liama tiempo letal térmico al tiempo necesario para obtener la eliminacion de
microorganismos a una temperatura dada.

Se llama punto letal térmico a la temperatura necesaria para obtener eliminacién
de microorganismos en unh tiempo fijo.

En esta' practica sélo se realizara el primero, ya que es el més Util.

l. MATERIAL Y SUBSTANCIAS

~— 1 Caja de Petri contemendo 5 agujas hipodérmicas contamlnadas con
Escherichia coli (una bacteria no esporulada) '

— 1 Caja de Petri conteniendo § agujas hlpodermlcas contaminadas con

Bacillus subtilis (una bacteria esporulada)

~ 10 tubos de ensayo conteniendo caldo nutritivo estéril

— Pinzas de diseccién

— Mechero Bunsen

— Cerillos 0 encendedor

- Masking tape

~ Tripié

— Tela de asbesio

— Vaso de precipitado de 500 mL

~ Gradilla

— Termémetro

"~ — Reloj o crondmetro
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IV. TECNICA

1.

- 8.

9

Marcar una serie de 5 tubos conteniendo caldo nutritivo, como E. coli: Testigo,
5,10, 15, 20' y otra como B. subtilis: Testigo, 5', 10', 158'y 20

Tomar con la pinza flameada, una aguja contaminada con E, coli y depositarla
en el tubo de ensayo marcado como testigo (éste serd el tubo testigo de
viabilidad de las bacterias).

Poner en el vaso de precipitados agua destilada y calentarla hasta ebutlicion
suave (> 90 2C).

El resto de las agujas contaminadas con E. coli, verterlas en el liquido en
ebullicién, todas al mismo tiempo. En este instante empezar a contar el tiempo.

Sacar a los 5' la primera aguja y depositarla inmediatamente en el tubo con
caldo estéril marcado con 5. :

Sacar a los 10 minutos la segunda aguja y depositarla inmediatamente en el
tubo con caldo estéril marcado con 10'. Efectuar la misma operacién a los 15'y
201- .

Repetir el experimento con las agujas contaminadas con Baciflus subtilis.

1ncubar 24 - 48 horas a 37 °C.

. Observar después de este periodo si la bacteria se desarrollé o no.

10, Anotar resultados y generar conclusiones.

V. CUESTIONARIO

1. ¢ Qué tiempo fue requerido para inactivar a E. coli?

2. ¢ Qué tiempo fue requerido para inactivar a B. subtilis?

3. Con base a los resultados anteriores, generar conclusiones.

4. Explicar el fundamento de la esterilizacién con el uso de radiaciones ionizantes

y ho ionizantes.
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5. Describir dos equipos y tipos de membranas empleadas en el método de
esterilizacion por filtracion,
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PRACTICA Nim. 9
MEDIOS DE CULTIVO

l. OBJETIVO

Conocer la clasificacion, preparacion y ester:llzamén de los medios de cultivo asi
como su distribucidn en diferentes recipientes.

It INTHODUCCIAC')N

Un medio de cultivo es cualquier “material o sustrato” que proporcione substancias
nutritivas que permitan el desarrolio y reproduccion de microorganismos.

Estos pueden ser liquidos, sélidos o semisélidos (Apéndice A).

CLASIFICACION DE MEDIOS

Los medios de cultivo pueden clasificarse en:

Naiurales.

Estan constituidos por substancias naturales, tales como papa, leche, huevos,
sangre, etc.

- Sintéticos

Estan compuestos de substan0|as gque son manipuladas por el hombre en el
laboratorio. _

Estos a su vez se clasifican en:
+ Composicién quimica definida

Preparados excluswamente con- substanmas de composnclon quimica
conaocida.
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+ Composicion 'quimica indefinida.

Hecho con substancias quimicas cuyos componentes no pueden
analizarse o es dificil establecer su composicion.

Un medio ampliamente usado en bacteriologia es el caldo nutritivo, que no es mas
gue una infusion de carne magra (sin grasa, tendones, aponeurosis, etc.). La
carne puede ser de cualquier musculo incluyendo el corazon. En ocasiones y con
el objeto de que tenga mas productos nutritivos, se le agregan infusiones de
cerebro, higado, efc., que contienen ciertos factores nutritivos en mayor cantidad.

También son muy usados los caldos peptonados, en los cuales la carne o leche es
sometida a hidrdlisis acida o enzimatica, obteniéndose entonces péptidos y aln
amino&cidos en diversas proporciones incrementando de esta manera estos
componentes que son mas facilmente metabolizados,

Los caldos nutritivos pueden solidificarse con diversos agentes capaces de ser
convertidos de “sol” a “gel” y viceversa. Uno de los mas usados es un polisacarido
complejo inatacable por las bacterias, muy higroscépico y que es extraido de
ciertas algas rojas que existen en el Océano Pacifico. Este producto se llama
agar. Una cantidad de 1.5 g agregados a 100 mL de caldo es suficiente para
convertirlo en una masa de consistencia gelatinosa, mas bien dura.

Para que el agar sea disuelto necesita temperaturas de casi 100°C y al irse
enfriando permanece en esta forma de “sol” hasta los 40°C. Por debajo de esta

temperatura se transforma en una masa solida (“gel”) que es estable asi por
tiempo indefinido.

También se cuenta con medios de cultivo semisélidos que son aquellos medios
liquidos a los que se adiciona agar en bajas concentraciones: 0.4 a 0.8%. Estos
son Utiles para determinar la movilidad de los microorganismos.

Medios selectivos -

Estos han sido disefiados de tal manera que inhiban el desarrollo de un grupo de

organismos, mientras que permiten el desarrollo de otro grupo proveniente de una
flora mixta.

La inhibicion puede deberse a ia alteracion del pH de un medio solido. También se

pueden incluir en un medio sdlido substancias inhibidoras que dejen crecer ciertos

tipos de bacterias pero no otras, sensibles a tal agente, teniendo entonces un

medio que puede ser moderada o altamente selectivo, por ejemplo S-110
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(Estafilococo 110), S8.S. (Salmonella-Shigella) y S.D.A (agar de Sabouraud
dextrosa), los cuales a la vez son diferenciales y selectivos.

Medios enriquecidos

Son aquellos a los que se les pueden agregar substancias para enriquecerlo,
como por ejemplo gelosa nutritiva a la que se le agrega sangre, se denomina agar
sangre, el cual puede ser utilizado en el aislamiento de bacterias muy exigentes en
Sus requerimientos nutricionales. :

También se puede estudiar en este medio la accidn de productos solubles
bacterianos como las hemolisinas, en cuyo caso la colonia esté rodeada de una
aureola clara, donde estas enzimas han destruido los glébulos rojos. Son ejemplos
de medios enriquecidos: medio de suero de Loeffler para bacilos diftéricos, medio
de Lowenstein-Jensen, para bacilos tuberculosos, caldo selenito cisteina y caldo
tetrationato.

Medio diferencial.

Es aquel en el que se ha afadido alguna clase de indicador, generalmente un
colorante, que permite diferenciar entre distintas reacciones quimicas que se
producen durante el crecimiento Ej. E.M.B. (eosina-azul de metileno), que se
utiliza para el aislamiento de enterobacterias Gram negativas. La presencia del
azul de metileno inhibe a las bacterias Gram positivas.

Medios de ensayo

Son aquellos dtiles en la identificacion y clasificacion de los microorganismos de
acuerdo a sus actividades metabdlicas particulares. Por ejemplo agar con harina
de maiz para ayudar a identificar a Candida albicans; leche con indicador para
observar la actividad proteolitica y fermentativa, asi como la reduccién del
“indicador. ‘

Medios deshidratados.
Son los que se encuentran en el comercio en forma de polvos secos.

La mayoria de los medios cominmente utilizados en microbiologia son de este
tipo. Estos productos deshidratados se transforman facilmente en medios de
cultivo por adicion de agua vy esterilizacion.
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IIl. MATERIAL Y SUBSTANCIAS

— Agar nutritivo deshidratado (Apéndice A)
— Caldo nutritivo deshidratado (Apéndice A)
- 2 Matraces Erlenmeyer de 250 mL

— 6 Tubos de ensayo de 18 x 150 mm con tapon de rosca
— 3 Cajas de Petri estériles

- — Algoddn y gasa

— Espatula

- Vidrios de reloj

- Mechero Bunsen

— Cerillos o encendedor

— Tripié y tela de asbesto

— Bafo Maria

- Balanza

IV. TECNICA

1. Pesar las cantidades correspondientes para preparar 30 mL de caldo nutritivo y
75 mL de agar nutritivo.

2. Disolver las cantidades pesadas en el volumen correspondiente de agua
destilada, utilizando los matraces Erlenmeyer.

El caldo nutritivo se disuelve facilmente sin necesidad de calentar.

Para disolver el agar nutritivo sera necesarlo calentar a bafio Marfa por algin
tiempo. El matraz debera taparse con algoddn y gasa para evitar evaporamén y
agitarse de vez en cuando para que la disolucion sea uniforme.

El medio estaré disuelto cuando ya no haya formacion de grumos y se observe
" transparente y no turbio.

3. Vaciar aproximadamente 10 mL de caldo nutritivo en cada uno de tres tubos de
ensayo y taparlos. :

4. De los 75 ml. de agar nutritivo preparados, vaciar aproximadamente cinco mi
de agar nutritivo en cada uno de tres tubos de ensayo y taparlos. El resto del
medio dejarlo en el matraz. .
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5. Esterilizar los medios de cultivo en autoclave a 15 libras de presion (121 °C) por

15 minutos. Algunos medios requieren ser esterilizados mediante filtracion para
evitar su descomposicion 6 pérdida de su valor nutritivo (Figuras 9.1y 9.2).

6. Una vez esterilizados los medios, dejar enfriar a temperatura ambiente los de

- caldo, inclinar los tubos que contienen agar nutritivo y dejarlos solidificar de tal

forma que se obtenga una superficie de agar inclinada.

7. Dejar enfriar el agar contenido en el matraz hasta unos 45°C (hasta toléfar en

la palma de la mano) y en condiciones asépticas distribuirio en las tres- cajas de
Petri estériles (aproximadamente 20 mL en cada una).

NOTA:

Para hacer esta operacion se retira el tapon del matraz, sin dejario en la mesa,
y se pasa por la flama del mechero la boca de éste, luego se levanta la tapa
de la caja de Petri estéril, solamente lo necesaric para permitir la entrada de!

cuello del matraz para vaciar el agar. Inmediatamente se vuelve a tapar la caja
de Petri.

Volver a flamear la boca del matraz y taparlo nuevamente si es que aun
contiene medio de cultivo.

Es necesario mover ligeramente la caja de Petri para que el medio se
distribuya uniformemente.

No se debe mover bruscamente ni destapar la caja hasta que el agar esté
completamente endurecido, para poder ser inoculado.

8. Por lo que respecta a los tubos que contienen agar nutritivo, una vez que han

solidificado, estarén listos para inocularse.

9. Guardar todos los tubos y cajas en el refrigerador rotutandolos adecuadaments,

ya que se usaran posteriormente.

V. CUESTIONARIO

1.

¢ Por qué es necesario preparar los medios de cultivo con agua destilada o
desmineralizada?
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2. ¢Mencionar dos ejemplos de medios de cultivo que requieran su esterilizacion
por filtracion?

3. ¢Por qué se recomienda enfriar a 45°C el agar antes de efectuar el vaciado en
las cajas Petri?

4. ;Qué caracteristicas tiene el agar en cuanto a composicién quimica, valor
alimenticio y propiedades fisicas?

5. Consultar la composicién de los siguientes medios: S.S., S-110, EMB, XLD,
LIA, SDA, MIO, caldo nutritivo y caido Czapek-Dox.
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Se afiade el medio no estéril

Al vacio
I

Figura 9.1 Esterilizacion de medios de cultivo mediante filtracion Millipore
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(EEETD e Tapdn
Recipiente i
de acero

j b Tapén

Se afiade el medio
no estéril y se tapa

ke i s

Membrana de
ashesto

Tornillos guia

TR == Tuercas de
Base con malla ajuste

de acero

Goma

Maitraz
kitazato

L ™ Medlo e stéril

Figura 9.2 Filtro Seltz util en la esterilizacion de medios de cultivo
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PRACTICA Num. 10
ANTISEPSIA DE LA PIEL

I. OBJETIVO

Conocer la accidn de diversos antisépticos sobre la flora normal de ta piel.

I1. INTRODUCCION

Para el control de microorganismos infecciosos o perjudiciales en aigun otro
aspecto como puede ser el deterioro de algunos materiales, se pueden usar
agentes quimicos tales como: alcoholes, fenol y compuestos fendlicos, yodo, cloro
y compuestos clorados, jabones y detergentes, colorantes, etc. o agentes fisicos
como la temperatura - calor o frio -, radiaciones ultravioleta, métodos de filtracion,
etc., pero cuando deseamos eliminar microorganismos indeseables de la
superficie o el interior de los seres vivos estos ultimos no pueden ser- usados por
lo que se tiene que recutrir a los agentes quimicos.

Existen muchas substancias quimicas utiles para este fin, cuya potencia
antimicrobiana es variable, ya que no existe ningun agente ideal para todos y cada
uno de los casos, asi, mientras algunos son muy eficaces para ciertos casos,
tienen poco o ningun efecto en otros, Por ejemplo, un agente quimico adecuado
para desinfectar utensilios contaminados (desinfectante), puede ser totaimente
inadecuado para aplicarlo sobre la piel, ya que puede ocasionarle dafio, en cuyo
caso se recurre al uso de productos guimicos que previenen o detienen la accion
de ios microorganismos, ya sea destruyéndolos o inhibiendo su crecimiento y
actividad asegurandose de gue no causen ningun dafio al huésped (antisépticos).

Los desinfectantes son productos quimicos que matan a los microorganismos y
se utilizan sobre objetos inanimados. Los antisépticos, por otra parte, son
agentes quimicos que inhiben el crecimiento de los microorganismos y no son
suficientemente tdxicos como para ser aplicados a los tejidos vivos.

Los agentes gue matan a los microorganismaos se denominan microbicidas, con un

prefijo que indica el tipo de microorganismo que mata. Asi pues hay agentes
bactericidas, fungicidas y viricidas.

Un agente bactericida mata a las bacterias, aunque puede matar o no a otras
clases de microorganismos.
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Los agentes que no matan y solamente inhiben el crecimiento se denominan
agentes biostaticos y se puede hablar de agentes, bacteriostatico, fungistatico y
viristatico. '

lll. MATERIAL Y SUBSTANCIAS

- Agua oxigenada

~ Tintura de yodo al 1%

- Tintura de merthiolato

- Algohol al 96% _

- Solucién salina isoténica estéri! (NaCl al 0.85%)
- Agua y jabdn

- 12 Hisopos estériles

- 5 Cajas de Petri con agar nutritivo esteril
- Lapiz grasc

— Mechero Bunsen

- QCerillos 6 encendedor

— Cuénta colonias Quehec

IV. TECNICA

1. Dividir una caja de Petri en dos mitades, trazando por detras una [inea con un
lapiz graso. Marcar una de las mitades como control y la otra con el nombre del
antiséptico asignado, por ejemplo: .

lodo

2. Humedecer en condiciones asépticas un hisopo en solucién salina isoténica
- ‘estéril y frotarse con él la cara interna del antebrazo derecho e inocular
mediante estrias la mitad de la caja de Petri marcada como control. -
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Humedecer otro aplicador con el agente antiséptico asignado y frotarse solo
una vez en el antebrazo izquierdo en un area de 5 cm?. '

. Esperar un minuto y humedecer otro hisopo en solucién salina y frotar el area
tratada con el antiséptico e inocular mediante estria, la otra mitad de la caja de
Petri.

. Los alumnos que usaran agua y jabon, seguir ¢l paso 1, [uego lavar con agua y
jabon por un minuto un drea del antebrazo izquierdo, enjuagar con agua
corriente y enseguida frotar con un aplicador humedecido en solucion salina
estéril e inocular mediante estria la otra mitad de la caja de Petri,

Incubar las cajas durante 24-48 horas a 37 °C.

Después de este periodo observar si hubo crecimiento sobre las estrias de
inocutacion de cada una de las mitades de las cajas de Petri.

. Contar las colonias usando el cuenta colonias tipo Quebec.

. Interpretar resultados.

. CUESTIONARIO

. Comparar los resultados con los demds compaReros y hacer una Tabla

indicando el antiséptico empleado y el numero de colonias en donde hubo
grecimiento.

. Mencionar ejemplos de desinfectantes y antisépticos indicando un uso
especifico en cada caso.

3. Mencionar ofros agentes quimicos que afectan la viabilidad de los
microorganismaos. -

. De los antisépticos utilizados en la practica ¢cual resultd ser més eficaz?

. Indicar el sitio y modo de accion de cada uno de los siguientes agentes
antimicrobianos: fenol, sales de mercurio, sales de metales pesados éxido de
etileno y aicoholes.
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PRACTICA Num. 11 ,
RESIEMBRA DE TUBO A TUBO

I. OBJETIVO

Aprender a inocular o sembrar asépticamente de tubo a tubo.

[l. INTRODUCCION

Existen diversas técnicas de inoculacion, ya sea en tubo de ensayo, caja de Petri,
matraz, eic., siendo necesario en cualquiera de ellas, hacerio en condiciones
asépticas, es decir, tomando todas las precauciones necesarias para evitar la
contaminacion tanto de los cultivos como de la persona que esta realizando la
siembra, para 0 cual se requiere realizar la siembra en el menor tiempo posible a
efectc de minimizar el tiempo de exposicibn en el que puede ocurtir la
contaminacion.

lli. MATERIAL Y SUBSTANCIAS

- Tubo de ensayo con suspensién bacteriana
— Tubo de ensayo con agar nutritivo inclinado
— Tubo de ensayo con caldo nutritivo

~ Gradilla

— Mechero Bunsen

- Cerillos o encendedor

- Asa bacteriolégica

- Masking tape

IV. TECNICA

1. Aflojar los tapones de los tubos. Si los tapones son de algodén que éstos giren
libremente por las paredes del tubo. '

2. Sostener el tubo con suspensién bacteriana entre los dedos indice y medio de
la mano izguierda.

3. Sostener el tubo que contiene medio de cultivo no inoculado entre los dedos
medio y anular de la misma mano izquierda. -
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. Sostener los tubos por el fondo con el dedo pulgar. Ambos tubos deberan

formar una ligera V quedando las bocas a la misma altura (Figura 11.1).

. Esterilizar el asa bacteriolégica calentdndola “al rojo” en la parte mas alta de la

flama del mechero, antes y después de la siembra.

. Quitar el tapdon del tubo que contiene la suspension bacteriana usando los

dedos indice y medio de la mano derecha y con el espacio interdigital de los
dedos medio y anular quitar el tapdn del otro tubo.

. Flamear {as bocas de los tubos momentaneamente.

. Cerca de la flama de! mechero, introducir el asa la cual ya se ha enfriado, en el

tubo que contiene la suspension bacteriana, tomar una asada y depositarla en
el tubo que contiene medio sin inocular.

Si el medio es liquido, descargar el asa mediante agitacion.

10.Si el medio es sdlido inclinado, descargar el asa en el fondo del tubo y trazar

zig-zag en toda la superficie, desde el fondo hasta arriba, procurando no
romper el agar.

11.Flamear de nuevo momentaneamente las bocas de los tubos y colocar los

tapones en el mismo orden en que se quitaron.

12.Esterilizar nuevamente el asa bacterioldgica.

13.Incubar durante 24-48 horas a 37 °C.

14. Después de este perfodo, observar el tipo de desarrollo.

15. Interpretar los resultados.

V. CUESTIONARIO

1.

2.

3.

Definir el término “inoculacion”
¢Por que es necesaria la incubacion de los microorganismos?

En microbiologla, ¢ qué significa ef término “crecimiento™?
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4. Describir la técnica de inoculacion en tubo por “picadura”
5. Consultar las diferentes formas de desarrollo que se pueden observar en la

siembra en tubo con medio liquido, agar vertical inoculado por picadura y agar
inclinado sembrado por estria..
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Figura 11.1 Resiembra de tubo a tubo

63



MICROBIOI.OGIA APLICADA
Manuazl de Laboratorio

PRACTICA Nam. 12
AISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS A PARTIR DE UN CULTIVO MIXTO
Y OBTENCION DE UN CULTIVO AXENICO

I. OBJETIVO

Aislar dos microorganismos por la técnica de siembra de dilucion por estria en
placa de agar y obtener un cultivo axénico o puro.

Il. INTRODUCCION

Si se toma un asa bacterioldgica cargada con una muestra que contenga bacterias
y se van haciendo estrias de ésta sobre una placa de agar nutritivo de tal manera
gue el material se vaya “diluyendo” sobre la superficie (Figura 12.1), llegara un
momento en que las bacierias depositadas en la estria estén bien separadas unas
de otras, reproduciéndose cada una en progresion geométrica (1, 2, 4, 8, 16, 32,
64, etc.).

Dependiendo del tiempo de generacion, que varia segun la especie bacteriana, -
después de cierto tiempo, cada una se habra muitiplicado muchas veces,
formando sobre la supetficie del medio un pequefio promontorio constituido por
células bacterianas llamado “colonia”, que se obtiene generalmente en unas 24-
48 horas.

Las colonias de cada especie bacteriana son diferentes ya sea en tamafio, color,
consistencia etc., y pueden ser diferenciadas sobre estas bases.

Cada colonia aislada esta constituida de un solo tipo de bacterias, ya que se
supone que es la descendencia de una sola célula y por tanto, un cultivo puro.

Para estudiar las caracteristicas fisicas, quimicas, fisiologicas, etc., de una
bacteria, se necesita que ésta sea aislada en cultivo puro y el aislamiento en caja
de Petri es el primer paso para ello, siendo el segundo paso la siembra de una
porcién de una colonia en un medio de cultivo en tubo, verificando su pureza
después de la incubacién apropiada, mediante observacion al microscopio.

-La morfologia de las colonias es importante por {0 anteriormente expuesto y debe
familiarizarse el alumno con ella (Figura 12.2). La terminologia mencionada a
continuacion sobre algunas de las caracteristicas mas constantes de una colonia
bacteriana es muy Uil
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FORMA:

Puntiforme, circular, irregular, alargada, filamentosa, rizoide, etc.
TAMANO:

Estimar el diametro en mm.

SUPERFICIE:

Lisa, rugosa, cerebriforme, en anillos concéntricos, efc. -
ELEVACION:

lAplanada, elevada, pulvinada, convexa, umbonada, etc.
BORDE:

Entero o continuo, ondulado, tobulado, festoneado, filamentoso, etc.
ESTRUCTURA INTERNA:

- Amorfa o granulosa.

COLOR:

Segun sea observado por la luz reﬂejada 0 por la luz transmitida, puede ser de -
color blanco, amariilo, rojo ladrillo, anaranjado etc.

OPACIDAD:
, T'rénsparente, opaca, etc.
CONSISTENCIA:

Dura, viscosa, membranosa, gelatinosa, mucosa, etc. Usar el asa bacterlologlca
para determlnar la consistencia. :

. MATERIAL Y SUBSTANCIAS.

~ Caja de Petri conteniendo agar nutritivo- estéril
~ 2 Tubos de ensayo conteniendo agar inclinado
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[

|

|

Tubos de ensayo conteniendo cultivo mixto
Lapiz graso

Asa bacteriologica

Mechero Bunsen

Cerillos o encendedor

Gradilia

IV. TECNICA

1.

Con el lapiz graso dividir 1a caja de Petri en 3 sectores, de tal manera gue al
destaparla para proceder a la inoculacion, se tenga como se indica en la figura:

/

El sector No. 1 es mas pequefio y sirve para descargar el asa.

. Usando la técnica ya conocida, tomar el cultivo bacteriano y en condiciones

aseépticas obtener una asada del material.

. Una vez cerrado el tubo, colocarlo en una gradilla.

. Con la mano izquierda levantar parciaimente la tapa de la caja de Petri y

descargar el material en el sector 1, trazando una serie de zig-zags muy
cerrados a todo lo ancho del sector. Cerrar la caja.

. Esterilizar el asa flameandola y mientras que se enfria, girar la caja 90° hasta

que el sector 1 quede abajo y el 2 en el lado izquierdo.

. Trazar unos 5 zig-zags menos cerrados en el sector 2 invadiendo el sector 1

para llevar un poco de material al sector 2 y trazar los siguientes zig-zags sin
tocar el sector 1. En esta forma se diluye el material quedando unas bacterias
separadas de las otras. Cerrar la caja.
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7. Esterilizar de nuevo el asa, girar la caja 90° y ahora el sector 2 estara abajo y el
3 a la izquierda.

8. Trazar unos 5 zig-zags cada vez mas abiertos en el sector 3 invadiendo el
sector 2 y los siguientes zig-zags sin tocar el sector 2, como se muestra en el
dibujo:

9. Incubar a 37 °C por ?.4-48 horas.
10.Observar si hubo o no, aislamiento de colonias.

NOTA:

En el sector 1 generalmente no se obtienen colonias aisladas, pero en 2 y 3 si.
11.Anotar las caracteristicas de I_as colonias aisladas.

12.A partir de cada una de las diferentes colonias aisladas preparar frotis y tefir
con la técnica de Gram.

13.0bservar al microscopio con objetivo de inmersion para verificar la morfologia y
reaccion al Gram y determinar la pureza de las colonias, considerando puras a
las que muestren un solo tipo de bacteria.

14.A partir de las colonias puras efectuar una segunda resiembra en caja de Petri -

en tres campos Yy una nhueva verificacion de pureza por observamén
microscépica en la forma indicada antertormente

15.Una vez determinada la pureza de las colonias, a partir de cada una de ellas

inocular por estria en tubos de agar inclinado, para obtener cultavos puros
(Figura 12. 3)
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16.Incubar a 37 °C por 24-48 horas.

17.Después de este periodo observar si efectivamente hubo crecimiento de un.
solo tipo de microorganismos.

18.Preparar un frotis, tefiir con la técnica de Gram y observar al microscopio con
objetivo de inmersién para confirmar su pureza.

19. Dibujar las observaciones hechas al microscopio.
20.Guardar los cultivos puros en el refrigerador para su posterior identificacion.
NOTAS:

e Siguiendo la misma técnica, la caja de agar se puede dividir en mas de 3
sectores, obteniendo una dilucion mayor, como se muestra en el dibujo:

>,

+ Existen otras tecnicas de aislamiento en placa, como pueden ser ia siembra
en superficie y la de placa vertida (Figura 12.4).

V. CUESTIONARIO
1. Describir una técnica de aislamiento bacteriano a partir de una fuente natural.
2. Describir dos técnicas de aislamiento en tubo.

3. ¢Qué es un cultivo axénico o puro?

4. ; Que importancia tiene la obtencidn de un cultivo puro?

68



MICROBIOLOGIA APLICADA
Manuat de Laboratorio

5. Mencionar 5 colecciones de cultivos suministradoras de cultivos microbianos
pUros.
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Esterilizar e}
asa y dejar
enfriar al aire

(3}

Tomar indculo,
volver & flamear
y tapar el tubo

N

Dilutcion por estria en 4 campos

- "
Destapar y flamear
la boca del tubo

2)

)

Hacer estrias formando angulo entre
un-campo y otro, esterilizando
previamente el asa enlre uno y otro

Colonias
aisladas

Figura 12.1 Siembra en placa para aislamiento
por la técnica de dilucion por estria
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1. Examinar la cajay  2.- Estarilizar 3.- Tocar suavemante 4.- Inocular |a suparficie de
seleccionar la colonia elasay con el asa la colonia agar inclinada hacia arriba
a transferir dejar enfriar seleccionada trazando estrias.

Flamear &l asa-incubar

Figura 12.3 Obtencién de cultivo puro

Colonias de superficie
SIEMBRA DE :
SUPERFICIE
EN PLACA é BN &7

La muesfra se pipetea sobre ia La muestra se extiende Incubactén Resultado tiplco de
superficie del agar (0,1 mL o menos) suavemente utilizando una esta siembra -
asa de vidrio .
SIEMBRA POR Colontas de ing%'ig':saz "
VERTIDO superficie \
&l madio
EN PLAC / A A "N
o
e
L.a mussira se pipatea Se afiade medio estérif ' Resultado tipico de
en una placa estéril y se mezclaconel :

b esta siembra
indeulo

Figura 12.4 Otras técnicas de aislamiento en placa
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PRACTICA No. 13
METABOLISMO BACTERIANQ

I. OBJETIVO

Conocer el metabolismo de dos bacterias, asi como otras actividades bioquimicas,
que servirdn de criterio para clasificarlas e identificarlas.

Il. INTRODUCCION
Metabolismo es ¢l conjunto de reacciones bioguimicas que efectia la célula.

El metabolismo comprende: catabolismo, durante el cual se efectian reacciones
de degradacién o desasimilacién de sustratos con produccion de energia, la cual
es utilizada en sintesis de nuevo protoplasma mediante el proceso de
anabolismo.

Ademas, la energia es utilizada por la célula en otras actividades como: movilidad,
transporte activo de moléculas del exterior al interior de la célula, mantenimiento
de barreras osmdticas, etc. '

Todas las reacciones metabdlicas de las bacterias son enzimaticas.

Los carbohidratos son metabolizados por la futa anaerobia de Embden-Meyerhof
Parnas o bien por la ruta oxidativa de las pentosas (Warburg Dickens), las cuales
conducen a la formacién de acido pirtvico, el -cual, bajo ciertas condiciones
(presencia o0 no de oxfgeno), puede transformarse en acetil-coenzima A Y pasar al
ciclo oxidativo de los 4cidos tricarboxflicos de Krebs.

Los electrones y protones liberados de todas estas’ conversiones 'son
transportados por la cadena respiratoria final en los microorganismos aerobios
(respiracién indirecta citocrémica) formada por nucleétidos de nicotinamida, de
flavinas y citocromos, hasta el oxlgeno si Ias celulas son puestas en presencna de
- él

Otros microorganismos no poseen la cadena citocromica final y no pueden usar el
oxigeno libre como aceptor final de electrones y por-lo tanto no se desarrollan en
presencia de este elemento, pasando su hidrégeno y sus electrones a oxigeno
combinado a otros elementos. Estos son los llamados microorganismos
anaerobios estrictos. ' ' : L

73



MICROBICLOGIA APLICADA
Manual de Laboratorio

Las diferencias en el metabolismo de las especies bacterianas pueden usarse

para diferenciar una especie de otra y por lo tanto son recursos usados para
clasificarlas. _

ll. EFECTO DEL OXIGENO MOLECULAR SOBRE EL CRECIMIENTO
BACTERIANO '

MATERIAL Y SUBSTANCIAS

~ 2 Cuitivos puros en caldo nutritivo

— 2 Tubos de ensayo conteniendo agar nutritivo
- 2 Aplicadores estériles

—~ Gradilla

- Bafo deagua a temperatura constante (45 °C)
- Mechero Bunsen

- Cerilios o encendedor

~ Tripié

— Tela de asbesto

- Vaso de precipitados de 600 mL

TECNICA

1. Fundir el agar contenido en los tubos, en bano de agua y mantenerlo a una
temperatura de 45 °C.

2. Inocular en condu::ones asépticas los tubos con agar fundido y a 45 °C a partlr'
" de los cultivos puros (uno para cada tubo de agar), en la siguiente torma:

3. Introducir el aplicador al tubo que contiene el cultive bacteriano, cwdando que
cuando menos la mitad del aplicador se impregne con el cuitivo.

4. Ensegu;da introducir ei aphcador contaminado hasta el fondo en el tubo de agar

fundido a 45 °C y moverlo de un lado a otro para distribuir bien las bacterias en
el agar.

5. Tapar- el tubo y colocarlo en una gradilla para que se solidifiqgue en forma
vertical. . , '

6. Incubar a 37 °C por 24 horas.
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7. Observar después de este periodo a qué altura crecid la bacteria sembrada: en
la superficie o en el fondo o bien en todo el tubo (Figura 13.1).

8. Anotar resu]tadols y generar conclusiones.
Iv. METABOLISMO DE CARBOHIDRATOS

MATERIAL Y SUBSTANCIAS
-2 Juegos de tubos de fermentacion (con campana- Durham), conteniendo

carbohidratos - glucosa, lactosa, sacarosa, galactosa, rafinosa, manosa,
maltosa, etc. - en caldo con rojo de fenol como indicador (Apéndice A).

TECNICA

1. Inocular asépticamente cada uno-de los tubos de cada juego, con el respectivo
microorganismo.

Rotulaf adeouadaménte los tubos.
2. Incubara 37 °C por 24-.48 horas.

3. Después de este perfodo observar las reacciones que se efectuan en los
medios de fermentacion.

INTERPRETACION:

e La utilizacién del substrato.se ve demostrada por la fermentacién del
carbohidrato, lo cual se sabe si el indicador vira de color rojo a amarillo.

» Observar si ademas hubo también t‘urbidez'y produccion de gas, demostrable
por la acumulacion de éste en la campana Durham (Figura 13.2).

4, Anotar resultados y sacar conclusiones.

V. CAPACIDAD ENZIMATICA DE LAS BACTERIAS

La accion de degradac:on de un organismo sobre una proteina intacta es anéloga
al tipo de accidn sobre os carbohidratos. :
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En el caso del almiddn, la enzima amilasa degrada al polisacarido en unidades de
glucosa gue la célula absorbe con facilidad.

En el caso de una proteina por ejemplo la gelatina, la enzima gelatinasa logra mas
o menos los mismos resultados produciéndose unidades simples © sea, los
aminoacidos,

Como se menciond antes, el aspecto primordial del metabolismo es la generacion
y el transporte de electrones, liberando la energia requerida para dicho
metabolismo.

Una faceta de este sistema de transporte de electrones es la capacidad de reducir
los nitratos a nitritos.

La enzima que permite esta reaccion es la “nitrato reductasa.”

Muchas bacterias pueden sintetizar aminoacidos a partir de subproductos del
metabolismo de carbohidratos y lipidos, cuando disponen de amoniaco como
fuente de nitroégeno. :

Algunos de estos microorganismos pueden romper el compuesio de urea, por
accion de la enzima “ureasa”, en amoniaco y diéxido de carbono.

Este Gltimo se incorpora al metabolismo de carbohidratos y nltrogeno a través de
dlversas reacciones importantes.

MATERIAL Y SUBSTANCIAS

— 2 tubos con caldo niirato (Apéndice A)

— 2 tubos con caldo urea, con indicador (Apéndice A)
— 2 cajas Petri conteniendo agar almidon (Apéndice A)
-~ 2 cajas Petri conteniendo agar gelatina (Apéndice A)
— Solucidn de yodo (tugol) (Apéndice B)

~ Acido tricloroacético al 5% {Apéndice C)

~ Acido sulfanilico (Apéndice C)

— Solucién de dimetil-alfa-naftilamina (Apéndice C)

~ Zn en polvo

" — 4 tubos de ensayo estériles

~ Gradilla

~ Pipetas estériles de 1 mL

— Mechero Bunsen

— Cerillos 0 encendedor
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—~ Asa bacteriolégica
- Espétula

TECNICAS
A. HIDROLISIS DE ALMIDON

1. Con un lapiz graso, marcar 2 sectores en ja base de la placa de agar almidén y
usar un sector para cada organismo.

2. Inocular en forma de una sola estria a partir de cada cultivo en su sector
correspondiente.

3. Incubar a 37 °C durante 48 horas.

4. Después de este periodo cubrir con cuidado la superficie de [a caja con la
solucion de yodo.

5. Buscar zonas transparentes o claras alrededor de las colonias bacterianas en
donde se haya digerido al almiddn y anotar las conclusiones.

B. METABOLISMO DEL NITROGENO

1. Inocular asépticamente los medios que contengan agar gelatlna caldo nitrato y
“caldo urea con cada uno de los cultivos bacterianos.

2. Incubar a 37 °C por 24 horas.

3. Despusés de la incubacion, determinar los resultados como sigue:

HIVDR()LISIS DE LA GELATINA

a) Cubrir la superficie de la placa de agar gelatina con 2 mL de la solucién de
acido tricloroacético. ,

b) La actividad de la gelatinasa se indica por medlo de zonas transparentes
alrededor de las colonias.
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¢) Anotar las conclusiones.

ACTIVIDAD DE LA NITRATO REDUCTASA
a) Extraer 2 mL de caldo de nitrato y colocarlos en un tubo de ensayo estéril.

b) Afadir una gota del reactivo &cido sulfanilico y una gota de p-dimetil-aifa-
naftilamina.

¢) Hacer observaciones.

INTERPRETACION:
Una coloracion rojiza o café, es resultado positivo, es decir, existe nitrito.

Si no se desarrollta color, el resuitado es negativo. Esto indica la ausencia de
nitrito y puede significar que el nitrato no se ha reducido 0 que se han reducido
el nitrato y el nitrito.

Para precisar bien gue el nitrato no se ha reducido puede seguirse el sngwente
procedimiento:

- Extraer 2 mL del cultivo y colocarlos en un segundo tubo de ensayo estéril.
- Afadir una pequefia cantidad de polvo de zinc y el nitrato reacciona.
- 8i se produce un color rojo, el Zn ha reducido el nitrato al nitrito.
Esto indica que el nitrato se encontraba presente y que no fue reducido por

accion bacteriana.

- Sinose produce color rojo, esto indica que las bactenas han reducido a los
Titratos y a los nitritos, 1o cual equivale a una prueba “nitrato reductasa
positiva”. .

d) Anotar conclusiones.

ACTIVIDAD DE LA UREASA

a) Una coloracion roja o rojo cereza en el caldo de urea equivale a una prueba
positiva (hidrdlisis de la urea). _
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Esta coloracion se debe a un indicador de pH en e! medio, lo cual demuestra la
presencia de amoniaco (pH 8.1 0 mas alcalino).

b) Anotar las conclusiones.

VI. OTRAS REACCIONES BIOQUIMICAS USANDO MEDIOS DE ENSAYO
MATERIAL Y SUBSTANCIAS

— Cultivos puros

— 2 tubos de ensayo conteniendo medio S.I.LM (Apéndice A)

~ 2 tubos de ensayo conteniendo medio T.S.! (Apéndice A)

— 2 tubos de ensayo conteniendo medio MR-VP (Apéndice A)
- 2 tubos de ensayo conteniendo medio de SIMMONS (Apéndice A)
~ Asa bacteriologica

- Mechero Bunsen

— Cerillos 0 encendedor

— Reactivo de Kovac (Apéndice C)

— Reactivo de Voges Proskauer (Apéndice C)

— KOH al 40% (Apéndice C)

TECNICAS

T.S.l. (Agar-triple aztGcar-hierro)

El agar T.S_.l. tiene un color rqjo naranja en su totalidad (inctinédo).
1.:Sémbrar por picadu'ra en el fondo y luego en estria al retirar el asa.
2. Incubar a '377 °C durénte18-24 horas.

3. Observar resultados:

a) Sila lactosa es fermentada: Hay produccién de &acido - color amarillo -, en el

fondo y en la superficie y producmon de gas en la linea de mclmacton y en el
fondo.

b) Sila sacarosa es fermentada: Hay producmon de &acido - coior amarillo -, en Ia
linea y en el fondo.
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¢) Sila glucosa es fermentada: Hay produccion de &cido - color amarillo -, en el
fondo solamente, la superficie permanece alcalina (roja), aunque mMas roja que
el medio no inoculado.

d) Si ningtn azicar es fermentado: El fondo permanece rojo naranja - como el
medio no inoculado -, v la superficie de un rojo un poco mas oscuro. Debe
observarse con cuidado para no confundir como fermentacion de la glucosa.

e) Si hay produccion de gas durante la fermentacion de cualquiera de los
azucares: Hay formacién de burbujas con quebraduras del fondo del agar.

f) Si se produce sulfuro: Se observa ennegrecimiento del medio en el fondo o
debajo de la supetficie del agar, debido a la formacion de FeS.

S.1L.M.

Se emplea para la determinacién de produccidon de sulfuro, formacién de indol y
movilidad de bacilos entéricos.

1. Ihocular por picadura en el centro,

2. Incubar a 37 °C durante 18-24 horas o un tiempo mayor.

3. Obhservar resultados:

a) Formacién de sulfuros: Se determina por el ennegrecimiento del medio a lo
largo de la linea de inoculacion.

b) Produccion de indol: El alto contenido de tripticasa ayuda a observar la
produccion de indol, agregando el reactivo de Kovac (p-dimetilamino-
- benzaldehido en HCl y alcohol amilico), formara una coloracién bugambilia.

c¢) Movilidad: Se determina por el crecimiento lejos de la linea de inoculacion.

SIMMONS

Se utiliza Agar citratado para diferenciar ias bacterias entéricas Gram negativas
basandose en la utilidad del citrato como tnica fuente de carbono. '

Puede utilizarse de la misma manera el citrato de Koser para hacer la prueba.
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1. Inocular por estria en tubo inclinado.
2. Incubar a 37 °C por 24 horas.
3. Observar resultados.

La reaccion es positiva si hay un cambio en el color verde del medio al azul
(alcalino), del indicador o si se observa desarrollo aun cuando no haya este vire.

Si se utiliza medio de Koser (liquido), la prueba seré positiva si la bacteria crece y
enturbia el medio. .

MR-VP

Tubo con caldo glucosado. Se utifiza para observar la reaccion rojo de metilo y ia
de Voges Proskauer (produccion de acetil-metil-carbinol).

1. Inocular el medio en la forma usual.
2. Incubar a 37 °C por 24 horas.
3. Despueés de este periodo efectuar las siguientes reacciones:

Voges Proskauer

A 1 mL del cultivo agregar el reactivo de Voges Proskauer: 0.6 ML de alfa-naftol al
5% en alcohol etilico absoluto; agregar 0.2 mL de KOH al 40% conteniendo 0.3%
de creatina, agitar fuertemente y dejar reposar por 5-10. minutos.

La prueba positiva da un color rojo-naranja fuerte que aparece en la superficie y
poco a poco se extiende por todo el tubo.

Rojo de metilo

Al reéto del cultivo agregarle una gota de rojo de metilo. Si el pH del medio baja
por el metabolismo bacteriano sobre la glucosa, es menor de pH 4.5, el indicador
se torna rojo y se dice que la prueba del rojo de metiio es positiva.

Si el pH del medio estd por arriba de pH 4.5 el color que toma el medio al
agregarle el indicador es amarillo y entonces la prueba es negativa.
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Vil. CUESTIONARIO

1.

2.

Elaborar un cuadro con todos los resultados de las distintas pruebas.

Comparar los resultados anteriores con la Tabla de reacciones bioguimicas que
se les proporcionara y clasificar las bacterias problema.

. Hacer dibujos de las observaciones hechas.

. Consultar la reaccién del desdoblamienio de la urea por accién de la enzima

ureasa.

. Consultar la reaccién del desdoblamiento del friptofano para la produccién de

indol.
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Figura 13.1 Crecimientio bacteriano de acuerdo a la utilizacién del oxigeno

-
-

& 00

" Glucosa Lactosa' Sacarosa Maltosa Fructosa

Figura 13.2 Fermentacion de carbohndratos Se observa presencia de gas
dentro de la campana Durham en glucosa, lactosa y maltosa,
lo que indica prueba positiva.
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PRACTICA Nam. 14

AISLAMIENTO DE BACTERIAS ANAEROBIAS FORMADORAS DE ESPORAS
A PARTIR DE SUELO DE JARDIN

. OBJETIVO

Conocer las técnicas mas cominmente empleadas en el aislamiento de bacterias
anaerobias.

H. INTRODUCCION

Las bacterias anaerobias no pueden crecer en presencia de oxigeno, mientras que
las bacterias anaerobias facultativas crecen en presencia o en ausencia de éste.

L as bacterias anaerobias pueden obtener energia en ausencia de oxigeno, y éste
les es toxico.

Las anaerobias facultativas pueden obtener energia en ausencia de oxigeno, pero
en este caso el oxigeno no les es tdxico.

No se conoce bien el mecanismo por el cual el oxigeno molecular es téxico para
las anaerobias y debe intervenir mas de un mecanismo.

El oxigeno podria actuar mediante la produccidn de sustancias tdGxicas, como
perdxido de hidrdgeno o perdxidos organicos.

El género Clostridium comprende aquellos bacilos ¢ue son esporulados vy
anaerobios.

Algunas de las especies de este género son 'importantes,en la produccion de
disolventes organicos y de otros productos metabdlicos de interés industrial. '

- No obstante, existen unos cuantos que son patégenos para el hombre y animales
inferiores, aunque su capacidad invasiva es por lo general bastante limitada. Se
consideran como microorganismos saprofitos del suelo que pueden colonizar el

intestino grueso 'y bajo ciertas circunstancias, actlan como patdégenos
oportunistas. ' :

La patogenicidad de los Clostridium es atribuible quizd, a su capacidad para
formar poderosas enterotoxinas, capaces de producir intoxicaciones alimenticias
como es el caso del botulismo.
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Entre los miembros mas importantes para el hombre, desde el punto de vista
patégeno, se encuentran el grupo de la gangrena gaseosa: C. perfringens, C. novy
y C. septicum; C. tetani que causa el tétanos y C. botulinum, responsable de una
sefia y a menudo fatal intoxicacion alimenticia (botulismo}, en la cual {a exotoxina
botulinica preformada es ingetida junto con los alimentos. ' .

Las caracteristicas especificas de estas bacterias como son la formaciéon de
esporas y su metabolismo anaerobio facilitan su aislamiento mediante diversas
técnicas que pueden ser fisicas, quimicas y bioldgicas, para lo cual es necesario
eliminar las formas vegetativas ¢ no esporuladas.

Los microorganismos esporulados se aislan faciimente eliminando las formas
vegetativas mediante un tratamiento térmico que solo las esporas pueden resistir;
los microorganismos contaminantes no esporulados moriran, en tanto que las
esporas se desarrollaran al ponerias en un medio favorable.

Il. MATERIAL Y SUBSTANCIAS

— Muestra de 10 g de suelo de jardin

— Mechero Bunsen

— Cerillos 0 encendedor

~ Bafio de agua a temperatura controlada a 85 °C y ad5°C

— Balanza granataria _

~ Vidrio de reloj estéril

— Espétulas estériles

- 1 Matraz Erlenmeyer con 99 mL de solucnén saliha estéril

~ 2 Tubos de 18 x 150 mm, cada uno con 9 mL de solucién salina estéri

— 2 Tubos de 18 x 150 mm, cada uno con 9 mL de medio fluido de tlogilcolato
(Apendice A)

— 1 Tubo de 18 x 150 mm con 8 mL de aceite de parafina estéril :

~ 4 Tubos de 22 x 175 mm, c/u con 20 ml. de agar Infusién de cerebro corazén 0
agar anaerobio (Apéndice A)

~ 4 Cajas Petri estériles ‘

— Pipetas seroldgicas estériles de 1 mL

~ 2 Pipetas Pasteur de 12 cm estériles

- Gradilla para tubos de 18 x 150 rmm yde 22 x175 mm

— Colorantes y reactivos para tincion de Gram

-~ Jarra de anaerobiosis (Figura 14.1)

- Sobre generador de Hy y CO» (GasPak)

— Indicador de anaerobiosis (GasPak)

— Pirogalol alcalino recién preparado (Apéndice C)

— Papel filtro
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— Microscopio
— Aceite de inmersion

IV. TECNICA

1. A partir de la muestra de suelo y en condiciones asépticas, pesar 1 g vy
transferirlo al matraz con solucion salina estéril.

2, Calentar en bafio de agua a 85 °C durante 10.minutos con objeto de eliminar las
~ formas vegetativas.

3. A partir del matraz, preparar dos diluciones decimales usando los tubos con
- solucion salina estéril y homogeneizar.

. 4. Inocular con pipeta estéril | mL de cada una de las diluciones a las cajas Petri
previamente marcadas.

5. Agregar a las cajas en condiciones asépticas el agar fundido y a una
temperatura de 45 °C.

6. Homogeneizar y dejar solidificar.
7. Colocar en forma invertida una caja de cada dllumon en la jarra de anaerobmSIS
- abrir el sobre generador de hidrégeno y didxido de carbono, colocarlo en el
interior de la jarra y agregarle el agua de acuerdo con las instrucciones del

fabricante; colocar la tapa con el catalizador, cerrarla perfectamente e incubar a
28 °C durante 24-48 horas (Figura 14.1).

PIROGALOL ALCALINO

1.. Pegar en la tapa de las otras placas, un sobre de papel filtro con unos 2 g de
pirogalol alcalino y sellar todo su perimetro con masking tape (Figura 14.2)

2. Incubar las cajas en forma invertida, a 28 °C durante 24-48 horas.

MEDIO FLUIDO DE TIOGLICOLATO

1. Calentar el medio de cultivo en bafio de agua a punto de ebullicion durante 10
minutos, o hasta que el indicador se reduzca (pierda color).

2. Dejar enfriar a temperatura ambiente.
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3. Con la pipeta Pasteur estéril, tomar una muestra del matraz o de les tubos con
las diluciones, introducir la pipeta hasta la zona profunda de los tubos que
contienen el medio.

4. Si se usan tubos de 16 x 150 mm), después de inocular, agregar 2 mL de aceite
de parafina estéril para formar un sello exactamente en la superficie del medio.

5. Incubar a 28 °C durante 24-48 horas.

PRUEBA DE PUREZA

1. Revisar cuidadosamente Ias cajas Petri y sefialar con lapiz graso las colonias
aisladas.

2. Preparar extensiones a partir de las colonias seleccionadas y tefiir con técnica
de Gram.

3. Observar al microscopio con objetivo de inmersion y determinar la pureza de las
colonias, considerando puras a las que muestren un sdlo tipo de bacteria.

4, Obtener cultivos puros resembrando en tubos conteniendo medio de
conservacion a partir de cada colonia pura.

5. Incubar los tubos a 37 °C durante 24-48 horas, en condiciones de anaerobiosis,
utilizando aceite de parafina estéril.

6. Después del periodo de incubacion conservar los cultivos puros en el
refrigerador. -

V. CUESTIONARIO
1. Describir otra técnica il en el aislamiento de bacterias anaerobias.
2. Basandose en los resultados obtenidos, indicar ;Cuél de los métodos

empleados fue el mas eficiente?

3. ¢Cual fue el objetivo de calentar los tubos que contenian medio fluido de
tioglicotato?

4, En cada uno de los métodos empleados, ¢ Cuél es el principio que determina la
anaerobiosis?
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5. Mencionar 5 ejemplos de bacterias anaerobias diferentes a los gue se
mencionan en la practica.
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__Abrazadera

T contomillo -
- ———— Catalizador
= Empaqgue

T

Camara de la reac-

=1
A

g

cion catalitica
Dispositivo para pre-

venir explosiones

Sobre desechable de

Gas Pak generador de
hidrbégeno vy bibxido
de carbono

N——— indicador de
anaerchiosis
desechable de

\ Gas Pak
Cajas Petri
con cultivos

e,
h‘ﬁ'?‘.?“— :

Figura 14.1 Cultivo de bacterias anaerobias a) Diagrama esquematico
y b) Fotografia del sistema GasPak

Caja Petri

Sellar con |
~cinta adhesiva | . . }/
y parafina N : -_ _ N
. X _ \ _
Saquito de pirogalol Tapa de la caja Petri
‘alcaling: ‘

Figura 14.2 Condiciones de anaerobiosis con el uso de pirogaloi alcalino
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PRACTICA Num. 15
AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE MOHOS DEL AIRE

. OBJETIVO

Aislar mohos del aire y conocer sus caracteristicas morfolgicas y estructurales
para lograr su identificacion.

Il. INTRODUCCION

l.a mayoria de los hongos viven libres en el suelo o en el agua y obtienen su
enetgia por respiracion o fermentacidén de materiales organicos solubles presentes
en estos ambientes.

El aire no es un medio en el que pueden desarrollarse los microorganismos pero
es el portador de aerosoles biologicos como polvo, gotitas de agua y otros, que
pueden estar cargados de los diversos grupos de microorganismos.

De las capas de aire se han encontrado esporas de hongos que proceden
principalmente del suelo, de la vegetacion y del mar. Algunos de los géneros més
comunmente aislados del aire son Penicillium, Aspergillus, Rhizopus; Mucor y
Cladosporium, entre otros.

Todos los hongos se reproducen por esporulacion. Cuando la espora se encuentra
en un medio nutritivo adecuado, se hincha y germina emitiendo uno o mas tubos
germinativos que se alargan distaimente hasta constituir filamenios delgados y
largos que se denominan “hifas”, las cuales pueden ramificarse despuds.

En algunas especies se forman septos a lo largo de la hifa, quedando entonces
dividida en pequefios compartimentos como una cafia de bambu llaméndose
entonces hifa septada, otras veces no hay septacion y el protoplasma fluye
continuamente a lo largo de la hifa, describiéndose entonces como hifa no
septada o cenocitica. En la mayorfa de los hongos las hifas son septadas.

A medida que las hifas se siguen dividiendo se forma un crecimiento algodonoso o
filamentoso de hifas entrelazadas llamado micelio.

Ei conjunto de micelio se conoce como talo. En algunas formas superiores las
hifas se unen formando cuerpos fructiferos grandes y de estructura compleja como
es el caso de las setas.
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La parte del micelio gue penetra en el substrato y absorbe substancias nutritivas
se llama micelio vegetativo, la parte que se proyecta sobre la superficie del
substrato origina el micelio aéreo, que a su vez da origen a esporas asexuales
tales como conidias en Aspergiflus spp. y Penicillium spp. y esporangiosporas
en .Rhizopus y Mucor, entre otras, cuya misién es la de dispersar el hongo a
nuevos habitats.

Algunos hongos también producen esporas sexuales formadas como resuitado de
la reproduccion sexual. Las que estan encerradas en una especie de saco (Asca)
se llaman ascosporas y las gue se forman en el extremo de una hifa o basidio se
denominan basidiosporas.

Las propiedades de las esporas sexuales son un criterio importante en la
clasificacién e identificacién de los hongos (Tabla 15.1).

Aungue los hongos constituyen un grupo grande y diverso, practicamente hay tres
grupos importantes: Los mohos, las levaduras y las setas.

Los mohos son hongos filamentosos que estan ampliamentie distribuidos en la
naturaleza y son habituales en pan viejo, queso o frutas. Presentan una gran
variedad de formas y tamafos. Cada filamento crece fundamentaimente en el
apice, por extensién de la céiula terminal (Figura 15.1). -

Las levaduras son hongos unicelulares y fa mayoria son Ascomycetes.
Normalmente tienen forma oval ¢ cilindrica y su principal forma de reproduccién es
la gemacion, se desarrollan bien en héabitats con abundante azicar tales como
frutas, flores, e incluso la corteza de los arboles.

Las levaduras tienen gran importancia biotecnoldgica en la industria cervecera y
de la panificacion y en la produccion de proteina de origen unicelular (biomasa).

El principal agente de la fermentacion alcohdlica es Saccharomyces cerevisiae
(Figura 15.2).

Las setas son hongos filamentosos pertenecientes a los Basidiomycetes que
forman cuerpos fructiferos denominados “setas” y que producen basidiosporas
como esporas sexuales (Figura 15.3)

Una actividad ecolégica muy importante de los Basidiomycetes, es la
descomposicion de la madera, papel, ropa y otros derivados de productos
naturales. Estos Basidiomycetes, por tanto, son capaces de producir celulasas con

actividades degradantes de flignina que utilizaran como fuente de carbono y
energia.
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Debido a que muchas setas como Pleurotus ostreatus, son comestibles, su
produccion en gran escala es una actividad econdmicamente importante, aunque
las hay también venencsas como Amamta virosa y Amanita phaﬂordes (Figura
15.4).

Cada hongo tiene ciertas caracteristicas macro (morfologia colonial, pigmentacion)
y microscopicas (tipos de hifas, de conidias, etc.), que permiten clasificarlo.

lil. MATERIAL Y SUBSTANCIAS .

— Caja de Petri conteniendo medio de agar de Sabouraud dexirosa (SDA)
—Asa bacteriolégica

-2 Cajas Petri, conteniendo cada una un portaobjetos, un cubreobjetos y un trozo
de papel filtro, estériles

- Caja de Petri conteniendo medio de SDA en capa muy delgada
— Bisturi

~ Pinzas de diseccién

— Agua destilada estéril

- Lacto-fenol-azul de algodon
— Esmalte de ufias

- Masking tape

- Mechero Bunsen

— Cerillos 0 encendedor

— Portaobjetos

~ Cubreobjetos

~ Microscopio

IV. TECNICAS

A. AISLAMIENTO DE HONGOS DEL AIRE
1. Tomar una placa de medio de SDA.

2. Abtir la placa y exponerla al aire en cualquier sitio por espacio de media hora y
colocar de nuevo la tapa en su sitio.

3. Incubar por 48-72 horas 0 mas a temperatura ambiente.

4. Observar la presencia de colonias filamentosas de diversos tipos y colores
{Figura 15.5).
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5. Describir las observaciones hechas.

- 6. Anotar las caracteristicas de las colonias seleccionadas para hacer los
microcultivos, ya que esta informacidon es un criterio importante -para la
identificacidén del moho.

B. OBSERVACION DE LAS ESTRUCTURAS DE LOS HONGOS

Si bien la estructura microscépica es decisiva para la clasificacién, para el
micélogo experimentado las caracteristicas visibles son muy importantes debido a
que, a simple vista, el aspecto de las colonias es a veces tan caracteristico que le
permite identificar enseguida el tipo de hongo.

Sin embargo, es indispensable para la clasificacion final determinar las
peculiaridades del hongo al nivel microscépico que presentan estos
microorganismos. '

Generalmenie por medio de una aguja de diseccion o un asa bacteriolégica con un

pequefio ganchito en la punta es posible desprender pequefas porciones de ia
colonia para su estudio microscopico.

Sin embargo, guizd el mejor método para el estudio microscopico es el
microcultivo (Figura 15.6) que permite observar cuidadosamente y a intervalos
las estructuras microscépicas intactas, mientras que en la técnica de desprender
una porcion del cultivo se altera muy seriamente la arquitectura microscopica tanto
gue a veces es imposible reconocer el hongo. '

OBSERVACION DIRECTA

1. De las colonias de hongos aislados, tomar nota de sus caracteristicas:

Forma, aspecto del micelio (algodonoso, aterciopelado u otro), pigmentacion,
elevacion, consistencia, etc.

2. Seleccionar una de las colonias aisladas y con el asa bacteriolégica con un
peguefio ganchito en la punta, desprender una pequefia porcion.

3. Extender el material obtenido en una gota‘ de agua puesta sobre un
portaobjetos y colocar con cuidado un cubreobjetos sobre éste.

93



MICROBIOLOGIA APLICADA
Manual de Laboratorio

4. Examinar al microscopio con objetivo seco débil buscando estructuras
representativas.

5. Dibujar las observaciones hechas.

6. Cambiar al objetivo seco fuerte para observar mejor las estructuras
seleccionadas, procurando que éstas presenten la arquitectura completa del
hongo para facilitar su.identificacion.

7. Dibujar las observaciones hechas:

'Seco débil , | . Seco fuerte
MICROCULTIVO

1. Tomar una caja de Petri que contenga dentro un circulo de papel filiro del
diametro de la caja, un portaobjetos y un cubreobjetos estériles.

2. Con el asa esteril y en angulo recto, cortar en cuadritos de aproxmadamente 3
‘a 5 mm por lado el medio de SDA en capa delgada contenido en una caja de
“Petri, tomar un cuadrito y colocarlo en condiciones asépticas en el centro del.
portaobjetos levantando Ia tapa de la caja sélo lo SUfICIente

3. En condiciones asépticas, tomar una pequefia porcidn del cultivo por estudiar
con el asa bacterioldgica en angulo recto y depositarla cuidadosamente sobre el
cuadrito de agar en el portaobjetos dentro de la caja de Petri.

4. Levantando con la mano izquierda la tapa de la caja de Petri y con unas pinzas
ligeramente flameadas en la mano derecha, tomar el cubreobjetos y colocarlo
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scbre el cuadrito de agar inoculado, procurando que quede bien centrado y
aprisionandolo ligeramente para que se adhiera.

. Con un gotero que contenga agua estéril depositar las gotas necesarias sobre
el papel filtro hasta lograr que éste se humedezca completamente.

. Cerrar la caja y sellarla con un poco de masking tape.

. Incubar a temperatura ambiente durante 48 a 72 horas.

. Observar e! cultivo a simple vista y no hacer ninguna observacion microscépica
hasta que haya desarrollo visible fuera del cuadrito del agar. Tener mucho
cuidado, para evitar destruir la estructura del hongo.

. Cuando esto suceda, abrir la caja, sacar la preparacién, secarla con gasa por
debajo del portaobjetos si esta himedo, y observarlo al microscopio con
objetivo seco débil y el condensador muy bajo para reducir la cantidad de luz.

10. Cambiar al objetivo seco fuerte para distinguir mejor la estructura dei hongo.

11.Dibujar lo observado:

Seco débil '  Seco fuerte

12.Comparar la estructura observada con las mostradas en dibujos y laminas
(Figura 15.7).

13.Si se desea hacer una preparacion permanente, hacer fluir cuidadosamente
-entre porta y cubreobjetos un poco de lacto-fenol-azul de algoddn o lacto-fenol-
fucsina acida, hasta que se haya llenado todo el cubreobjetos.
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14.Flamear ligeramente inclinando la preparacioén para eliminar las burbujas de
aire atrapadas.

15.Dejar enfriar la preparacion y sellarla dando pinceladas de esmalte de ufas
alrededor del cubreobjetos.

V. CUESTIONARIO

1. Dibujar las estructuras de 5 hongos de diferente género.

2. Describir otra técnica de aislamiento d.é hongos.

3. Consultar en qué consiste el medio de M[cose! y cual es su utilidad.

4. Consultar la técnica para la obtencnén de una coioma g]gante de hongo., :

5. Mencionar la |mportan<:|a de los hongos en mlcroblologla amb;ental
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Tabla 15.1 Clasificacién y propiedades mas impon‘tahtes de los hongos.

r ‘Grupo

‘Nombre -Hifas Géneros Tipos de Habitats Tipo de
Comiin - Tipicos Esporas Enfermedad
Sexuales
. g Neurospora, Suelo, material - =
Ascomycetes Ho:ggg de Septadas | Saccharomyces, | Ascosporas vegetal en e;n(z)?n giggﬁﬁg?gs
: Morchella descomposicién goL p
Amanita .
o Suelc, material .
Basidiomycetes Setas Septadas (\fggggﬁs) Basidiosporas vegelal en Tallc:nl;?grg%(;mgo,
(comesiible) descomposicion ,
Deterioro de
o Honaos del Mucor, Rhizopus Suelo, material ;gg?;;
Zygomycetes gan Cenociticas {deterioro de Zigosporas vegetal en implicados en
alimentos) descomposicion enfermedades
parasitarias
: ' Ciertas
Oomycetes Ho:;gt;sadel_ ‘Cenaciticas Allomycetes Qosporas Acuaticos enfermedades de los
g peces
Incluyen parasitos de
: . plantas y animales:
Honos Penicillium, S“f;g;a matenal (pie de atieta,
Deuteromycetes | . g Septadas Aspergillus, Ninguna " dermatomicosis,
-} - imperfectos Candida descomposicién, infecciones
piei de ammaFes sisternéiticas)
' B (Candida)

OLIOIZIOGET 9 [enuUeA]
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& Germinacion

a) b}

Figura 15.1 Estructura de un hongo filamentoso (moho) y crecimiento.
a) microfotografia de un moho tipico. Los conidios se ven como
estructuras esféricas en el extremo de las hifas aéreas.

- b) Diagrama de un ciclo celular de un moho

Figura 15.2 Levadura de importancia comercial: Saccharomyces cerevisiae
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Laminillas

Nucleo

Micelio

Figura 15.3 Estructura de una seta. Las laminillas contienen los basidios con
' las esporas S :
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Sop

Figura 15.4 El hongo comestible de buen sabor
Pleurotus ostreatus (superior) y el hongo con
veneno mottal Amanita virosa (inferior)
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Cracimiento difuso, velloso Efacto denso de sal y pimienta Granular
{Zygomyces, 0SCUra, reverso nunca negro}  (Asporgiilus niger, reverso nunca nagro) {Paacilomyces, verde)

o,

‘,01(
, e
Bastante granular, rugosidades radlales i - -~
(Peniciltium, dif. gamas da vardaj _ Granular, rugosa Extremadamente granular, plieges rugosos
{Cladosporfum, verde oliva) Irregulares
: {Scopulariopsis, anta ¢ marrén)

Extremadamente granular, plieges rugosos
irregularas
{Scopulariopsis, ante & marrdn)

Bastante granular, rugosidades radiales Granular-rugosa
(Panicillium, dif, gamas de verde) {Heterosporiuni, gris)

Micelio velloso

Jaspeado l.evaduriforme, piana 4
(Epicoccum, jaspeado en amarillo, {Aureobasidium puliutans, negra} (Fuserium, de rosa a pirpitra intenso)
naranfa y negro}

Figura 15.5 Colonias de hongos filamentosos
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Vista superior
Figura 15.6 Microcultivo
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Coenidias

¢ o
9 3
\Conidiﬁforo
\

Paniciflitim

——

- Trichotheciurﬁ ‘ T Cladosporium

Alfernaria

.........

 Fusarium

Figura 15.7 Estructuras de algunos hongos filamentosos
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PRACTICA Nam. 16

RECUENTO DE BACTERIAS MESOFILAS AEROBIAS EN AGUA PARA
- CONSUMO HUMANO

I. OBJETIVO

Determinar la presencia de bacterias mesdfilas aerobias en una muestra de agua
potable por la técnica de placa vertida.

Il. INTRODUCCION

Muchas veces el agua puede ser completamente transparente, incolora e inodora,

pero estar aun contammada por lo que, es importante determinar su cahdad
sanitaria.

La potabilidad del agua sdlo se puede determinar mediante andlisis quimicos y
bacteriologicos.

Los procedimientos bacterioldgicos de rutina son: recuento de bacterias mesdfilas
aerobias, coliformes totales, coliformes fecales, estreptococos fecales y clostridios
sulfito reductores,

Los recuentos de meséfilos aerobios en placa son Utiles para determinar la
potabilidad de un agua, as/ como también ia eficiencia de las operaciones para
eliminar microorganismos, como la sedimentacion, filtracién y cloracion.

Las cuentas se deben hacer antes y después del tratamiento especifico. Los
resultados indicaran la medida en que ha sido reducida la poblacién microbiana.
Lo usual es que e! agua de buena calidad, para consumo humano, tenga cuentas
bajas: < 100 UFC por mililitro.

La determinacidn del conteo de bacterias meséfilas aeroblas en una muestra de
agua se realiza, normalmente, por siembra en una placa, de un volumen
determinado de agua, por incubacion a una temperatura concreta y en un tiempo
determinado, y por recuento posterior de las colonias desarrolladas y con la
aceptacién implicita de que cada colonia es originada por una bacteria de la
muestra inicial, por lo tanto, el nimero de colomas equivaldra al numero de
bactenas en el volumen sembrado.

104



MICROBIOLOGIA APLICADA
’ Manual de Laboratorio

ll. MATERIALES Y SUBSTANCIAS

~Muestras de agua potable de diferente origen (grifo, purificada y embotellada u

otro), de un volumen minimo de 100 mL obtenida en recipiente estéril y con 0.1
mL de tiosulfato de sodioc al 10%

-3 tubos de ensayo conteniendo cada uno 9 mL exactos de agua de dilucion

estéril (Apendice C)

-9 tubos de 20 x 160 mm, con tapon de rosca contemendo cada uno de 15-20 mL

de agar cuenia estandar estéril, manteniéndolo a 45-47 °C en baito de
temperatura constante

Gradilla

Pipetas estériles de 1 mL graduadas en décimas
9 cajas de Petri estériles

Mechero Bunsen-

Cerillos o encendedor

Incubadora

Contador de colonias tipo Quebec

V. TECNICAS

En condiciones asépticas:

1

2.

. Agitar vigorosamente la muestra de agua, para homogeneizar.

Pipetear 1 mL de muestra y verterlo en el primer tubo que contiene 9 mL de
agua de dilucién estéril, quedando una dilucién de 10" (Figura 16.1). |

. Agitar para homogeneizar y tomar 1 mi. de esta dilucién (10'1) y verterlo en el

segundo tubo que contiene 9 mL de agua de dilucion estéril, quedando una
dilucion de 1072,

. Agitar para homogeneizar y tomar 1 mL de esta dilucién (10'2) y verterlo en el

tercer tubo que contiene 9 mL de agua de dilucion estéril, quedando una
dilucién de 10-3-

Utilizando pipeta- esterll tomar 1 mL de la dilucién 10-1 y verterlo en la caja de

Peiri estéril marcada prevnamente con 10-1 , distribuyéndolo bien en el fondo de

la caja de Petri vacia (Figura 16.1). Efectuar esta misma operacion por
triplicado. :
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6. De la misma manera, tomar 1 mL de la dilucién 102 y verterlo en la caja de
Petri marcada con 1072, Efectuar esta misma operacién por triplicado.

7. Hacer lo mismo con el tubo de fa dilucién 103 y la caja marcada con 103,
Efectuar esta misma operacion por triplicado.

Es recomendable usar una pipeta estéril para cada dilucion.

8. Antes de que pasen 10 minutos, agfegar a cada caja de Petri el medio de
cultivo contenido en un tubo, a una temperatura maxima de 47 °C (todavia
liquido).

NOTA:

Si la temperatura del agar es superior a 47°C al vaciarlo a las cajas, puede
producirse la destruccién total o parcial de las bacterias sembradas

9. Antes de que el medio de cultivo solidifique-homogeneizar cada caja mediante
movimientos de translacion y rotacion en una superficie plana aproximadamente
durante 1 minuto evitando gue se mojen la tapa vy los costados de la caja, de
esta manera el agua y el agar son mezc¢lados uniformemente.

10. Dejar reposar las cajas el tiempo necesario para que solidifique el agar.

11.Una vez solidificado el agar en las cajas, incubar en posicién invertida con
‘objeto de que el agua de condensacién del agar no caiga sobre la superficie
del culiivo. Las condiciones de incubacion son: 37 °C (x 1 °C) durante 24 horas
(£ 3 h). Ahora bien, si se desea conocer la flora bacteriana total de la muestra
Ias condiciones seran: 22 °C (+ 2 °C), durante 72 horas (x 4 h).

12 Transcurrido el tiempo de incubacion contar las colomas que se¢ han
desarrollado en cada una de las placas, usando un cuentacolonias para efecto
de facilitar la lectura.

NOTA:

Si la investigacion de mesdfilos se practica a otro tipo de muestra de agua que

no sea potable, se procede a preparar las diluciones necesarias, dependiendo

del origen de la misma, pero solo se trabajard con las Ultimas tres diluciones,

procediende de la misma forma descrita anteriormente pero incubando durante
48 horas a 37 °C (1 °C).-
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Al hacer el recuento, tener en cuenta las siguientes consideraciones:

¢ Seleccionar sélo las cajas que contengan entre 25 y 250 colonias y descartar
las otras,

e Sison varias las que entran en este intervalo, contar todas y seleccionar las del
grado de dilucion por triplicado que represente menor margen de error en el
recuento y como resultado, tomar el promedio de las tres cajas y referirlo al
volumen real de muestra sembrado para efectos del calculo correspondiente.

e Si no hay ninguna caja con un recuento dentro del intervalo mencionado, se
hara de aguella que tenga el valor mas proximo a cualquiera de jos dos
extremos. En estos casos los resultados se tomaran como aproximados,
excepto en los casos de siembra de muestra directa donde se efectuard,
también el recuento en cajas con menos de 25 colonias.

+ Si el recuento no se hace en el mismo momento de sacarlas de la incubadora,
se pueden conservar las cajas dentro del refrigerador entre 5 y 10 °C, durante
un periodo maximo de 24 horas.

CALCULO Y PRESENTACION DE RESULTADOS

Una vez efectuado el recuento de las cajas correspondientes, los resultados
obtenidos s& elaboran de la siguiente manera:

— Si la cantidad de agua sembrada ha sido de 1 mL la expresion del resultado es
directa.

- Si la cantidad de agua sembrada ha sido de 0.1 mL, el nimero de colonias
contadas habra de dividirse entre el volumen de muestra sembrada, es decir,
entre 0.1, para obtener el nimero de colonias por mililitro.

En general se tiene:

Bacterias mesdfilas aerobias/mL = Nuimero de colonias en volumen real de
muestra sembrada, en mL.

Los resultados se expresaran asi:

NUMERO DE BACTERIAS MESOFILAS AEROBIAS: UFC/mL.
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NOTA:

Si no se obsetvan colonias en ninguna de las cajas sembradas, el resultado no
sera de 0 (cero) UFC/mL, sino que sera referido al menor grado de dilucion

sembrado. En el presente experimento éste es de 101, por lo tanto el resultado
seria: <10 UFC/mL

V. CUESTIONARIO

1.. Consultar el significado de cuenta viable.

2, (;Cuéleé son las bacterias meséfilas aerobias?

3. c,En gqué otro tipo de muestras, ademas de agua, se puede investigar la
presencia de mesdéfilas aerobias? Dar ejemplos.

4, De acuerdo a la normatividad mexicana vigente, ;Cual es el limite maximo
permisible para bacterlas mesdéfilas aercbias en agua punflcada y
embotellada? Dar el nimero de norma.

5. Explicar con un ejemplo ta investigacién de otro tipo de microorganismos
utilizando esta misma técnica.
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dilucion dilucidn dilucion
o 1100 1/1000
— ———— 2 »
Muestra 9 mL de g mL de 2 mL de
de agua diluyente diluyente diluyente
estérll estérll estéril
'I
1)
1
1
L 0.1
1
' 1 mi. 1 mL iml
Y * * *®
]
1
NN B
et .
Sy ‘_‘_‘{_;__,._:_Q:\“ f,..?._.z\\_ N
e A ) A P S e etmaniee T
Volumen real 0.4 mb 0.01 mL.
de mueslra
semhrada

* Realizar esta operacion per triplicado.

Depositar 1 mL
de fa dilucion
correspondiente
@ cada caja Palrl

\

Tiempo maximo entre las dos
operaciones: 20'

-

¥

Aladir 16 mL de

agar cuenta estandar ¥ AN
a 45 - 47°C a cada "\ﬁl_: _.“:;_:q.,}

caja Potri

PROCEDIMIENTO

I \‘}' = - . /

Mezclar el medio
de cultivo con la
siembra

Tapar las
cajas

Incubar a
35°C (32°C)
durante 48 b

Conlar las colonias
(Rango 25 - 250)

Figura 16.1 Preparacion de diluciones decimales y procedimiento para el
recuento de bacterias mesdéfilas aerobias
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PRACTICA Num. 17

COLIFORMES TOTALES Y FECALES EN AGUA DE CONSUMO HUMANO

I. OBJETIVO

Investigar la presencia de bacterias del grupo coliforme en agua de consumo
humano mediante la técnica del nimero méas probable (NMP), usando tubos de
fermentac:én mutiple.

Il. INTRODUCCION

La potabilidad del agua es de gran importancia en cuanto a salud publica, ya que
ésta puede servir como vehiculo de microorganismos patdgenos, es decir,
productores de enfermedades llamadas comunmente "de origen hidrico" tales
como salmonelosis (tifoidea y paratifoidea), shigelosis, cdlera, hepatitis, etc. Estos
microorganismos son todos de origen entérico.

Se sabe que los microofganismos patégenos que llegan a los depdsitos de agua,
proceden de las descargas intestinales de hombres y animales.

Ademas, ciertas especies de bacterias, particularmente Escherichia coli y varios
microorganismos similares, denominados coliformes, estreptococos fecales (como
Streptococcus faecalis) y Clostridium perfringens, son habitantes normales del

intestino grueso de hombres y animales y en consecuencia siempre estan en las
materias fecales.

Asf pues, la presencia de cualquiera de estas especies en el agua es evidencia de
contaminacion fecal.

La evaluacién rutinaria del agua en busca de microorganismos patégenos, como
Salmonella spp. y Shigella spp. puede ser dificil de realizar ya que el nimero de
estas bacterias es relativamente escaso, por lo que se tiene que recurrir a pruebas
bacterioldgicas del agua potable que demuestren la presencia de microorganismos
indicadores gue siempre estan presentes en materia fecal, facil de demostrar y
que sirva de guia para conocer el grado de contaminacion fecal.

Surge asi el concepto de "indicador de contaminacién fecal", el cual serd
utilizado para la valoracion de la potabilidad bacterioldgica de las aguas.

De acuerdo con lo anterior, se ha adoptado con caracter general, el "grupo
coliforme" como indicador mas digno de confianza.
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La organizaciéon mundial de la salud (OMS) incluye dentro del grupo coliforme
todos los bacilos aerobios y anaerobios facultativos, Gram negativos, no
esporulados, que producen acido y gas al fermentar la lactosa, a 35 - 37 °C.

Las especies clédsicas de este grupo son Escherichia coli y Enterobacter
aerogenes.

El microorganismo indicador mas comunmente utilizado es Escherichia coli,
considerando la OMS preferible emplear la expresion "coliforme fecal" que
comprende uh numero ligeramente mayor de variedades, todas ellas de claro
origen fecal e indicadores de contaminacion fecal reciente.

Para los efectos del andlisis sanitario del agua, se define el coliforme fecat como
un bacilo aerobio o anaerobio facultativo, Gram negativo, no esporulado, que
fermenta la lactosa con produccion de acido y gas a 44 °C (+ 0.5 °C) en menos de
24 horas.

El método se basa en la inoculacién de alicuotas de la muestra sin diluir que

pueden ser volimenes de 50, 10y 1 mL, ¢ de 10, 1 y 0.1 mL, o diluida en caso

necesario, en una serie de tubos por triplicado ¢ quintuplicado con un medio que
contiene lactosa (caldo lactosado o caldo lauril triptosa).

La valoracion del contenido microbiano de una muestra de agua por el método del
"NMP requiere la utilizacién de Tablas numéricas que tienen en cuenia los
volumenes de agua y las cantidades de tubos sembrados en una 0 mas series.
Realmente consiste en tratar estad{sticamente el numero de tubos de cada serie
sembrada que resulten positivos después de su incubacion.

En cuanto a la investigacion de patégenos en agua, no existe un método Unico
que permita aislar e identificar todos estos microorganismos. En general, los
métodos con 10s que se obtienen mejores resultados comprenden una fase de
conceniracién, seguida de técnicas de enriguecimiento y aislamiento especificas
para cada microorganismo.

El procedimiento para la recoleccién de las muestras de agua para el andlisis
bacteriologico, depende del tipo de agua que se desee muestrear. Este se hara
de acuerdo a la normatividad mexicana vigente.

Las muestras para el analisis bacterioldgico, se deben tomar en frascos
muestreadores lavados con extremo cuidado y esterilizados. En su interior se
debe afadir, previo a la esterilizacion, 0.1 mL de solucién de NaxS,03 (tiosulfato
de sodio) al 10%, por cada 120 mL de muestra con el propdsito de neutralizar la
accion del cloro que pudiera contener la musstra, y cubrir con papel aluminio el
tapdn del frasco hasta el cuello.

111



MICROBIOLOGIA APLICADA
Manual de Laboratoric

El andlisis bacteriolégico de la muestra debe practicarse inmediatamente después
de su recoleccion. Es por ello que se recomienda que de no efectuarse asi el
analisis, se inicie dentro de las dos horas proximas a la recoleccion de la muestra
y en ningun caso, este lapso debe de exceder de 24 horas para agua potable y de
6 horas para otros tipos de agua para que sea valido el resultado de! andlisis.

Se debe conservar la muestra a 4 °C durante el periodo que transcurre entre el
“muestreo y el analisis, con objeto de inhibir la actividad bacteriana, para no
obtener resultados falsos o dudosos.

ill. MATERIAL Y SUBSTANCIAS

—~ Muestras de agua potable de diferente origen (grifo, purificada y embotellada,
tinaco, cisterna u otro), de un volumen minimo de 100 mL

~ 5 Tubos de 20 x 180 mim con campana Durham en su interior, conteniendo 20

- mL de caldo lactosado o lauril triptosa estéril de doble concentracion

— 10 Tubos de 18 x 150 mm, con campana Durham en su interior, conteniendo
10 mL de caldo lactosado estéril de simple concentracion :

~ 1 Pipeta de 10 mL graduada en décimas, estéril

~ 2 Pipetas de 1 mL graduadas en decimas, estériles

—~ 10 Tubos de 18 x 150 mm con campana Durham en su interior, contemendo 10
ml. de caldo lactosa bilis verde brillante (LBVB) esteril de concentracion
sencilla

~ 10 Tubos de 18 x 150 mm con campana Durham en su interior, conteniendo 10
‘mL de caldo E.C. {(Escherichia coli) estéril de concentraclon sencilla

~ Mechero Bunsen

— Cerillos o encendedor

~ Asa bacteriolégica

~ Gradillas para tubos de 18 x 150 y de 20 x 200

— _Agitador de tubos Vortex

— Incubadora a 35 °C

— Baiio incubador para coliformes fecales a temperatura constante de 44 + 0.5°C

IV. TECNICAS
Descripcién de la metodologia de analisis:

La técnica del NMP comprende siempre una prueba presuntiva y otra confirmativa.
Esto es asi porque un tubo positivo durante la prueba presuntiva no indica
necesariamente la presencia del grupo bacteriano a determinar (coliformes totales,
coliformes fecales o estreptococos fecales), sino tan solo es una presuncion, que
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habré de confirmarse posteriormente. Sin embargo, si la prueba presuntiva resulta
negativa, ésto permite dictaminar la ausencia de dicho grupo bacteriano en el
agua examinada.

La denominada prueba presuntiva consiste en una metodologia de tipo general

empleada para cualquier grupo de bacterias, mientras que la prueba confirmativa
es especifica.

PRUEBA PRESUNTIVA:

Todas las operaciones deberan efectuarse en absolutas condiciones de

asepsia.

1. Preparar tres series sucesivas de 5 tubos con caldo lactosado, una de doble
concentracion y las otras dos de concentracion sencilla.

2. Etiquetar las series con 10, 1y 0.1 mL.

3. Agitar vigorosamente la muestra para homogeneizar por lo menos 20 veces
antes de tomar el volumen qué se va a inccular.
Antes y después de realizar fas inoculaciones, flamear la boca del frasco de la
muestra con objeto de evitar contaminacion.

5. Inocular con-una pipeta de 10 mlL este volumen de muestra en la serie de
tubos con caldo de doble concentracion.

6. Con una pipeta de 1 mL inocular este volumen de muestra en la segunda serie
de tubos con concentracion sencilla (Figura 17.1)

7. Ilguaimente con ofra pipeta de 1 mL inocular la tercera serie de tubos con 0.1
mL de muestra.
Normalmente, siempre que se sospecha que el agua no contiene elevada
carga bacteriana, solo se inoculan estas tres primeras series de‘tubos.
En caso contrario, serda necesario inocular otras series y por lo tanto, realizar
diluciones de la muestra original.

8. Incubar todos los tubos a una temperatura de 35 °C durante 24-48 horas.

9. Después de 24 horas de incubacion efectuar una primera lectura para observar

si hay tubos positivos, es decir, con produccion de acido, si el medio contiene
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un indicador de pH, por ejemplo rojo de fenol el cual vira de rojo a amarillo,
turbidez y produccién de gas en el interior de la campana Durham, el cual
puede observarse desde la formacion de una pequefia burbuja hasta el total
desplazamiento del medio en el interior de la campana.

Al hacer esta verificacion es importante asegurarse que la produccién de gas
sea resultado de la fermentacion de la lactosa en cuyo caso se observara
turbidez en el medio de cultivo y ho confundir con burbujas de aire.

Para evitar este tipo de confusiones es recomendable revisar las campanas
Durham antes de proceder a la inoculacion y desechar aquelios que contengan
burbujas de aire 0 de alguna manera eliminar éstas y asi poder utilizarlos.

Una forma de lograrlo es inclinando el tubo de fermentacion hasta permitir que
la campana se invierta un poco para dejar escapar la burbuja de aire, volviendo
rapidamente el tubo a su posicion normal.

10. De los tubos que en esta primera lectura den positivos, ya se pueden hacer las

pruebas confirmatorias para coliformes totales y fecales.

11.En caso de no apreciarse alguno o todos los cambios mencionados en el resto

de los tubos, continuaran en incubacién 24 horas méas.

12. Después de 48 horas (+ 2 h) a partir de la inoculacion, se hace la lectura final.

13.Si pasadas estas 48 h tampoco se aprecia turbidez ni producciéon de gas, los

tubos se toman como negativos.

INTERPRETACION:

Si el total de tubos son NEGATIVOS durante la prueba presuntiva:

El andlisis se da por terminado, reportando {a AUSENCIA DE COLIFORMES

. TOTALES Y FECALES en la muestra analizada.

Si resultan tubos POSITIVOS durante la prueba presuntiva:

Todos aquellos tubos que den positivos se anotaran convenientemente y S6
procedera a realizar la PRUEBA CONFIRMATORIA para coliformes totaies y
fecales.
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PRLEBA CONFIRMATORIA PARA COLIFORMES TOTALES:

1.

Por cada uno de 1os tubos que han resultado positivos en la prueba presuntiva,
agitandolos previamente para homogeneizar, inocular con tres asadas un tubo
conteniendo caldo LBVB (Figura 17.2).

tncubar durante 48 + 3 ha 35 + 0.5 °C.

DeSpués de la incubacion observar la presencia de turbidez y de gas.

INTERPRETACION:

Si se observa turbidez y produccién de gas:

La prueba se considera POSIT‘IVA, debiendo anotar el nimero de tubos
positivos para posteriormente hacer el calculo del NMP.

Si no se observa produccion de gas, aun cuando se observe turbidez:

Se consideran negativos, estableciéndose el Cédigo 0,0,0 para efecto del
célculo del NMP, en la Tabla 17.1.

PRUEBA CONFIRMATORIA PARA COLIFORMES FECALES:

1.

Por cada uno de los tubos que han resultado positivos en la pruebé presuntiva,
agitandolos para homogeneizar, inocular con tres asadas un tubo contemendo
caldo E.C. (Figura 17.3) .

Incubar durante 24 horas a 44 0. 5 °C, observar presencia de turbldez Y gas
(Flgura 17.4).

INTERPRETACION:

Si se observa turbidez y produccion de gas:

La prueba se con5|dera POSITIVA debiendo anotar el nimero de tubos
positivos para posteriormente hacer el calculo del NMP. .
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» Sino se observa produccién de gas, aun cuando se observe turbidez:
‘Se consideran negativos, estableciéndose el Codigo 0,0,0 para efecto del
calculo del NMP en ia Tabla 17.1.

CALCULOS

De acuerdo a los tubos positivos en las pruebas confirmativas para coliformes
totales y fecales:

Establecer los codigos correspondientes para calcular por referencia en la Tabla
estadistica correspondiente (Tablas 17.1 — 17.4), el NMP de coliformes totales y
fecales en 100 mL de agua. '

En caso de no encontrar en las Tablas la combinacion de iubos adecuada,
emplear para los calculos la siguiente ecuacion: -

NMP/100 mL = No. de tubos positivos x 100
mL de muestra en tubos negativos X mL de muestra en todos los tubos

ELABORACION Y PRESENTACION DE RESULTADOS

Los resultados se elaboran de la siguiente manera:

o Si se inocularon tres series de cinco tubos cada una con volimenes de
‘muestra de 10, 1 y 0.1 mL, respectivamente, la lectura de los resultados
permite establecer el ¢odigo con base a los tubos que resultaron positivos.

e Se tendran dos. c6digos de valores: uno para coliformes totales y otro para
coliformes fecales, los cuales seran lefdos en la Tabla 17.1 para obtener el

valor del NMP de bacterias correspondientes en 100 mL de muestra, de
manera directa.

e Si se han realizado diluciones, se establece el codigo de valores
correspondiente que podra ser leido en la Tabla 17.1 el indice del NMP.

s Para efectos de expresar e} valor obtenido basandose en 100 mL de muestra
habra de dividirse el resultado de la Tabla 17.1 entre el volumen real de
muestra inoculada en cada tubo de la serie central de cada triplete escogido.
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En general se tiene:

NMP leido en la tabla
Volumen real de muestra inoculada
en cada tubo de la serie central (mL)

NMP/C =

Los resultados obtenidos se expresaran de la siguiente manera:

NMP DE COLIFORMES TOTALES:
NMP DE COLIFORMES FECALES:

/100 mL
/100 mL.

EJEMPLOS:

1) Lalectura de los resultados obtenidos en el andlisis del agua de un grifo es la
siguiente:

Tubos positives

Volumen de Denominacidén | Tubos positivos en la Tubos positivos en
muestra de laserieds 5 prueba presuntiva en la prueba la prueba
inoculada. tubos. para coliformes totales | confirmativa para | coniitrativa para
(mL) y fecales. coliformes totales. | coliformes fecales.
10 1-CT.CF 5 41 2
1 2-CT.CF 3 |2 1
0.1 3~ CT.CF 2 L L O

Con estos datos, al consultar la Tabla 17.1 del NMP se tiene:

» Para coliformes totales, con los resultados Obténidos finalmente en la prueba
confirmativa se establece el triplete (cédlgo) 4,21 que en la Tabla 17.1 indica
un valor de 26 es decir el resultado sera:

NMP DE COLIFORMES TOTALES: 26/100 mL

e Para coliformes fecales se establece el cochgo 2,1,0 y consultando la Tabla
17.1 del NMF’ se tiene el valor de 7.

El resuliado se expresara:

NMP DE COLIFORMES FECALES: 7/100 mL
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2) La lectura de los resultados obtenidos en el andlisis de un agua de la que fue
necesario hacer diluciones, es la siguiente:

Tubos positivos en

Dilucion | Volumen | Denominacién | Tubos positivos | Tubos positivos
de delaseriede 5| enlaprueba en la prueba la prueba
muestra tubos. presuntiva para | confirmativa para | confirmativa para
incculada. coliformes totales coliformes coliformes fecales.
(mb) y fecales. totales.
107 0.1 1-CT.CF 4 3 2
i0° 0.01 2-CT.CF 2 1 1
103 0.001 3-CT.CF 1 [ 1. L0l

e Para coliformes totales se establece el codigo: 3,1,1 y consultando la Tabla
17.1 del NMP se observa un valor de 14, por lo tanto se tiene:

14/0.01 =14 x100 = 1400

El resultado se expresara;

NMP DE COLIFORMES TOTALES: 1400/100 mL

e Para coliformes fecales con el mismo razonamiento se establece el codigo:
2,1,0 que en las Tablas del NMP correspondientes se observa un valor de 7,
por lo tanto se tiene:

- 7/0.01=7x100=700

El resultado se expresara:

NMP DE COLIFORMES FECALES: 700/100 mL

CONFIABILIDAD

El procedimiento de fermentacién en tubos mdiltiples es el método mas usado por
su facilidad y economia.

El resultado de esta prueba se expresa por “el nimero mas probable” (NMP), pero
debe entenderse que este método no es exacto ya que sélo nos da la probable
densidad de bacterias coliformes totales o fecales de una muestra determinada.

La confiabilidad esta dada por los niveles superiores o inferiores del limite de
confianza al 95% establecidos en las Tablas para cada NMP/100 mL, no obstante,
es una indicacion importante para evaluar la calidad sanitaria del agua.
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V. CUESTIONARIO

1. Mostrar los célculos realizados para obtener el NMP de coliformes totales y
fecales en el agua analizada.

2. ¢Cudles son las caracteristicas que debe reunir un microorganismo indicador?

3. ¢{Por qué el numero de coliformes totales es siempre mayor que el de
. coliformes fecales?

4. De acuerdo a la normatividad mexicana vigente ;Cuales son los limites
permisibles en cuanto a coliformes iotales y coliformes fecales en el agua para
consumo humano?. Dar los nimeros de las Normas Oficiales Mexicanas
correspondientes.

5. "¢ Por qué aun cuando los microorganismos patégenos se encuentren en poca
concentracién en un agua pueden causar enfermedad?
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Tabla 17.1

indice del NMP y limite confiable de 95% para varias
combinaciones de resultados positivos y negativos cuando se usan 5 tubos
con porciones de 10 cm® en cada uno, 5 con porciones de 1 cm® y 5 con

orciones de 0.1 cm’.

No. De tubos con Indice | Limite confiable de | No. De tubos con reacciones | Indice | Limite confiable de
teacciones positivas. del 95%. positivas, del 95%.
5 51iubos | 5tubos I:ngllf' inferior | Superior | 5tubos | 5tubos | 5 tubos I‘:)nofl'lf' tnferior | Supetior
iubos con 1 | con {3311 100 con go . con31 con (3).1 100
c:g:;| ;0 cm®, om”, emd. cm”, om”. om®, em®.
0 0 0 <2
0 0 1 2 < 0.5 7 4 2 1 26 9 78
0 1 0 2 <05 7 4 3 g 27 9 80
0 2. 0 4 <05 i 4 3 1 33 11 93
4 4 O 34 12 93
1 0 0 2 <0.5 7
1 0 1 4 | <05 11 5 0 0 23 7 70
1 1 0 4 < {0.5 11 5 0 1 31 11 89
1 1 1 6 <05 15 5 0 2 43 15 110
1 2 0 6 <05 15 5 1 0 33 11 93
' 5 1 1 46 16 120
2 0 0 5 <05 13 5 1 2 63 21 150
2 0 1 7 1 17
2 1 0 7 1 17 5 2 0 49 17 130
2 1 1 9 2 21 5 2 1 70 23 170
2 2 0 9 2 21 5 2 2 94 28 220
2 3 0 12 3 28 5 3 0 79 26 190
5 3 1 110 31 250
3 0 0 8 1 19 5 3 2 140 37 340
3 0 1 11 2 25
3 1 0] 11 2 25 5 3 3 180 44 500
3 1 1 14 4 34 5 4 H] 130 a5 300
3 2 0 14 4 34 5 4 1 170 43 490
3 2 1 17 5 46 5 4 2 220 57 700
3 3 0 17 b 46 5 4 3 280 20 850
5 4 4 350 120 1000
4 0 4] 13 3 31 5 5 0 240 68 750
4 0 1 17 5 46 5 5 1 350 120 1000
4 1 0 17 5 46 5 5 2 540 180 1400
4 1 1 21 7 63 5 b 3 920 300 3200
4 1 2 26 9 78 5 5 4 1600 640 5800
4 2 0 22 7 67 5 5 b =2400

Tomado de NOM-AA-42-1987
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Tabla 17.2 indice del limite confiable de 95% para varias combinaciones de
:resultados positivos y negatwos cuando se usan: 1 tubo con porciones de
50 cm_Ls tubos con porciones de 10 em® y 5 tubos con porciones de 10 cm’.

No. de {ubos con Indice del | Limite confiable do to. de tubos con Indice del | Limite confiable de
reacelones positivas NMP por 95% - reacciones positivas. NMP por 95%
fiubo [ 5lubos [ Stiubos | 100 em® [ Inferior Supetlor{ 1lubo | 5tubos | 5 fubos | 100em® | Inferior Superior
conB0 | con10 | con i con50 j con10 | con 1
cm® om® om® em® cm’ om®

0 0 0 <1 ;
0 G 1 1 <0.5 4 1 2 1 7 1 17
0 0 2 2 <05 6 1 2 2 10 3 23
0 1 0 1 <05 4 1 2 3 12 3 28
0 1 1 2 < 0.5 4] i 3 0 8 2 19
0 1 2 3 ‘<05 8 1 3 1 11 3 26
0 2 0 2 < 0.5 6 1 3 2 14 4 34
0 2 1 3 < 0.5 8 1 3 3 18 5 53
0 2 2 4 < 0.5 i1 1 3 4 21 53 66
0 3 0 3 <0.5 8 1 4 0 13 . 4 31
0 3 1 5 < 0.5 13 1 4 1 17 5 47
0 4 0] 5 < 0.5 13 ’

1 4 2 22 7 69
1 ¢] 0 1 <0.5 4 1 4 3 28 9 85
1 0 1 3 <05 8 1 4 4 35 12 100
1’ 0 2 4 < 0.5 11 1 4 5 43 15 120
1 0 3 8 | <05 15 1 5 0 24 8 75
1 1- 0 3 <05 8
i 1 5 1 35 12 100
1 1 17 5 <0.5 13 1 5 2 54 i8 140
1 1 2 7 1 17 1 5 -3 92 27 220
1 1 3 9 2 21 1 5 4 160 39 450
1 2 4] 5 <05 13 1 5 5 2 240 J

Tomado de NOM-AA-42-1 987
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Tabla 17.3 indice del NMP y limite confiable de 95% para varias combinaciones de
resultados positivos y negativos cuando se usan: 5 tubos con porciones de 50 cm?,

5 con porciones de 10 cm® y 5 tubos con porciones de 1 cm®.
No. De tubos con Indice | Limite confiable Na. De tubos con Indice | Limite confiable
reaccionas positivas. del de 95%. reaccionss positivas. del de 95%.
5 [5tubos]|5 tubos| NMP Finferior TSuperio | 5 tubos | 5 tubos | 5 tubos | NMP Faferior | Superior
tubos § con 10 | con 1 por r con 50 | con 10 | con 1 por
con | em’ | om®. | 100 em®. | em®. | em® | 100
50 cm-. cm’.
em®,
4] 0 0 <1
0 0 1 1 <05 2 4 1 1 4 1 9
0] 1 0 1 <0.5 2 4 1 2 4 1 g
0 1 1 1 <05 2 4 2 0 4 1 9
0 2 0 1 <05 2 4 2 1 4 1 9
0 3 0 1 <{Q.5 2 4 2 2 5 2 12
4 3 0 5 2 12
1 0 0 1 <05 2
1 Q 1 1 <05 2 4. 3 1 5 2 12
1 1 0 1 < 0.5 2 4 3 2 5] 2 14
1 1 1 1 <05 2 4 4 0 6 2 14
1 2 0 i <0.5 2 4 4 1 7 3 17
1 2 1 2 <0.5 4 4 5 0 7 3 17
1 3 0 2 <05 4 4 5 1 -8 3 19
2 0 0 1 <05 2 5 0 0] 4 1 9
2 0 1 1 <0.5 2 5 0 1 4 1 2
2 1 0 1 < 0.5 2 5 0 2 6 2 14
2 1 1 2 < 0.5 4 b 1 0 5 2 12
2 2 ] 2 <05 4 5 1 1 6 2 14
2 2 i 2 <05 4
) 5 1 2 7 3 17
2 3 o 2 <Q0.5 4 5 2 0 6 2 14
2 3 1 3 1 7 5 2 1 8 .3 19
2 4 0 3 1 7 5 2 2 10 4 23
_ . 5 2 3 12 4 28
3 0 0 2 <05 4
3 0 1 2 < Q0.5 4 5 3 0 9 3 21
3 1 0 - 2 <05 4 5 3 1 11 4 26
3 1 1 2 < 0.5 4 5 3 2 14 5 34
'3 1 2 3 1 7 5 3 3 18 6 53
3 2 0 3 1 - 7 5 4 0 13 B 31
3 2 - 1 3 1 7 5 4 1 17 G 47
3 2 2 4 1 9 5 4 2 22 7 70
3 3 0 3 1 7 5 4 3 28 g 85
3 3 1 4 1 9 5 4 4 35 11 100
3 4 0 4 1 9 5 5 g 24 8 75
3 4 1 4 1 9
. 5 5 1 35 11 100
4 0 0 2 <05 4 5 5 2 b4 18 "140
4 0 1 3 1 7 5 5 3 92 27 220
4 0 2 3 1 7 5 & 4 160 39 420
4 1 0 3 1 7 B 5 5 5 |>240

Tomado de NOM-AA-43-1987
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Tabla 17.4 iIndice del NMP y limite confiable de 95% para varias

combinaciones de resultados positivos y negatlvos cuando se usan: 3 tubos
con porciones de 10 em?, 3 con porciones de 1 cm® y 3 con porciones de 0.1
cm’,

No. de tubos con reacciones positivas. indice del NMP Limite confiable de 95%
3tubos | 3 tubos 3 tubos Por 100 cm®
con 10 {con1cem®| cono.1 ' inferior Superior
om® om®
0 0 0 <3 :
0 0 1 3 <0.5 9
0 1 0 -3 < 0.5 13
1 0 0 4 <0.5 20
1 0 1 7 i 21
1 1 0 7 1 23
1. 1 1 11 3 36
1 2 0 11 3 36
2 0 0 9 -1 38
2 0 1 14 3 37
2 1 0 15 3 44
2 1 1 20 7 89
2 2 0 21 4 47
2 2 1 28 10 150
3 0 0 23 4 120
3 0 1 39 7 130
3 0 2 64 15 380
3 1 c 43 7 - 210
3 1 1 75 14 230
3 3 2 120 30 380
3 2 0 93 15 380
3 2 1 150 30 440
3 2 2 210 35 470
3 3 0 240 36 1300
3 3 1 460 71 2400
3 3 2 1100 150 4800
3 3 3 = 2400
Tomado de NOM-AA-42-1987
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Figura 17.1 Prueba presuntiva en la determinacion del NMP de CT y CF
~ en agua potable, inoculando por quintuplicado voldimenes de - -
10, 1 y 0.1 mL en tubos de fermentacién con caldo lactosado
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Joasadas
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O Es i prisuntya : durante 48 h

Figura 17.2 Prueba confirmativa para coliformes totales

% asadas »

il 0

Tamar indoulo de e et '
1bos positiyos inacular on cakdo EC Inculbas g 44°Cie5°C)
en prueba presuntva ‘ “durainie: 24 1 {22 h)

Figura 17.3 Prueba confirmativa para coliformes fecales
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Sin gas y con
turbidez

Con gas

6
sin gas ni turbidez

Y
turbidez

Prueba Positiva Prueba Negativa

Figura 17.4 Evaluaci6n de las prugbas presuntiva y confirmativa en la -
determinacion del NMP de coliformes totales y fecales
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PRACTICA Num. 18

INVESTIGACION DE COLIFORMES TOTALES Y FECALES
EN AGUA RESIDUAL.

1. OBJETIVO

Determinar la presencia de coliformes totales y fecales en agua residual por el
método del nimero mas probable (NMP), utilizando la técnica de tubos de
fermentacion multiple.

I, INTRODUCCION

Debido a que las aguas residuales provenienies de descargas de usos
municipales, industriales, comerciales, de servicios, agricolas, pecuarios,
domésticos, incluyendo fraccionamientos y en general de cualguier uso, asi como
‘la mezcla de ellas, son de composicion variada contienen diferentes tipos vy
concentraciones de microorganismos contaminantes, dependiendo de su fuente.

La variada pobiacibn de microorganismos en esta agua, proveniente
principalmente del suelo y del intestino de humanos y de animales, incluye
aerobios y anaerobios estrictos y facultativos, asf como también numerosos virus
como: Poliovirus y virus de la hepatitis. Igualmente pueden contener formas
parasitarias diversas como quistes de protozoarios y huevecillos de helmintos
(metazoarios).

Estos microorganismos pueden sobrevivir en el agua aun cuando é&sta haya
recibido algun tipo de tratamiento ya sea fisicoquimico y/o bioldgico, por lo que su
reuso por ejemplo en riego agricola, actividades recreativas (piscinas, bafios de
hidromasaje), actividades piscicolas y su vertido en aguas potables naturales y.

aguas marinas superficiales (playas), representan un riesgo potencial a la salud
plblica.

Asimismo, en nuestro pais existe el grave problema de contaminaciéon de rios,
lagos acuiferos y costas debido a que éstos son utilizados como depdsito de todos
los desechos generados por las actividades humanas.

Por todo lo antenor ademas del estudio de las caracteristicas f;sucoquqmlcas del
agua se requiere de un estudio microbioldgico.

Para este propdsito se deberan obtener muestras representativas usando los
procedimientos de ioma de muestras estab!ecxdos en. Ias Normas Oficiales
Mexwanas (NOM). : :
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Para la determinacion del NMP de coliformes totales y fecales en este tipo de
aguas, es necesario proceder a preparar diluciones decimales de la muestra,-
debido a que se espera que la concentracidon de coliformes sea mayor en éstas
gue en un agua potable.

El humero de diluciones varia mucho, dependiendo del origen de la muestra. Por
lo demas, para su analisis g{e procede en la misma forma que para una muestra de
agua potabie

. MATERIAL Y SUBSTANCIAS

- Muestra de agua de diferente naturaleza

—~ Mechero Bunsen

-~ Cerillos 0 encendedor

— 7 tubos de 18 x 150 mm conteniendo 9 mL exactos de agua de dlluclon estéril
- 7 Pipetas de 1 mL estériles

~ 15 tubos de 18 x 150 mm con campana Durham, contemendo caldo lactosado
estéril de concentracion sencilla.

— 15 tubos de 18 x 150 mm con campana Durham conteniendo ca!do lactosa
" Bilis Verde Briflante (CLBVB) estéril '

~ 10 tubos de 18 x 150 mm con campana Durham, conteniendo caldo
E.C. (Eschench;a coli) estéril

- 2 Cajas de Petri conteniendo agar endo estéri

— 5 Tubos de 18 x 150 mm conteniendc agar nutritivo inclinado estéril .

- - Agitador de tubos Vortex

— Gradillas para tubos de 18 x 150 y de 13 x 100 mm

— Asa bacterioldgica

~ Incubadora a 35 °C

~ Bafio mcubador para coliformes fecales a temperatura constante de 44 +0.5°C

IV. TECNICA

PRUEBA PRESUNTIVA

Todas las operaciones deberan efectuarse en absolutas condiciones de
asepsia

1. Agltar wgorosamente Ia muestra por lo menos 20 veces para lograr una -
distribucion uniforme de los microorganismos.
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. Dependiendo del origen de la muesira y el conienido bacteriano esperado,
preparar las diluciones correspondientes.

. Para preparar las diluciones, con una pipeta estéril tomar una alicuota de 1 mL
de la muesira original y llevarlo a uno de los tubos previamente etiquetado
conteniendo 9 ml. de agua de dilucidn estéril, obteniendo de esta manera una
dilucién de 107" (Figura 18.1).

. Agitar el tubo de ia dilucién 107 y con otra pipeta estéril tomar una alfcuota de
1 mL y llevarlo a otro tubo previamente ethuetado conteniendo 9 mL de agua
de dilucién estéril para obtener una dilucién de 1072,

Proceder de la misma manera para obtener una dilucion de 10 o hasta donde
sea hecesario.

. A partir de cada una de las Ultimas tres diluciones, inocular 5 tubos de
fermentacidon previamente etiquetados conteniendo caldo lactosado o caldo
taurll triptosa con una alicuota de 1 ml cada uno. Conservar en refngeracnon
todas las dlluczones por si se requiere su utitizacion posterlor

. Incubar los 15 tubos a una temperatura de 35 °C durante 24-48 horas.

. Después de 24 horas de incubacién efectuar una primera lectura para observar
si hay tubos positivos, es decir, con produccién de acido, si el medio contiene
un indicador de pH, por ejemplo rojo de fenol el cual vira de rojo a amarillo,
turbidez y produccién de gas en el interior de la campana Durham, el cual
puede observarse desde la formacién de una pequefia burbuja hasta el total
desplazamiento del medio en el interior de la campana Durham.

. Al hacer esta verificacion es importante asegurarse que la produccion de gas_
sea resultado de la fermentacion de la lactosa, en cuyo caso se observara
turbidez en el medio de cultivo, y no confundir con burbujas de aire.

1 O.Para evitar este tipo de confusiones es recomendable revisar las Campanas

Durham antes de proceder a la inoculacion y desechar aquelios tubos cuyas
campanas contengan burbujas de aire o de alguna manera eliminar éstas y asi
poder utilizarlos. Una forma de lograrlo es inclinando el tubo de fermentacion
hasta permitir que la campana se invierta un poco para dejar escapar la
burbuja de aire, volviendo rapidamente el tubo a su posicion normal.

11.De los tubos que en la primera lectura den positivos, ya se pueden hacer las

pruebas confirmatorias para coliformes totales y coliformes fecales.

12.En caso de no apreciarse crecimiento en los tubos, continuar la inculoacion por
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24 horas mas.
13. Después de 48 horas (+ 2h) a partir de la inoculacién, se hace la lectura final.

14.8i pasadas 48 h no se observa crecimiento ni produccion de gas, los tubos se
toman como negativos.

INTERPRETACION:
s Sitodos los tubos dan NEGATIVO en la prueba presuntiva:

El examen se da por terminado, reportando la AUSENCIA DE COLIFORMES
TOTALES Y FECALES en la muestra analizada.

e Siresultan tubos POSITIVOS durante la prueba presuntiva:

Todos aquelios tubos que den positivos se anotaran convenientemente y se
procedera a realizar ia PRUEBA CONFIRMATORIA para coliformes totales y
fecales.

PRUEBA CONFIRMATORIA PARA COLIFORMES TQTAL_E_S__:

1. Por cada tubo positivo en la prueba presuntiva, agitandolo previamente para
- homogeneizar, inocular con tres asadas un tubo conteniendo CLBVB.

2. Incubar durante 48 +3ha35+ O 5 °C

3. 'Después de la incubacién observar |a preséncia de turbidez y de gas.

INTERPRETACION:
. Si se observa turbidez y produccion de gas:

La prueba se considera POSITIVA, debiendo anotar el ndmero de tubos
posmvos para posterrormente hacer el calculo del NMP.

. Sl no se observa produccién de gas, aun cuando se observe turbldez

Se consideran NEGATIVOS.
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¢ Sitodos los tubos dan negativos o todos dan positivos:

Con base en los grados de dilucién analizados, considerar la necesidad de
repetir el andlisis a partir de grados de dilucién menores (mayores volimenes
de muestra) o mayores (menores volimenes de muestra), respectivamente.

PRUEBA CONFIRMATORIA PARA COLIFQRMES FECALES:

1. Por cada tubo positivo en la prueba presuntiva, agitando previamente para
homogeneizar, inocular con tres asadas un tubo conteniendo caldo E.C.

2. Incubar durante 24 horas a 44.5 £ 0.2 °C. y después de este periodo, observar
presencia de turbidez y gas.

-

INTERPRETACION:
+ Si se observa turbidez y produccion de gas:

La prueba se considera POSITIVA, debiendo anotar el numero de tubos

positivos y establecer el cédigo para posteriormente hacer el calculo del NMP
Figuras 18.2y 18.3.

* Sino se observa produccidn de gas, aun cuando se observe turbidez:
Se consideran NEGATIVOS.
¢ Sitodos los tubos dan negativos 6 todos dan positivos:

Con base en los grados de dilucién analizados, considerar la necesidad de
repetir el analisis a partir de grados de dilucién menores (mayores volimenes
de muestra) o mayores (menores volimenes de muestra), respectivaments.

CALCULOS

De acuerdo a los tubos positivos en las pruebas confirmativas para coliformes
totales y fecales, -establecer los cédigos correspondientes para calcular por
referencia en la Tabla 17.1 el NMP de coliformes totales y fecales en 100 mL de
agua.

En caso de no encontrar en la Tabla la combinacién de tubos adecuada emplear
para los calcu!os la siguiente ecuacién:
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. .de tub iti 100
NMP/100 mL = No.de .OS POSilivos X
J mL de muestra en tubos negativos X mL de muestra en todos los tubos

ELABORACION Y PRESENTACION DE RESULTADOS

Los resultados se calculan de la siguiente manera:

+ Se establece el cédigo de valores correspondiente a los tres grados de dilucion
analizados que podra ser leida en la Tabla 17.1 del NMP.

e Para efectos de expresar el valor obtenido baséndose en 100 mL de muestra
habra de dividirse el resultado de la Tabla entre el volumen real de muestra
inoculada en cada tubo de la serie central. Ver ejemplo (2) de la practica
anterior.

En general se tiene:

NMP.Ieido en la tabla
Volumen real de muesira inoculada

NMP/C =

en cada tubo de la serie central (mlL)

Los resultados obtenidos se expresaran de la siguiente manera:

NMP DE COLIFORMES TOTALES: /100 mL
NMP DE COLIFORMES FECALES: /100 mL

" V. CUESTIONARIO

1. ¢Cudles son los limites maximos permisibles de coliformes fecales para las
descargas de aguas residuales vertidas a aguas y bienes namonales asl como
a suelo? Indicar la NOM

2. 'Menc|onar 5 enfermedades transmntndas por el agua, indicando ei agente
etioldgico correspondiente.

3. ‘Ademés de representar un riesgo para la salud publica el vertido de aguas
residuales tratadas inadecuadamente o sin tratar a los depos;tos naturales,
¢, Qué otros efectos indeseables puede representar?
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4. ;Cuales son los limites maximos permisibles de coliformes fecales en aguas
residuales tratadas que se reusan en servicios al publico? indicar la NOM.

5. ¢En que otro tipo de muestras se puede investigar la presencia de coniformes
totales y fecales?
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Figura 18.1 Preparaci(in de diluciones decimales
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Figura 18.2 Cédigo de NMP: 5, 2,1
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F:gura 18.3 Ejemplo de Tabla de resultados de coliformes totales y fecales
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PRACTICA Nam. 19

DETERMINACION DE ESTREPTOCOCOS FECALES EN AGUA

. OBJETIVO

Investigar la presencia de estreptococos fecales en una muestra de agua
mediante la técnica del nimero mas probable (NMP) usando tubos multiples.

il. INTRODUCCION

Se denominan estreptococos fecales aquellas bacterias de forma cocoide Gram
positivas, aercbias ¢ anaerobias facultativas, catalasa negativas que fermenten la
glucosa con produccion de acido a 37 °C en un periodo maximo de 48 h.

En la denominacion general de “estreptococos fecales” se encuentran aquelilos
estreptococos poseedores de ia sustancia antigénica caracteristica del grupo “D”
de Lancefield, comprenden, desde e! punto de vista taxondmico las especies:
Streptococcus faecalis (y sus variedades), Streptococcus faecium, Streptococcus
durans, Streptococcus boris y Streptococcus equinus.

Grupo de Enterococos

Los enterococos son un subgrupo de estreptococos fecales, formado por S..
faecalis, S. faecium, S. gallinarumy S, avium, Los enterococos se diferencian del
resto de los estreptococos por su capacidad para crecer en cloruro de sodio al
8.5% aunpH de 9.6y a 10 °Cy 45 °C.

La porcién de enterococos que integra al grupo de estreptococos fecales es un
valioso indicador bacteriano, Gtil para determinar la amplitud de la contaminacién
fecal de las aguas recreativas.

La técnica del tubo multiple se aplica sobre todo a las aguas residuales y
sedimentos no tratados y clorados y también en aguas dulces y marinas.

En la determinacion de estreptococos fecales, la prueba presuntiva se considera

positiva si se observa en 10s tubos correspondientes la aparicion de turbidez y/o
sedimento. : :

Se podran confirmar los tubos positivos por resiembra en un caldo mas selectivo
para observar nuevamente la aparicion de turbidez y/o sedimento tipicos y
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realizar, a continuacion, su valoracion.

Il. MATERIAL Y SUBSTANCIAS

Muestras de agua de diferente origen, de un volumen minimo de 100 mL

5 Tubos de 20 x 180 mm conteniendo 20 ml. de caldo de glucosa-fosfato -azida
(Rothe) esteéril de doble concentracion (Apéndice A)

10 Tubos de 18 x 150 mm conteniendo 10 mL de caldo de Rothe estéril de
concentracion sencilla

1 Pipeta de 10 mL graduada en décimas, estéril
2 Pipetas de 1 mL graduadas en décimas, estériles
10 Tubos de 18 x 150 mm conteniendo 10 mL de caldo de glucosa-fosfato

- azida-etil-violeta, EVA, (Litsky) estéril de concentracién sencilla (Apéndice A)

Mechero Bunsen

Ceritlos 0 encendedor

Asa bacterioldgica |

Gradiltas para tubos de 18 x 150 y de 20 x 180 mm
Agitador de tubos Vortex '

Incubadora a 37 °C

IV. TECNICA

PRUEBA PRESUNTIVA:

Todas las operaciones deberan efectuarse en absolutas condiciones de
asepsia.

1.

Preparar tres series sucesivas de 5 tubos con caldo Rothe, una de doble
concentracién y las otras dos de concentracién sencilla. :

Etiquetar las series con 10, 1 y 0.1 mL, respectivamente.

Agitar vigorosamente la muestra por lo menos 20 veces a efecto de
homogenelzar antes de tomar el volumen que seva a mocular

Antes y después de realizar las inoculaciones, la boca del frasco de Ia muestra
debera ser flameada con objeto de evitar contaminacion.

Inocular con una pipeta de 10 mL este volumen de muestra en la sene de
tubos que contienen caldo de doble concentracion.
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6. Con una pipeta de 1 mL tomar este volumen de muestra e inocular la segunda
serie de tubos que contienen caldo de concentracion simple.

7. Con otra pipeta de 1 mL o con la misma usada anteriormente, inocular con 0.1
mL de muestra la tercera serie de tubos que contienen caldo de concentracion
simple.

NOTA:

Normalmente, siempre que no se sospecha gue el agua contenga elevada
carga bacteriana, solo se inoculan estas tres primeras series de tubos.

En caso contrario, sera necesario inocular otras series y por io tanto, realizar
diluciones de la muestra original. '

8. Incubar todos los tubos a una temperatura de 37 °C (£ 1 °C) durante 24-48 h.

9. Después de 24 h de incubacién, hacer una primera lectura. La reaccion
positiva es la aparicion de turbidez y/o sedimento en el fondo del mismo.

Con los tubos que en este momento resulten positivos se puede empezar con
la realizacién de la prueba confirmativa.

10.En caso de no apreciarse crecimiento se llevan a incubacion por 24 horas mas,
es decir un total de 48 horas (+ 3h) después de las cuales se efectia la lectura
final.

11. Si pasado el periodo de 48 h no ha habido crecimiento (turbidez y/o sedimento)
en ninguno de los tubos se consideran definitivamente como negativos.

INTERPRETACION:

« Sitodos los tubos son NEGATIVOS en esta prueba:
El examen se «a por terminado, reportando la AUSENCIA DE
ESTREPTOCOCOS FECALES en la muestra analizada.

e Siresultan tubos POSITIVOS en esta prueba:
Todos aquelios tubos positivos se anotaran convenientemente por ‘orden de
mayor a menor dilucién y se procederda a realizar la PRUEBA
CONFIRMATORIA para ESTREPTOCOCOS FECALES (Figura 19.1).
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PRUEBA CONFIRMATORIA PARA ESTREPTOCOCOS FECALES:

1.

Se preparan tantos tubos de caldo glucosa-fosfato azida-etil-vicleta, EVA,
(Litsky), como tubos hayan resultado positivos en la lectura de la prueba
presuntiva, rotulando los tubos adecuadamente para evitar errores en la
lectura. '

Por cada tubo positivo en la prueba presuntiva, agitandolo previamente para
homogeneizar, inocular con tres asadas, un tubo conteniendo caldo de Litsky.

Incubar a 37 °C (+ 1 °C) durante 48 horas (t 3 h). Se puede hacer una primera
lectura a las 24 horas.

NOTA:

. Se consideran tubos positivos aquelios que presenten turbidez y/o sedimento

tipico de color violeta.

Finalizando el periodo de incubacién (48 h) se hara la lectura final.

INTERPRETACION:

Sise observa turbidez y/o sedimento: -

La prueba se considera POSITIVA, debiendo anotar el ndmero de tubos
positivos para posteriormente hacer el calculo del NMP.

Si en ninguno de los tubos se observa turbidez y/o sedimento:

Se consideran negativos, estableciéndose el codigo 0,0,0 para el célculo
correspondiente.

' ELABORACION Y PRESENTACION DE RESULTADOS

La valoracion por medio de la Tabla del nimero mas probable se realiza a partir
del recuento del los tubos de cada serie que han resultado positivos después de la
prueba confirmativa de la manera como se hizo para coliformes totales y fecales.
Si unicamente se han inoculado las primeras series de 10, 1 y 0.1 mL, el resultado.
leido en la Tabla correspondiente, serd el NMP en 100 mL de muestra.
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La lectura se realiza en la Tabla 17.1 de acuerdo al cédigo establecido con base a
los tubos positivos en la prueba confirmativa en la columna correspondiente al
indice del NMP por 100 cm? (ver ejemplo 1).

En cambio si se han efectuado diluciones se leera en la Tabla 17.1 el valor del
indice del NMP y se dividira por el volumen real de muestra inoculada en los
tubos de la serie central del triplete elegido, que corresponde a la dilucion
promedio (ver ejemplo 2).

El resultado obtenido se presentara de la siguiente manera:

NMP de estrepiococos fecales: /100 mL

EJEMPLOS:

1. El resultado obtenido en la determinacion de estreptococos fecales en la que se
han inoculado tres series con volimenes de 10, 1 y 0.1 mL de muestra, es el
que se especifica en la siguiente tabla:

Volumen de Denominacion de | Tubos positivos en | Tubos positivos
muestra inoculada. | la serie de 5 tubos. la prueba en ia prueba
(mL) presuntiva. confirmativa.
10 1-EF 5 3
1 2-EF 3 1
0.1 3-EF 1 1

De acuerdo a los tubos que resultaron positivos en la prueba confirmativa se
establece el cddigo 3,1,1 v se procede a leer el indice del NMP en la Tabla 17.1
cuyo valor es de 14, por lo tanto este es el resultado el cual se expresa como:

NMP de estreptococos fecales: 14/100 mL

2. El resultado obtenido en la determinacion de estreptococos fecales mediante el
meétodo de las diluciones sucesivas es el que se especifica en ia siguiente tabla:

‘Volumen de Denominacion de | Tubos positivos en | Tubos positivos
muestra inoculada. | la serie de 5 tubos. la prueba en la prueba
{mL) ' presuntiva. confirmativa,
- 0.01 - 1-EF 4 4.
0.001 2-EF 2 1
0.0001 3-EF 1 Q
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En este caso se establece el codigo 4,1,0 y se procede a la lectura del indice del
NMP en la Tabla 17.1 cuyo valor es de 17, el cual se divide entre el volumen real
de muestra inoculado en la serie central del triplete escogido, es decir, el

correspondlente a la dilucién promedio que en este caso es 0.001 (dilucién 1/1000
6 107%).

Por tanto se tiene: 17/ 0.001 =17 x 1000 = 17,000

El resultado se expresara:

NMP de estreptococos fecales: 17,000/100 th

V. CUESTIONARIO

1.

¢ Por qué se considera a Streptococcus faecalis un indicador de contaminacion
fecal?

¢En qué tipos de aguas es importante determinar la presencia de enterococos?
Di_bujar la morfologia y agrupacion que presenta Streptococeus faecalis.

Investigar el valor maximo permisible de enterococos en aguas dulces
recreativas y en aguas marinas.

¢ Que otro microorganismo no coliforme, es importante mvestlgar en un agua
de piscina?
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sephcamente .
__inocular Siembra
3 asadas

0o tubo Incubar a 37°C

(£x1°C) durante
48 h (£3h)

Tubo presuntivo Tubo con medio Después de la
~ positivo " de confirmacion. incubacion
‘ observar turbidez
y/o sedimento
tipico

Figura 19.1 Prueba confirmativa de estreptococos fecales
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PRACTICA Nam. 20

DETERMINACION DE CLOSTRIDIOS SULFITO REDUCTORES EN AGUA

I. OBJETIVO

Determinar la presencia de clostridios sulfito reductores en agua por el método de
recuento en tubo.

It. INTRODUCCION

Los procedimientos bacteriologicos de rutina en el analisis de agua incluyen la
determinacion de clostridios sulfito reductores. :

Se consideran Clostridios sulfito reductores aquellas bacterias de morfologia
bacilar, Gram positivas, anaerobias estrictas, capaces de formar esporas y con
actividad sulfito reductora. '

La determinacion de estos se basa en el recuento del nlimero de colonias, con
capacidad sulfito-reductora, desarrolladas en un medio especifico, incubadas en
condiciones anaerobias durante un tiempo y a una temperatura determinada.

. MATERIAL Y SUBSTANCIAS

1 Muestra de agua (100 mL), ya sea de consumo “clorada” "natural limpia" o
"residual”, por cada equipo

~ 4 Tubos de 18 x 158 mm estériles

- Bafio de agua con temperatura constante a 50 °C

— Bafio de agua con temperatura constante a 80 °C

— 4 Tubos de 20 x 200 mm conteniendo cada uno 15 mL de agar sulfito-
polimixina-sulfadiazina (SPS) aun fundido, manteniéndolos en un bafio de agua

a 50 °C con el objeto de que permanezcan a esa temperatura y al mismo
-tiempo para eliminar el aire (Apéndice A), (Figura 20.1)

— 3 Pipetas de 10 mL estériles

— Gradillas para tubos de 18 x 150 mm y de 20 x 200 mm
— Mechero Bunsen

— Cerillos o encendedor-

- Parafina o vaselina esteril
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IV. TECNICA

1.

2.

Agitar la muestra vigorosamente para homogeneizar,

A partir de la muestra previamente homogeneizada tomar alicuotas de 10 mL
con una pipeta estéril y depositarlas en cada uno de los tubos estériles vacios.

. Una vez que’ estos tubos contienen los 10 mL de agua, mantenerlos en un

bafo de agua a 80 °C durante 5 minutos a efecto de que se destruyan las

formas vegetativas y permanezcan solamente las formas esporuladas (Figura
20.1):

Retirar y dejar enfriar loé tubos.

Tomar los tubos con agar SPS a 50 °C, rotularlos conven[entemente y
proceder a su inoculacién profunda, de la s:gunente manera;

Con una pipeta estéril tomar 5 mL de la muestra de agua e introduciria hasta el
fondo del tubo que contiene el agar.

Con mucho cuidado ir depositando el agua a lo largo de todo el tubo
desplazando la plpeta al exterior, procurando que el total de la muestra quede
en el agar y no se airee.

Rapidamente pasar el tubo al chorro del agua de la llave para enfriario.

Después afiadir una capa de unos 3 mm de espesor de vaselina o parafina
estéril para conseguir condiciones de anaerobiosis.

Este procedimiento se repite con los 3 tubos restantes.
NOTA:
Si se sospecha que el agua esta muy contaminada, se pueden inocular 5 mL

de muestra en un tubo y en los restantes, 5 mL de las diluciones 10" -1, 102 y
10-3. En caso necesario se puede incrementar el grado de dilucion.

Una vez inoculados todos los tubos, incubar a 37°C (+1°C) durante 24 h (+ 2h).

Transcurrido el periodo de incubacion, contar las colonias de color negro que
aparezcan en los cuatro tubos inoculados (Figura 20,2).
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CALCULOS Y PRESENTACION DE RESULTADOS:

Efectuado el recuento en los tubos correspondientes, el resultado obtenido se
calculara de la siguiente manera:

- 8i se han sembrado 20 mL de muestra, es decir, 5 mL en cada uno de los
cuatro tubos, el resultado es directo.

- En caso de haber realizado diluciones, se aplica la siguients férmula:

Numero de esporas de clostridios sulfito reductores/20 mL = (Numero de
colonias/volumen real de la muestra inoculada en mL) x 20.

LOS RESULTADOS SE EXPRESARAN ASI:

Numero de esporas de clostridios sulfito-reductores: /20 mL.

EJEMPLOS:

a) Los resultados obtenidos en la determinacién en agua, de esporas de
clostridios sulfito-reductores son los que se especifican a continuacion:

Volumen de muestra inoculada Tubo Nimero de colonias
(mL)
5 1 5
5 2 3
5 3 2
5 4 4

NUmero total de colonias: 5 +3 +2 + 4 = 14

Volumen total de muestra inocufada = 20 mL.

El resultado es directo y por tanto se expresara:

Ndmero de esporas de clostridios sulfito-reductores: 14/20 m..
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b) En el andlisis de una muestra de agua fue necesario efectuar diluciones para la
determinaciéon de esporas de clostridios sulfito-reductores, obteniendo los
siguientes resultados:

Volumen de muestra inoculada Tubo Nudmero de colonias
(mL)
5 1 Incontables
0.5 2 13
0.05 3 7
0.005 4 0

Los tubos en los cuales se ha realizado el recuento de colonias son los numeros 2
y 3, por tanto:

» NUmero total de colonias: 13 +7 =20

Suma de [os volimenes de muestra inoculados: 0.5 + 0.05 = 0.55

= Se aplica la féormula general:

(20 colonias/0.55 mL) x 20 = 727

* Elresultado se expresara:

Nuamero de esporas de clostridios sulfito-reductores: 727/20 mL.

V. CUESTIONARIO

1. ¢Por qué las colonias de clostridios sulfito reductores son de color negro en el
agar SPS?

& A qué se debe la posible presencia de clostridios sulfito reductores en agua?

¢En qué otro medio se pueden encontrar difundidos los clostridios?

NS

¢ A qué se atribuye la patogenicidad de los clostridios?

5. Mencionar 5 especies de clostridios.
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Preparacion de muestra

4 tubos 4 tubos con
agar SPS 10 mL de muestra
Homogeneizar
Fusién l la muestra J
del medio
= B Jl S P XETE
AUAUHA|

5 mL de muestra

Mantener a-45°C J Calentamiento de la muestra
_ en Bafio de temperatura

constante (80°C, 5 minutos)

Tubo con medio Inoculacién profunda
a 45°C

. Enfriar
' rapidamente

Adicionar una capa superficial
- de vaselina estéril

|

incubar 24 h (+2h)
a 37°C (+1°C)

|

Contar colonias
de color negro

Figura 20.1 Determinacidn de clostridios sulfito reductores
por el método de recuento en tubo
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DR A S

Figura 20.2 Serie de diluciones donde se observan colonias de clostridios
sulfito reductores bien aisladas en los tubos de la :zqulerda
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PRACTICA Niim. 21

RECUENTO DE INDICADORES DE CONTAMINACION FECAL EN AGUA
MEDIANTE FILTRACION POR MEMBRANA

. OBJETIVO

Efectuar el recuento de Indicadores de contaminacion fecal en diferentes tipos de
agua.

Il. INTRODUCCION

Las técnicas de recuento mediante filiracion de membrana son asimilables a
cualquier técnica de recuento en placa con la particularidad de ser apropiadas
para estimar concentraciones microbianas muy pequefias.

Estas técnicas constituyen una alternativa més exacta al método del nlimero mas
probable para estimar conceniraciones de grupos microbianos en muestras
liguidas, sin embargo, para aguas turbias pueden resultar no adecuadas.

l.MATERIAL Y SUBSTANCIAS

- Muestra de agua de diversa naturaleza, de no menos de 100 mL

— Equipo de filtracion Millipore estéril

— Bomba de vacio o :

- Pinzas Millipore de punta piana

~ Mechero Bunsen

— Cerillos o encendedor

— Gradillas

~ Pipetas de 10 mL graduadas en mL y 1 mL graduadas en décimas, estériles

~ Cuentacolonias Quebec

~ 6 membranas de filtracion Millipore cuadriculadas, esteriles

- 4 Tubos de ensayo conteniendo 9 mL exactos de agua de dilucidn estéril, cada
uno :

— Cajas de Petri por triplicado conteniendo los siguientes medios de cultivo: m-
Endo LES, AGAR m-FC, KF-Sfreptococcus, sulfito-polimixina-sulfadiazina
(SP8), Agar Triptona Soya (TSA), Infusién de cerebro y corazén agar (BHIA) y
agar de bilis y esculina (BEA) '

— Solucién al 1% de oxalato de p-aminodimetilanilina, para prueba de citocromo-
oxidasa

— Discos impregnados de o- nltrofenol 3-D-galactopiranésido (ONPG),‘ para
disolver en 0.2-0.5 mL de suero fisioldgico, para prueba de la B-Galactosidasa
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—~ Vaso con 50 mL de alcohol
— Probeta de 100 mL estéril

- Solucién acuosa de perdxido de htdrogeno de 10 volumenes, para prueba de la
- catalasa (Apéndice C)

IV. TECNICA

De acuerdo al tipo de muestra asignada a cada equipo de alumnos, debera seguir
la metodologia correspondiente, que comprende las siguientes etapas:

1. DETERMINACION DEL VOLUMEN A ANALIZAR

Fundamento:

Cada filtracién permite efectuar recuentos dentro de Ios limites determlnados de
carga microbiana.

Es preciso ajustar el volumen a filtrar para que, en la medida de lo posible, pueda
situarse dentro de esos limites.

Para cada tipo de muestra se presupone una cantidad de carga microbiana mas o
menos determinada. :

Este hecho da una orientacion para elegir los volimenes que es necesario
analizar (Tabla 21.1).

Sin embargo, si la muestra ya. ha sido analizada con anterioridad, se utiliza
preferentemente esa informacion para escoger las alicuotas a filtrar.

Procedimiento:

Segun los Iimites de recuento para cada indicador (Tabla 21 2) y el 1}po de.
muestra (Tabla 21. 1) se escoge el volumen a filtrar.

2. FILTRACION

La poblacién bacteriana contenida en un volumen conomdo de agua se concentra
al ser retenida en una membrana filtrante (Figuras 21.1-21.3). :
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El mecanismo de filtracion ha de asegurar una distribucién homogénea de esa
poblacion por toda la superficie de la membrana.

Utilizando el mismo embudo para cada muestra se efecttian las filtraciones para
cada indicador.

- Si hubiera'que efectuar diluciones para obtener alguna alicuota, se empieza
filtrando la mas diluida.

Entre muestra y muestra, se debera cambiar o esteilizar el embudo.

3. INCUBACION

A continuacion la membrana se deposita sobre el medio selectivo-diferencial
adecuado y se incuba en las condiciones propias del grupo en estudic en ese
medio.

Incubar cada medio segln la Tabla 21.2

4. RECUENTO

La superficie filtrante es, a la vez, la superficie de cultivo y constituye una
limitacion para el desarrollo colonial a partir de un determinado ntmero de U.F.C.
“por placa,

El tamafio de las colonias también acota el numero maximo de éstas que puede
albergar una membrana filtrante.

En consecuencia, para cada medio de cultivo y cada microorganismo se establece
un recuento maximo admisible segun el tamafio de la superficie filtrante.

Por encima de este valor no se desarrollan todos los microorganismos que se
pretende contar y las colonias obtenidas no mostraran plenamente la morfologia
- diferencial deseada.

Asimismo, y debido a la variabilidad estadistica de los recuentos, se recomienda
un limite minimo de recuento de 20 colonias.

-Segun los limites de recuento establecidos para cada mecho se escoge la placa
mas adecuada (Tabla 21.2).
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Se efectia el recuento de esta placa, si es necesario, con la ayuda del
cuentacolonias.

Para el medio m-Endo es preferible utilizar ituminacion natural.

5. CONFIRMACION

Como en cualquler medio diferencial la morfologia colonial constituye unicamente
un indicio, mas o menos seguro, de la identidad de esa colonia.

Su pertenencia al grupo microbiano en estudio sélo se confirma después de la
realizacion de pruebas (Tabla 21.3).

El nimero de colonias que es necesario confirmar depende de varios factores,
sobre todo del valor predictivo de la morfologia colonial tipica descrita para cada
medio de cultivo (Figuras 21.4 y 21.5).

Asimismo es necesario confirmar aquellas colonias de morfologia mal definida y
que no se sabe si incluirlas 0 no en el recuento. En las aguas de consumo publico
la confirmacion es preceptiva. :

En cualquier caso se efectlia la confirmacion sobre un nimero de colonias y se
muitiplica el recuento inicial por el porcentaje de confirmaciones positivas.

6. CALCULO

A partir del recusnto confirmado y del volumen filtrado se calcula la concentracion
microbiana en la muestra referida a un volumen estandarizado.

Corregir el recuento inicial de acuerdo con el porcentaje de confirmaciones y
calcular la concentracion referida a 100 mL.

V. CUESTIONARIO

Elaborar un cuadro con los resultados de la cuantificacién obtenidos por los
diferentes equipos.

2. Baséndose en la normatividad vigente, cada equipo sefialara la calidad det
. agua analizada. Comparar resultados con los demas equipos.
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3. ¢Cuadles son las ventajas y desventajas del método de filtracién por membrana
respecto al de placa veriida y NMP en el analisis de agua?

4, Consultar ef fundamento de la prueba de la oxidasa.

5. Consuiltar el fundamento de la pruebas de la B-Galactosidasa (ONPG) y de la
catalasa.
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Tabla 21.1 Volimenes sugeridos para el recuento de indicadores de
contaminacion fecal mediante filtracién por membrana

Aguas de
consumo
cloradas*
Aguas de
~consumo
no
cloradas*
-y aguas
naturales
“limplas”
- Aguas
marinas de
- Zonas de
~ baho
- Aguas |
residuales |
. urbanas
depuradas
Aguas
residuales
urbanas
A

CT = Coliformes totales

CF = Coliformes fecales

EF = Estreptococos fecales. ,

Cl = Clostridios sulfito reductores. _

* = Para las aguas de consumo se han ajustado los volimenes para obtener el
mejor aprovechamiento de los limites de recuento de los medios de cultivo.
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Tabla 21.2 Uso de los medios de cultivo recomendados para el recuento de
indicadores de contaminacion fecal mediante flltracién por membrana

MICROORGA DIFERENCIA LIMITES DE | LIMITES DE
NISMO CIONES CION RECUENTO | RECUENTO
DE INCUBA | CULTIVO COLONIAL MINIMO MAXIMO
iINDICADOR CION RECOMEN ADMISI

' DADO BLE

COLIFORMES 37 °C, “Colonias con | 20 colonias 80 colonias
TOTALES 24 h, _ brillo metdlico”. | sospechosas | sospechosas
. Aeroblosis Debido ala y/o 200 en
reduccion de la total
Fucsina por los
aldehidos del
metabolismo de
: la lactosa
'COLIFORMES | 44 °C, 24h, “Colonias azules” | 20 colonlas 60 colonias
FECALES Aerobiosis Debido a la sospechosas | sospechosas
reduccion del vio 200 en
: azul de anilina. total
ESTREPTOCO | 37 °C, 48h, KF- “Colonias de 20 colonias 80 colonias
cos Aerobiosis Streptoco rosa a rojo sospechosas | sospechosas
FECALES . ceus ladrillo” y/o 200 en
Debido a la total
reduccion del
cloruro de
trifeniltetrazolium
(TFC)
CLOSTRIDIOS | Trat. previo SPS “Colonias 20 colonias 40 colonias
SULFITO - muastra; 5 Sulfita- negras” sospechosas | sospechosas
REDUCTORES | min. 80 °C, { Polimixina- Debido a ta
“37 °C, 24h, Sulfa precipitacion del
Anaerobiosis | diazina _{ sulfuro de hierro
Doble capa” pot el agido
sulfhidrice.
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Tabla 21.3 Valor predictivo y pruebas confirmatorias de los medios de cultivo
recomendados para el recuento de indicadores de contaminacidn fecal

mediante filtraciéon por membrana

MEDIO DE CULTIVO VALOR PREDICTIVO PRUEBAS CONFIRMATCRIAS
DE LA MORFOLOGIA
‘COLONIAL TIPICA*
Sembrar con el asa bacterioldgica las
“REGULAR”: Presenta | colonias a confirmat en una placa de
m-Endo LES falsos positivos. TSA. Incubar por 24 h g 37 °C.
Es necesario confirmar, { Sobre el crecimiento ebtenido de
cada colonia efectuar ja prueba de la
oxidasa.
“BUENO™; Solo hay que | Sobre las colonias oxidasa negativas
m-FC confirmar si se duda en efectuar la prueba de la -
la apreciacion del color. galactosidasa (ONPG).
“Son coliformes las colonias oxidasa
negativas y ONPG positivas”.
Resembrar las colonias a confirmar
en una placa de BHIA (agar infusion
- de cerebro y corazon).Incubar por 24
ha37°C.
Sobre el crecimiento obtenido de
“BAJO”: Siempre es | cada colonia efectuar la prueba de fa
KF-Streptococcus necesario confirmar. catalasa.
' Sembrar las colonias catalasa
negativas sobre BEA {agar de bilis y
esculina) o
tncubar de 4-8 h, a 37 °C.
Hacer una primera lectura alas 4 h.
“Son estreptococos fecales [as
colonias catalasa negativas y que
viran a negro el medio de BEA,
_ {hidrdlisis dela esculina)”
SPS (Sulfite-polimixina- “MUY BUENO”: No es
sulfadiazina) ' necesaria la
confirmacion.

*Unicamente para las placas que no superen el limite de recuento maximo admisible.
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Muestra de agua

d..uc.ong

dilucion
1072

-l

N /\ //,,\\

dilucion
107

Volumen elegido
para la filtracion

100 mlL.

50 ml.

10 mL

5mL

1mL

5mL

1mL

S5mL

1mL

5 mL

1mL

Volumen real de

muestra filtrada

|

Y

Y

Ldd

r Yy

¥ -

L]

4

Y

k

4

Yy

28

L 4

4

100 mL
50 mL
10 mL
5 mL

1mL

0.5 mlL

0.1 mL

0.05 mL

0.01 mL

0.005 miL.

| 0.001 mL

Figura 21.1 Volumen de agua a filtrar y volumen real filtrado
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Tomar con ellas la membrana
de acetaio de celulosa

Sumergir las pinzas Flamearlas para
en alcohal. su esterilizacion.

Ensamblar el embudo
Colocarla sobre e} soporie

de la base del filtro, con la ' Filtrar la muestra de agua
cuadricula hacia arriba.

Después de la incubaci &n contar
el pumero de colonlas sobre
el filtro. :

Colocarla en el centro de |la superficie de!
medio de agar Endo, conla cuadricula
hacia arriba

Dasensambiar e} smbudo
y refirar la membrana
coh pinzas estériles

Figura 21.2 Analisis de agua por el método de fiitracién por membrana
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> Y

y

Trayectoria para realizar ¢f recuento de colonias

- e ——— - — YA — — e ——

Criterio en el recuento de colonias

Figura 21.3 Recuento de colonias
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Pepositar 2 ©

/4 3 gotas de reactivo
/ <2 de Kovacs-oxidasa
en una fira de

papel filtro

— =) ==

T°£’;f‘[£g°§ o Depositar Observar
“caja Petri indculo la aparicion
caa Fel : ‘ de color

Figura 21.4 Prueba de la oxidasa
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Agar SPS Membrana

A\ \ / ]
(V////////////Z/}},\:W//////Y////ﬂ’/{/,

Recubrimiento de la membrana con doble capa de agar.

Sellar con Caija Petri
cinta adhesiva rd
y parafma /4 177 ST TIIIdITE i/ [

i I -

hY
Saquito de pirogalol Tapa de la caja Petri

alcalino
Condiciones de anaerobiosis con el uso de pirogalol alcalino.

Figura 21.5 Cultivo en caja por la técnica de filtracion de membrana de
clostridios sulfito reductores en condiciones de anaerobiosis
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PRACTICA NGm. 22

INVESTIGACION DE COLIFORMES TOTALES Y FECALES
EN DESECHOS SOLIDOS Y COMPOSTA

I. OBJETIVO

Determinar la presencia de coliformes totales y fecales en un desecho sdlido por el
método del nimero méas probable (NMP) utilizando la técnica de tubos de
fermentacion mtitiple.

il. INTRODUCCION

Al igual que en el agua, es importante, sobre todo desde el punto de vista
sanitario, la realizacién del andlisis microbioldgico de los desechos sdlidos para
conocer la naturaleza de los microorganismos presentes en éstos, por ejemplo en
la basura, para lo cual se requiere de una muestra representativa la cual liega al
laboratorio una vez que se ha llevado a cabo todo el procesc de recoleccion,
cuarteo y molienda correspondiente. También se puede realizar esta
deierminacion en composta.

lll. MATERIAL Y SUBSTANCIAS

- — Muestra de basura o composta, mmlmo 509

—~ Matraz Erlenmeyer de 1 L conteniendo 450 mL de agua peptonada estéril al
0:.1%

— Homogeneizador Waring Blendor estéril

-~ Mechero Bunsen

— - Cerillos 0 encendedor

- Matraz de 500 mL estéril ‘

~ 7 tubos de 18 x 150 mm conteniendo 9 mL exactos de agua de dilucion esterli
cada uno .

- 7 Pipetas de 1 mL ostériles

— 20 tubos de 18 x 150 mm con campana Durham conteniendo ‘10 mL de caldo
lactosado estéril de concentracion sencilla, cada uno

~ 20 tubos de 18 x 150 mm con campana Durham, conteniendo 10 mlL de caldo
- lactosa bilis verde brillante (LBVB ) estéril, cada uno

— 15 tubos de 18 x 150 mm con.campana Durham, conteniendo 10 mL de caldo
Escherichia coli (E.C.) estéril, cada uno

~ 2 Cajas de petri conteniendo agar endo estéril
-— B Tubos de 18 x 150 mm conteniendo agar nutritivo inclinado estéril
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Colorantes para tincién de Gram

Asa bacterioldgica

Gradillas para tubos de 18 x 150 y de 13 x 100 mm

Agitador de tubos Vortex

Incubadora a 35 °C

Bafo incubador fecal a una temperatura constante de 44.5 °C
Aceite de inmersidn

5 Tubos de 13 x 100 mm conteniendo medio de SIM estéril

5 Tubos de 13 x 100 mm conteniendo medio de MR-VP estéril
5 Tubos de 13 x 100 mm conteniendo medio de Simmons estéril
Reactivos para ensayos bioguimicos

Microscopio

IV. TECNICA

PRUEBA PRESUNTIVA

1,

Pesar 50 g de muestra (basura cruda o composta).

2. Agregar 450 mL exactos de agua peptonada estéril al 0.1% para obtener una

dilucién de 1071
Llevar la muestra diluida al homogeneizador Waring Blendor estéril.

. Agitar durante 3 minutos a velocidad maxima (8,000 rpm).
. Vaciar el homogeneizado en un matraz estéril y etiquetar.
. Preparar 7 tubos de 18 x 150 mm con 9 mL de agua de dilucion esteéril.

Tomar una alicuota de 1 mL del homogeneizado con una pipeta estéril y llevarlo

a uno de los tubos para obtener una dilucion de 102,

. Agitar el tubo y tomar alicuota de 1 mL con otra pipeta estéril y llevarlo a otro

tubo para obtener dilucion de 1073

9, Proceder de la misma manera hasta obtener una dilucidén de 104 o hasta

donde sea necesario.

10.Inocular asépticamente con 1 mL de muestra por quintuplicado, tubos de

fermentacion conteniendo caldo lactosado o caldo lauril triptosa, a partir de las
titimas 4 diluciones. ' -
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11.Incubar por 24 horas a 35 °C.

12.Observar turbidez y produccién de gas:

INTERPRETACION:

Después de 24 horas de incubacién:

» Produccién de turbidez y gas:
Prueba presuntiva positiva.

Efectuar prueba confirmativa para todos los tubos positivos.

* Ausencia de gas o produccidn de gas dudosa:

Incubacion adicional por 24 horas mas (Total 48 horas).

Después de 48 horas de incubacién: -
« Sise observa turbidez y produccién de gas:

Prueba presuntiva positiva, por lo tanto, Efectuar grueba conflrmatlva para
todos los tubos Qosmvo

» Ausencia de gas para todos los tubos aun cuando haya _tl'll'bideZ:.

Prueba presuntiva negativa, por lo tanto, GRUPO COLIFORME AUSENTE.

PRUEBA jQQNFIRM_IE' IVA PARA COLIFORMES TOTALES _

1. Por cada tubo positivo durante la prueba presuntiva, inocular asépticamente
con 3 asadas un tubo de fermentacion conteniendo caldo LBVB.

2. Incubar 48 horas a 35 °C.
3. Observar turbidez y produccién de gas deniro de la campana Durham.
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_ NOTA:

Si a las 24 h de incubacién todos los iubos dieran positivos, se da por
terminado el analisis y se procede a hacer los célculos de NMP.

INTERPRETACION:

e Sien ninguno de los tubos se observa produccion de gas, atin cuando se
observe turbidez: '

Se consideran negativos.
+ Sien los tubos se observa presencia de turbidez y gas:

Se consideran positivos.

Establecer el codigo y calcular el nimero mas probable usando la Tabla 17.1
e Sitodos los tubos dan negativos o todos dan positivos:
Con base en los grados de dilucion analizados, considerar la necesidad de

repetir el andlisis a partir de grados de dilucién menores (mayores vollimenes -
de muestra) 0 mayores {menores vollimenes de muestra), respectivamente.

PRUEBA CONFIRMATIVA PARA COLIFORMES FECALES.

1. Por cada tubo positivo durante la prueba presuntiva, inocular asépticamente
con 3 asadas un tubo de fermentacion conteniendo caldo EC.

2. Incubar en bafio de agua durante 24 horas a 44.5°C.

3. Observar turhidez y produccion de gas dentro de la campana Durham.

INTERPRETACION:

» Si en ninguno de los tubos se observa produccidn de gas, ain cuando se -
observe turbidez:

Se consideran negativos,
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+ Sien los tubos se observa presencia de turbidez y gas:
Se consideran positivos.

Establecer el cédigo y calcular el nimero mas probable usando la Tabla 17.1

¢ Sitodos los tubos dan negativos 6 todos dan positivos:

Con base en los grados de dilucion analizados, considerar la necesidad de
repetir el analisis a partir de grados de dilucidon menores (mayores vollimenes
de muestra) 0 mayores (menores volimenes de muestra), respectivamente.

DIFERENCIACION DE COLIFORMES.

1. A partir de tubos positivos con prueba confirmativa, inocular con el asa
bacterioldgica en condiciones asépticas sobre agar Endo-C, con ia técnica de
dilucién por estria con el objeto de obtener colonias aisladas.

2. Incubar durante 24 horas a 35 °C.

3. Observar el desarrolio. Los coliformes forman colonias rojas sobre agar Endo-
C. Las colomas de Escherichia coli muestran ademas, brillo metdlico verdoso.

4. Tomar material de las colonias de coliformes caracteristicas que estén aisladas
y sembrar en cada caso en un tubo con agar inclinado estéril. '

5. Incubar durante 24 horas a 35°C.

6. A partir de los cultivos de agar inclinado, preparar frotis, tefiirlos al Gram y
~ examinar al microscopio:

Si se observan solamente bacilos cortos Gram negatives, no esporulados se
confirma la pureza de los cultivos.

7. A partir de cada uno de los cultivos puros, inocular los, siguientes medios: SIM,
MR-VP y_Cit_rato de Simmons, para efectuar las reacciones del IMVyC:

| =Indol.

M = Rojo de Metilo.

V = Voges Proskauer,

y = Solo para dar eufonia.

C = Clitrato, como Unica fuente de carbono.
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8. Incubar a 35 °C durante 24 horas.

9. Realizar los siguientes ensayos bioquimicos:

INDOL.:

Cubrir el cultivo en medio de SIM con aproximadamente 5 mm de espesor con el
reactivo de Kovac y dejar reposar durante 2 minutos.

Reaccidn positiva: Capa reactiva color cereza.

Reaccién negativa: Capa reactiva NO rojo cereza.

ROJO DE METILO:

Anadir 5 gotas de solucién indicadora de rojo de metilo a 5 mL de cultivo (MR-VP).
Reaccidn positiva: Inequivoco color rojo.
Reaccién negativa: Inequivoco color amarillo.

La aparicion de un tono de color intermedio permite deducir con gran probabllldad
la existencia de un cultivo impuro

VOGES PROSKAUER

A 1 mL de cultivo (MR-VP), afiadir 0.6 mL de solucién de alfa-naftol al 5%y 0.2 mL
de solucién de KOH al 40%. Si fa reaccién no da positiva dentro de los prlmeros
10 minutos de reposo, leer la reaccnon después de 2-4 horas.

Reaccién positiva:

Formacién de un anillo de color rojo ladrillo o rojo carmin en la superﬂme del medio
el cual va bajando poco a poco a través del cultivo.

Reaccidén negativa:

Ausencia de coloracion roja. :
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CITRATO:
Observar el cultivo en el medio de Simmons.
Reaccion positiva:

Crecimiento y en |la mayoria de los casos vire del color verde del medio a verde
azutado 6 totalmente azul.

Reaccidén negativa:
Sin crecimiento.

10. Con base a los resultados, consultar las Tablas bioquimicas correspondientes
- para la identificacién de los coliformes.

V. CUESTIONARIO
1. ¢Qué importancia tiene el analisis microbiologico de los desechos sélidos? |

2. ¢Que ofro tipo de microorganismos se pueden identificar en los desechos
solidos?

3. ¢Qué relacion tiene la investigacion de coliformes en los desechos sdlidos con
la presencia de enterobactenas patégenas?

4. (Qué papel desempefian los mwroorgamsmos en el proceso de obtencion de
composta?

5. Mencionar dos aplicaciones de la composta.

169



MICROBIOLOGIA APLICADA
" Manual de Laboratorio

PRACTICA NGim. 23 .

DETERMINACION DE BACTERIAS SULFATORREDUCTORAS EN AGUA

I. OBJETIVO

Demostrar la presencia de bacterias sulfatorreductoras en agua, por el mé'tddo del
numero mas probable (NMP).

iI. INTRODUCCION

La corrosién en general es un fenémeno de destruccién de los: materiales de
construccion, principalmente de los metales, causando un proceso de Oxido-
reduccion.

Existen muchas causas de la corrosion. Una de ellas es la corrosion
microbioldgica, la cual ocurre como resultado directo o indirecto de la actividad de
los organismos vivos. Los microorganismos productores de la corrosion pueden
ser hongos, algas y bacterias.

Estas Ultimas se clasifican en aerobias (ferrobacterias y sulfobacterias) y
anaerobias (sulfatorreductoras). :

La corrosion microbioldgica puede ser representada por los siguientes tipos de
fenémenos:

1) Produccién de metabolitos 4cidos. Los microorganismos pueden excretar
acidos organicos y/o inorganicos.

2) Corrosidn debida a la produccidon de ceidas de aireacion diferencial. Estas
celdas se presentan cuando el metal recibe mas oxigeno en unas zonas que
en otras, causando la oxidacion de las zonas menos aireadas.

3) Destruccion de cubiertas protectoras sobre el metal, que son metabolizadas
por los microorganismos.

4) Consumo de sustancias inhibidoras de la corrosion y facilitando de esa forma
la accién de iones agresivos presentes en el medio o producidos por el
metabolismo microbiano. '

El agua siempre contiene bacterias, ain cuando su suminisiro se hace a través de
modernas redes de distribucion.
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Existen ciertas bacterias que pueden soportar dosis muy fuertes de cloro, como es
el caso de [as sulfatorreductoras, que no sufren alteraciones al estar en contacto
con concentraciones de 20 ppm de dicho elemento.

El agua destinada al uso domeéstico contiene menor cantidad de microorganismos
gue las aguas de exiraccidn industrial, sin embargo no es extrafio encontrar
bacterias de corrosion en agua potable, las cuales pueden provenir del sitio de
bombeo o de las tuberias mismas en el momento de la instalacién de éstas.

Las bacterias sulfatorreductoras pertenecen a la Unica Familia Spirillaceae cuyo
representante es Desulfovibrio desulfuricans.

Se les encontrara bajo las capas de herrumbre que se hallan en contacto con el
metal debido a que son anaerobias obligadas. Estas bacterias transforman los
suifatos en acido sulthidrico, el cual se combinara con las sales ferrosas para dar
un sulfuro negro.

lll. MATERIAL Y SUBSTANCIAS

~  Muestra de agua (100 mL), de consumo “clorada”, natural "limpia" o residual

— 5 Tubos de 20 x 200 mm conteniendo 20 mL cada uno de medio para bacterias
sulfato-reductoras (Medio de Baars) '

— 10 Tubos de 18 x 150 mm conteniendo cada uno 10 mL de medio para
bacterias sulfatorreductoras

— 1 Tubo conteniendo 10 mL de parafina 0 vaselina esteril
~ 1 Pipeta graduada de 10 mL, estéril

— 2 Pipetas graduadas de 1 mL., estéril

— Gradilla para tubos de 18 x 150 mm

— Gradilla para tubos de 20 x 200 mm

— Mechero Bunsen

— Cerillos 0 encendedor

IV. TECNICA
1. Agitar vigorosamente la muestra para homogeneizar.

2. A partir de la muestra previamente homogeneizada y con pipeta estéril, tomar
alicuotas de 10, 1.0 y 0.1 mL e inocular por quintuplicado, los tubos de 20 x
200 mmy 18 x 150 mm con medio para bacterias sulfatorreductoras.
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NOTA:

Si se sospecha que el agua coniiene slevada carga bacteriana, proceder a
preparar las diluciones correspondientes.

3. Afadir una capa de vaselina o parafina estéril de unos 3 mm de espesor para
conseguir condiciones de anaerobiosis.

4. Incubar durante 7 dias a 37 °C. .
5. Observar si hay formacién de un precipitado negro en el fondo o en las

paredes del tubo, lo cual indicara |la presencia de bacterias sulfatorreductoras.
CALCULO Y PRESENTACION DE RESULTADOS:

De acuerdo a los tubos posmvos establecer el codigo v leer el resultado en la
Tabla 17.1 del NMP.,

El resultado es directo cuando se manejan los voiimenes de 10, 1.0y 0.1mL.

Si fue necesario utilizar diluciones, el resultado de la Tabla se divide entre la

_ dilucion promedio al igual que se hizo para el calculo del NMP de coliformes
totales y fecales.

Los resultados se expresaran asi:

NMP de bacterias sulfatorreductoras: /100 mL

V. CUESTIONARIO |

1. Consultar la composicién de 2 medios para bacterias sulfatorreductoras.

2. Explicar el mecanismo de fa cotrosion bioidgica.

3. Menciohar'S especies de Desulfoyibrio.

4. Mencionar otros géneros bacterianos gue produzcan corrosion en metales.

5. Ademas de agua, ¢(En qué otro ambienté se pueden encontrar las bacterias
- sulfatorreductoras?

172



MICROBIOLOGIA APLICADA
Manual de Laboratorio

PRACTICA Num. 24

INVESTIGACION DE PROTOZOOS Y HELMINTOS PATOGENOS EN AGUA

I. OBJETIVO

Investigar la presencia de protozoos y helmintos, parasitos intestinales, en
diferentes tipos de agua: de consumo humano, destinadas a riego agricola y
aguas estancadas.

il. INTRODUCCION

Agentes parasitarios que pueden ser objeto de investigacion en aguas de
consumo y riego agricola son algunos protozoarios como; Entamoeba histolytica,
Giardia lamblia, Cryptosporidium spp. y algunos helmintos como: Ascaris
lumbricoides, Trichiuris trichiura, Taenia solium, Enterobius vermicularis, etc.

En aguas estancadas (naturales, piscinas, sistemas de calefaccion y refrigeracion,
efc.), pueden vivir facultativamente en forma parasita: amibas de vida libre como
Acanthamoeba sp. y Naegleria sp. que suelen provocar inflamaciones de
mucosas. ' '

Las técnicas de investigacion de protozoos parasitos intestinales estdn basadas
en la deteccién del parasito tras la filtracion de grandes volimenes de agua.

l.os quistes del protozoo se identifican por examen microscopico del material
retenido en el filtro, directamente o previa concentracidon, o tras realizar técnicas
de inmunofluorescencia mediante la utilizacién de anticuerpos monoclonales como

es el caso de [a deteccion de Cryptosporidium spp. en el agua de consumo
humano. ' g

La investigacion de amibas de vida libre, "amebas limax", se realiza habitualmente
mediante cultivo "in vitro" en medios aproplados P.ej. el Medio de Chang. De -
acuerdo a Chang, pequefias amibas de vida libre crecen bien sobre agar BST
(Buffered Sucrose Tryptose), en asociacion con bacterias Gram negativas.

La primera cepa patogena de Naegleria fowleri fue aislada por Lubor Cerva en
junio de 1968 (Medio de Cerva), Cerva uséd cajas Petri con 1% de Difco Bacto
Agar, al cual afiadid una suspension de cultivo de Aerobacter aerogenes muerto
térmicamente. Las cajas de Petri fueron colocadas en forma invertida en boisas de
plastico cerradas herméticamente e incubadas a 37 °C.
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Cerva desarrolld también un medio liquido axénico compuesto de 2% de Bacto
Casitone (Difco) en agua destilada con 10% de suero de caballo fresco y 0.5% de
cloruro de sodio. La utilizacién de los medios depende del proposito de estudio.

identificacién:

Esta se llevara al cabo considerando la morfologia.
Capacidad patdgena:

Esta se determinara por el medio de |la inoculacién animal o cultivo celular.

ill. MATERIAL Y SUBSTANCIAS

~— Muestras de agua de diverso origen. (Minimo 2 L)

— Equipo de filiracién Millipore estéril

— Bomba de vacio '

- Centrifuga de alta velocidad

- Tubos para centrifuga

—  Microscopio

—  Mechero Bunsen

— Cerillos 0 encendedor

~  Gradilla

— Portaobjetos

—~ Cubreobjetos

— Pipetas Pasteur

~ Cajas Petri conteniendo medio BST agar (Apéndice A)
— Suspension de bacteria Gram negativa

— Solucién sobresaturada de Sulfato de Zinc (Apéndice C)

IV. TECNICA
PARTE A
PARI-'\SITOIS INTESTINALES: PROTOZOOS Y HELMINTOS.

1. Filtrar la muestra a través de membrana millipore. Si la muestra es de agua de
consumo humano se deben filtrar de 100 a 400 L y si es de agua estancada
natural ¢ para riego agricola, por lo menos 2 L.
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Si se trata de estas Ultimas se recomienda filtrar previamente en condiciones
de esterilidad a través de gasa y utilizando un embudo de filtracion rapida, con
el objeto de eliminar las partes gruesas gue pudiera contener el agua y facilitar
la filtracion a través de la membrana millipore.

. Retirar el filtro, trozarlo, colocarlo en un tubo de centrifuga y lavarlo con agua
destilada.

. Centrifugar a 2300 rpm durante 3 minutos.

. Decantar y agregar nuevamente agua destilada con objeto de efectuar otro
lavado. ' '

. Centrifugar a 2300 rpm durante 3 minutos.

. Repetir los pasos 4 y 5 dos o tres veces mas hasta que el sobrenadante resulte
transparente.

. Decantar y afiadir una solucion sobresaturada de sulfato de zinc (Técnica de
Faust), y volver a centrifugar en las mismas condiciones.

. Recoger una gota del sobrenadante con una pipeta Pasteur y colocarla sobre
un portacbjetos, colocar un cubreobjetos sobre la gota y observar al
microscopio primero con el objetivo seco débil (10X) y posteriormente con el
seco fuerte (40X) los quistes de Protozoos y huevecillos de Helmintos
- presentes en la muestra. - .

. Otra forma de recoger el sobrenadante es, después de la Gltima centrifugacién,
colocar sobre el tubo un cubreobjetos tocando el menisco, se retira, se coloca
sobre el portaobjetos y se observa al microscopio.

10. Dibujar lo observado.
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Seco fuerte Seco débil

11.Comparar los quistes y huevecillos observados, con los esquemas y fotografias

proporcionados por el instructor, para lograr su identificacion (Figuras 24.1-
24.2). '

PARTE B
AMIBAS DE VIDA LIBRE: Acanthamoeba sp.y Naegleria sp
1. Filtrar un litro de agua en filiro de membrana de 1-2 .

2. Sembrar el filtro en el medio BST & en algun otro medio adecuado afadido de
algun germen para alimentar las amibas. Se pueden mantener en medios
axénicos, pero el crecimiento disminuye su capacidad invasora.

También pueden afiadirse antibicticos para reducir la contaminacion
bacteriana.

3. Incubar a 37 °C por 24 h.
4. Obsetvar al microscopio para examinar su morfologia.
5. Dibujar lo observado.
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Seco fuerte Seco débil
Naegleria sp. posee quistes redondos y los pseuddpodos lobulados. Los -
trofozoitos se mueven muy rapidamente.

Acanthamoeba sp. tiene los pseuddpodos acantopedios (mas finos) y los
-trofozoitos se mueven més lentamente, el quiste tiene aspecto poligonal (Figura

24.3). .

V. CUESTIONARIO

1, Dibujar 3 quistes y 3 huevecillos diferentes a los observados en la practica. -
2. ;Cudl es el fundamento de la Técnica de Faust?

3. Consultar otras técnicas para la investigacion de Protozoos y Helmintos.

4. ¢Qué importancia tiene ia presencia de Helmintos en agua destinada al riego
agricola?

5. De acuetdo a la normatividad mexicana vigente ¢ Cudl es el limite de Helmintos
permisible en el agua destinada al riego agricola?
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NEMATODOS

Huevode - Hueve de uncinaria Hueve de uncinaria Larva rabditiforme Larva rabditiforme | Huevo de una célulade Huevo infértit de Huevos de
Enterobius vermicufans con 4 pélulas rufticeiuiar de uncinarias de Slrongylcides slercoralis  Ascanis lumbricoides Ascaris lumbricoides Trichuris trichiura
CESTODOS

%)

Ruevo Huewa de Taenia Progiétido de Pregllido de Progiétido de Pagquete de huevos Hueva de Huevo de
Diphylobolhriur latun Taenia saginata Taenia solium Dipyfidium caninum de Dipylidium caninum Hymenolepis nana Hymeriolepis diminuta
TREMATODOS

Huevo de Huevo de Huevo de Huevo de Huevo de Hueva de Huevo de
Schistosoma japonicum Schisiosoma mansoni Schistosome haematobium Cienorchis sinensis Paragonimus washermani Fasciolopsis buski Fasciola hepdtica

Figura 24.1 Estadios de helmintos intestinales
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Balintidium coli Entamoeba cofi
Teflido con hematoxilina
férrica

Gy

Endolimax nana  Endolimax nana
oh f i Tefildo con Tefiido con
Entamoeba histolytica ; ) et hematoxilina
Tefiido con hematoxlina  £/a/moeba histolytica  hematoxiina férric tarrioa
férrica

maih s S
fodamoeba bltschlif
Tefiidos con Tenidos con
Entamosba coli - hematoxilina férrica hematoxilina férrica

Figura 24.2 Quistes de protozoarios parasitos intestinales
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——— e e——

.
F .

Naegleria sp.

Etapa ameboide Naegleria sp.
. Etapa flagelada

Acantharmoaeba
Acanthamoeba Etapa quistica
Etapa ameboide

Amoesba sp.

Figura 24.3 Amibas de vida libre
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APENDICE A

COMPOSICION Y PREPARACION DE MEDIOS
DE CULTIVO






1. AGAR NUTRITIVQ. Bacto Nutrient Agar (Difco)

Férmuia:

Ingredientes por litro.

Extracto de carne.........ccoccveunins 3 g
Peptona..........cccviieeiiiiiiniiinnas 5 g
Al 15 g

pH final: 6.8 £ 0.2 a 25 °C.
Método de preparacion:

1) Suspender 23 g en 1 litro de agua destilada o desmineralizada.

2) Calentar a ebullicion para disolver completamente.

3) Esterilizar en autoclave por 15 minutos a 15 libras de presion (121°C).
4) Distribuir en la forma deseada. '

2. CALDO NUTRITIVO. Bacto Nutrient Broth (Difco)
Férmula: |
Ingredientes por litro.

Extracto de carne........cccocevveernn. 3 g
Peptona....ccocincisisnin 5 g

pH final: 6.8 £ 0.2 a 25 °C.
Método de preparacién:
1) Disolver 8 g en 1 litro de agua destilada o desmineralizada.

2) Distribuir en tubos.
3) Esterilizar en autoclave por 15 minutos a 15 libras de presién (121 °C).

3. CALDO ROJO DE. FENOL CARBOHIDRATOS*. Bacto Phenol Red
Carbohydrate* Broths (Difco) :

*Dextrosa, lactosa, maltosa o algun otro, para realizar pruebas de fermentacion de
- carbohidratos.
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Férmula:

Ingredientes por litro.

Peptona proteasa No.3 Difco...........ccceuiniin 10 ¢
Extracto de carne..........coocniriivcccininnn, 19
Cloruro de sodio........ovviennnee e 5 ¢
Rojo de fenol.......cccoovecivecier e 0018 g
Carbohidrato deseado™.......c..cooccccvninieininns 5 g

pH final: 7.4 £ 0.2 a 25 °C.
Método de preparacion:
 Base de Caldo Rojo de Fenol. Bacto Phenol Red Broth Base. (Difco).

1) Suspender 16 g de Bacto Base de Caldo Rojo de Fenol y 5a 10 g (0.5 a 1.0%)
del carbohidrato deseado en 1 litro de agua destilada o desmineralizada.

2) Agitar para disolver completamente. ,
3) Distribuir en tubos de ensayo que contengan campana Durham.

4) Esterilizar en autoclave a 110 °C durante 10 minutos o por filtracion y en
condiciones asépticas distribuir el medio en tubos estériles, con campana
Durham. : ‘

Si se prefiere, el medio basal puede ser preparado sin el carbohidrato y afiadir
postériormente una solucion del carbohidrato deseado esterilizada por filtracion
0 en autoclave al medio basal previamente esterilizado y enfriado.

Caldos Rojo de Fenol Carbohldratos Bacto Phenol Red Carbohydrate
Broths. (leco) '

1) Suspender 21 g del caldo carbohidrato rojo de fenol apropiado en 1 litro de
agua destilada o desmineralizada y agitar para disolver completamente '

2) Distribuir en tubos conteniendo campana Durham.
3) Esterilizar en autoclave por 15 minutos a 15 libras de presion (121 °C).
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4. AGAR ALMIDON. Bacto Starch Agar
Férmula:
Ingredientes por litro.
Extracto de carne.................... 3 g
Almidén soluble, Difco........... 10 ¢ ‘
AQar......ccccoiniiiieirecieeeeen, 12 g

pH final: 7.5+ 0.2 a 25 °C.

Método de preparacién:

1) Suspender 25 g en 1 litro de agua destilada o desmineralizada.
2) Calentar a ebullicion para disolver completamente.,

3) Esterilizar en autoclave por 15 minutos a 15 libras de presuﬁn (121 °C).
4) Distribuir en la forma deseada.

5. AGAR GELATINA. Bacto Nutrient Gelatin

Férmula:

Ingredientes por litro.

Extracto de came..................... 3 4
Peptona.....occcccvimrvininncnnninns 5 ¢
Gelatina......c..ccecevnniniicnnnnnnn. 120 ¢

pH final: 6.8 £ 0.2 a 25 °C.
Método de preparacion:

1) Disolver 8 g en 1 litro de agua destilada o desmineralizada.
2) Distribuir en tubos.
3) Esterilizar en autoclave por 15 minutos a 15 libras de presion (121 °C).
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6. CALDO NITRATO. Bacto Nitrate Broth (Difco)

Férmula:

Ingredientes por litro.

Extracto de carne......cocceveeeiniin i 3 ¢
Peptona.......cccoini e 5 ¢
Nitrato de potasio..........coveeeiiniinceiins i g

pH final: 7.0 £ 0.2 a 25 °C.

Método de preparacion:

1} Disolver la cantidad apropiada en 1 litro de agua destilada o desmineralizada.
2) Distribuir en tubos.

3) Esterilizar en autoclave por 15 minutos a 15 libras de presién (121 °C).

7. CALDO UREA. Bacto Urea Broth.

Formula:

“Ingredientes por litro.

Extracto de levadura.........cocconveinnnnenne 01 ¢
Fosfato de potasio, monobasico......... 91 ¢
Fosfato de potasio, dibasico................ 95 ¢
Urea, Difco................ e arr e 20 g
Rojo de fenol........ccccviivvinicininn 001 g

pH final: 6.8 + 0.1 a 25 °C.
Método de preparacion:

1} Permitir que el medio vuelva a la temperatura ambiente antes de abrir el frasco.

2) Suspender 38.7 g en 1 litro de agua destilada o desmineralizada.

3) Mezclar bien para disolver completamente. ,

4) Esterilizar por filtracién y distribuir asépticamente .en pequefios tubos de
ensayo estériles (14x125 mm 6 equivalente).

No hervir o autoclavear el medio.
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8. AGAR TRIPLE AZUCAR-HIERRO. Bacto Triple Sugar iron Agar (TSI
(Difco)

Férmula:

Ingredientes por litro.

Extracto de carne......ccccc.eecevevnvvi v 3 ¢
Extracto de levadura........cooecvinnean. .3 g
Peptona........ccoooiiivinicciiinn o 15 g
Peptona proteosa, Difco.......coecveeenn 5 ¢
DEXIOSA.ceee e e raes 1 g
Lactosa. .o 10 ¢
SACAIOSA...ceuieieeericcerrereee e ersanens 10 g
SUIFALO TEITOSO ... veeeeeeecr e ivere e 0.2 g
Cloruro de sodi0........oveeeccveeernnecinnnns 5‘ g |
Tiosulfato de sodio.........ccccevrereennne 03 ¢
AQal..oo.oo i s 12 ¢
Rojo de fenol.........cc..cccvvevinineenes 0.024 ¢

"pHfinal: 7.4 £+ 0.2 a 25 °C.
Método de preparacion:

1) Suspender 85 g en 1 litro de agua destilada o desmineralizada.

2) Calentar a ebullicién hasta completa disolucidn.

3) Distribuir en tubos.

4) Esterilizar en autoclave por 15 minutos a 15 libras de presién (121 °C). .

5) Dejar solidificar en forma inclinada procurando que en el fondo del tubo quede
una buena cantidad de agar. '
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9. MEDIO DE SIM. BACTO SIM MEDIUM. (Difco)

Recomendado para determinar: Produccién de sulfuro de hidrégeno, formacién de
indot y motilidad.

Férmula:

Ingredientes por litro.

Extracto de came........ccee e, 3 g
Peplona....ccccovervnveniiniicininiciennnn, 30 ¢
Hierro peptonizado, Difco........... 0.2 ¢
Tiosulfato de sodio....vvveerne... 0.025 ¢
Agar.........ccoci e 3 g

pHfinal: 7.3+ 0.2 a 25 °C.
Método de preparacidn:

1} Suspender 36 g en 1 litro de agua destilada o desmineralizada.
2) Calentar a ebullicion para disolver completamente.
3) Distribuir en tubos a una profundidad de aproximadamente 3 pu|gadas 6
aproximadamente 15 ml para tubos de tamafio estandar.
4) Esterilizar en autoclave por 15 minutos a 15 libras de presmn (121 °C)
5) Dejar solidificar el medio en posicion vertical.

10. AGAR CITRATO DE SIMMONS. BACTO SIMMONS CITRATE AGAR
(Difco).

Formula:

Ingredientes por litro.

Sulfato de magnesio........c.convenee. 02 g
Difosfato de amonio..........cccoeeee. 1 g
Fosfato dipotasico............... e 1 Q
Citrato de sodio......ccccrniiiciiinnnnnn, 2 9
Cloruro de sodio.......coocvceveiiiiiennn. 5 g
AGAY.. e s 15 ¢
Azul de bromotimol........c...cceees 0.08 g

pH final: 6.8 + 0.2 a 25 °C.
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Método de prebaracién:

1} Suspender 24.2 g en 1 litro de agua destilada o desmineralizada.

2) Calentar a ebullicion para disolver completamente.

3) Distribuir en tubos. |

4) Esterilizar en autoclave por 15 minutos a 15 libras de presion (121 °C).
5) Inclinar los tubos y dejar solidificar.

El medio debe tener un color verde esmeralda.

11. CALDO RM - VP. BACTO MR - VP MEDIUM. (Difco)
Formula:

Ingredientes por litro.

Peptona amortiguada............c.cccoovene 749
Fosfato dipotasico........ccccccvrivviinninnnnens 5 g
(1) ¢ (o7 AP 5 g

pH final: 6.9 £ 0.2 a 25 °C.
Método de preparacion:
1) Disolver 17 g en 1 litro de agua destilada o desmineralizada.

2) Distribuir en tubos, en volimenes de 10 mL.
3) Esterilizar en autoclave por 15 minutos a 15 libras de presion (121 °C).

12. AGAR ANAEROBICO. BACTO ANAEROBIC AGAR. (Pifco)
Féormula:

Ingredientes por litro.

Casitona.......cc.cvcniinnenn e e 20 Q@
Cloruro de sodio.......cceiiiiiniiiiiinnns 5 ¢
DEXIrOSA. uvve e, ...10 g
¥ F- | SO cer e 20 g
Tioglicolato de sodio, Difco................. 2 g
Sulfoxilato formaldehido de sodio........ |
Azul de metileno..........cc.ceiiennns 0.002 ¢

pH final: 7.2 + 0.2 a 25 °C. |
189



MICRORIOLOGIA APLICADA
Manual de Laboratorio

Método de preparacién:

1) Suspender 58 g en 1 litro de agua destilada o desmineralizada.

-2) Calentar a ebullicion para disoiver completamente.

3) Distribuir en la forma requerida.

4} Esterilizar en autoclave por 15 minutos a 15 libras de presion (121 °C).
13.MEDIO FLUIDO DE TIOGLICOLATO. FLUID THIOGLYCOLLATE MEDIUM

Férmula:

Ingredientes por litro.

Extracto de levadura.........ccccecuunn. 5 g
Casitona........oireeeeeeecrrnin e 15 g
DeXIr0Sa...ccccvi e 9.6 ¢
Cloruro de sodio......cc..cccvviveerie 25 g
L-cisteina, DifCo......ccccereeieririennns 05 ¢
Tioglicolato de sodio............cc...... 05 ¢
N SO 075 ¢
Resarzurina........coccvevvveneecernn. 0.001 g

pH final: 7.1 £ 0.2 a 25 °C.

Método de preparacion:

1) Suspender 29.8 g en 1 litro de agua destilada o desmineralizada.
2) Calentar a ebullicién hasta completa disolucion.

*3) Distribuir en tubos.
4) Esterilizar en autoclave por 15 minutos a 15 libras de presion (121 °C).
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14.AGAR DEXTROSA - SABOURAUD. SABOURAUD DEXTROSA AGAR:
(Difco)

Férmula:

Ingredientes por litro.

Neopeptona, Difco.......cc.ccueen. 10 ¢
DaXIrOSa.. ..o eererevsiirrrcr e 40 g
P ¥ I | ST 15 g

pH final: 5.6 £ 0.2 a 25 °C.

Método de preparacién:

1) Suspender 65 g en 1 litro de agua destilada o desmineralizada.

2) Calentar a ebulliciéon hasta completa disolucion.

3) Distribuir en la forma deseada.

4) Esterilizar en autoclave por 15 minutos a 15 libras de presion (121 °C). .

No recalentar para evitar el ablandamlento del medio.

15.AGAR CUENTA ESTANDAR. BACTO PLATE COUNT AGAR. (Difco)

Férmula:
Ingredientes por litro.

JI1<10011 - WO 5

g
Exiracto de levadura............... 25 ¢
Dextrosa (glucosa)........ccceuen. 1 ¢
FAX0 - | GO PO 15 ¢

pHfinal; 7.0 £ 0.2 a 25 °C.
Método de preparacion:

1) Suspender 23.5 g en 1 litro de agua destilada o desmineralizada.
2) Calentar a ebullicion hasta completa disolucion.
3) Esterilizar en autoclave por 15 minutos a 15 libras de presion (121 °C)
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16.CALDO LACTOSADO. BACTO LACTOSE BROTH. (Difco)
Férmula:

Ingredientes por litro.

Extracto de carne...........ccceoeee.. 3 ¢
Peptona.....ocoviiiiiees e 5 g
Lactosa....covnmimeenncnnnineninens e 5 ¢g

pH final: 6.9 £ 0.2 a 25 °C.
Método de preparacion:

1)} Suspender 13 g en 1 litro de agua destitada o desmineralizada.

2) Calentar levemente hasta completa disolucion.

3) Distribuir en tubos de 18 x 150 mm si se trata de concentracion sencilla y de 20
x 180 mm si se trata de doble concentracion. -

4) Colocar un vial de fermentacion (campana Durham) invertido en cada tubo.

5) Esterilizar en autoclave por 15 minutos a 15 libras de presion (121 °C).

6) Antes de abrir el autoclave, dejar que la temperatura baje a 75 °C para evitar
atrapamiento de burbujas de aire en los viales invertidos.

17. CALDO LACTOSA BILIS VERDE BRILLANTE (LBVB). BACTO BRILLIANT
GREEN BILE 2%. (Difco)

Formula:

Ingredientes por litro.

Peptona........coovvcnniiiieccennn, 10 ¢
Bilis de bugy......coeiviniiiiinn 20 ¢
Lactosa.....ccveeveeiviveecreeee .10 ¢
Verde brillante.......ccove. 0.0133 ¢

pH final: 7.2 + 0.2 a 25 °C.

Método de preparacion:

1) Suspender 40 g en 1 litro de agua destilada o desmineralizada.
2) Calentar levemente hasta completa disolucién.

3) Distribuir la cantidad requerida en tubos de ensayo.
4) Colocar un vial de fermentacion (campana Durham) invertido en cada tubo
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5) Esterilizar en autoclave por 15 minutos a 15 libras de presién (121 °C).

6) Antes de abrir el autoclave, dejar que la temperatura baje a 75 °C para evitar
atrapamiento de burbujas de aire en los viales invertidos.

18. CALDOQ EC (Escherichi'a col). BACTO EC MEDIUM-(Difco)

Férmula:

Ingredientes por litro.

THPIOSA. ..t 20 ¢
LaCtOSa....uuvueenernineimrieninnrieveminennas 5 ¢
Sales biliares NO. 3..ceviiiceieeninns 1.5 ¢
Fosfato dipotasico........c.ccoivevervninnns 4 g
Fosfato monhopotasico.......cccceevwee.e. 1.5 ¢
Cloruro de sodiO........eveeueemienrnniniecennn, 5 ¢

pH final: 6.9 + 0.2 a 25 °C.
Método de preparacion:

1) Suspender 37 g en 1 litro de agua destilada o desmineralizada.

2) Calentar levemente hasta completa disolucién.

3) Distribuir en tubos. _

4) Colocar un vial de fermentacion (campana Durham) invertido en cada tubo.

5) Esterilizar en autoclave por 15 minutos a 15 libras de presion (121 °C).

6) Anles de abrir el autoclave, dejar que la temperatura baje a 75 °C para evitar
atrapamiento de burbujas de aire en los viales invertldos

19. AGAR ENDO. BACTO ENDO AGAR. (Difco)

Férmula:

Ingredientes por Iltro

Peptona........cooiiiiniicnc e 10 ¢
[IE=To) (o = FO 10 ¢
Fosfato dipotasico.......ccccevveveiiccnnninn, 35 g
AJAr. e 15 ¢
Fucsina basica.........cccouviinviiiienicen 05 ¢
Sulfito de $0dio......cccvveer v, 25 g

pH final: 7.5 + 0.2 a 25 °C.
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Método de preparacion:

1) Suspender 41.5 g en 1 litro de agua destilada o desmineralizada.

2) Calentar a ebullicion para disolver completamente.

3) Esterilizar en autoclave por 15 minutos a 15 libras de presion (121 °C).

4) Al sacar el medio del autoclave, agitar ligeramente el matraz para distribuir
uniformemente el precipitado floculante caracteristico que se forma durante el
calentamiento.

Si el Agar Endo es inoculado el mismo dia, puede ser usado sin estetilizar en
autoclave. Bajo estas condiciones el medio necesita ser calentado solamente a
ebullicién para disolver completamente antes de vaciarlo en las placas.

20. AGAR ENDO LES. BACTO m ENDO AGAR LES (Difco)
Férmula:
ingredientes por litro.

Extracto de levadura.......coooveeevevnnnenenes 1.2

g
Peptona de casena..........cccevnvennnen. 37 ¢
(o]0 =To] (o] oF: ORI 37 ¢
THPIOSA e cereecee e e e 75 ¢
LactoSa.. ..o 94 g
Fosfato de potasio, dibasico................ 33 ¢
Fosfato de potasio, monobasico............ 1 g
Cloruro de s0di0.....ccccivvveneniiiiininenans 37 g
Desoxicolato de sodio.......c.ceervecniinnn, 01 g
Lauril suifato de sodio.........cooveirenee. 0.05 ¢
Suifito de Sodio.....ceccvirevcrr i 16 ¢
Fucsina basica..........ccoevcveeevieeciienn 08 ¢
AQAr. i e 15 g

pH final: 7.2 £ 0.2 a 25 °C.
Método de prepai‘acién:’

- 1) Suspender 51 g en 1 litro de agua destilada o desmineralizada a la cual han
sido afiadidos 20 mL de alcohol etilico. : :

2) Calentar a ebullicion para disolver compietamente

3) Enfriar a 45-50 °C.

4) Distribuir 4 mL en cajas Petri de 50-60 mm y dejar solidificar.
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NOTAS:

Si se usan cajas Petri mas grandes distribuir suficiente medic para dar una
profundidad equivalente a las de las cajas de 60 mm.

El medio preparado presenta un color rosa, ligeramente opalescente, puede
tener un precipitado.

21, AGAR m-FC. BACTO m-FC MEDIUM (Difco)
Formula:

Ingredientes por litro.

THPIOSA. oo 10 ¢
Extracto de levadura..............cccvevieinnne 3 g
Peptona protecsa No. 3, Difco.............. 5 g
Lactosa. . .cvuririre e e 125 ¢
Sales biliares No. ... 15 g
Cloruro de sodio........ccceeevceviineereennncann. 5 g
AGAI .ottt 15 ¢
Azul de anilina.........o.ocoeververurrsieeennen. 01 ¢

pH final; 7.4 + 0.2 a 25 °C.
Método de preparacion:

1) Suspender 52 g en 1 liiro de agua destilada o desmineralizada.
2) Calentar a ebullicion para disolver completamente.

3) Afadir 10 mL de acido rosdlico al 1% en una solucién de NaOH 0.2N y
continuar calentando por 1 minuto.

~4) Enfriar a 50 °C, vaciar en cajas de Petri y dejar solidificar.
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22. AGAR KF-ESTREPTOCOCOS. BACTO KF STREPTOCOCCUS AGAR
(Difco)

Férmula:
Ingredientes por litro.

Peptona proteosa No. 3, Difco....co.u..... 10

g
Extracto de levadura..........cccooeiviieencie 10 ¢
Cloruro de sOdi0.....urivececeerinninie e 5 ¢
Glicerofosfato de sodio..........cccoonieeennnen. 10 g
MaROSA.......ccccirri e e 20 ¢
Lactosa. .o s 1 g
Azida de sOdi0.........eeviiiiiiii e 04 ¢
Pdrpura de bromo cresol...........cceecns 0.015 g
AQAr.. . e 20 ¢

pH final: 7.2 + 0.2 a 25 °C.
Método de preparacion:

1) Suspender 76.4 g en 1 litro de agua destilada o desmineralizada friay calentar
a ebullicion hasta completa disolucion.

2) Continuar calentando por 5 minutos mas,

3) Distribuir en cantidades de 100 mL o como se desee en matraces.

4} No esterilizar en autoclave. Recalentar bajara el pH y el medio sera menos
productivo.

5) Enfriar a.50 °C y afiadir 1 mL de una solucion de TTC al 1% (cloruro. de
trifeniltetrazolium al 1%) por cada 100 mL de medio estéril.

6) Mezclar para obtener una distribucion uniforme del TTC en el medio.

" 7) Dejar enfriar a 45 °C y vaciar en placas.

23.AGAR SULFITO-POLIMIXINA-SULFAbIAZINA (SPS). SPS AGAR (Difco}
Férmula:

Ingredientes por litro.

THPIONA. e e e, 15 g
Extracto de levadura.........ccceevvuvnee. 10 g
Citrato férrico.......veveeccieeicr e, 05 ¢
- Sulfito de SodiO......vvveeevcierr e 05 ¢
Tioglicolato de sodio.........ccccoviine 01 ¢
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Monooleato sorbitan.................... 005 ¢
Sulfadiazing........ccoeevceviinncnnnnn, 012 ¢
Suifato de polimixina B................ 001 g
AL .ottt i5 ¢

pH final: 7.0 + 0.2 a 25 °C.

Método de preparacion:

1) Suspender 41 g en 1 litro de agua destilada o desmineralizada.
2) Calentar a ebullicion para disolver completamente.

3) Distribuir en tubos 6 en cajas segun se requiera.
4) Esterilizar en autoclave por 15 minutos a 15 libras de presion (121 °C).

24, AGAR INFUSION DE CEREBRO-CORAZON. (BHI-Agar)

Férmula:

Ingredientes por litro.

Infusion de cerebro.......ccocceueenn. 125 g
Infusion de corazon........cc.cceeesvuvenes 5 ¢
Peptona proteosa........cooe e .. 10 ¢
- GlucoSa....... e 2 g
Cloruro de sodio...c.....ccee v vinieninnns 5 ¢
Fosfato de sodio, monobasico...... 25 ¢
Agar.....ccooeueeeerenane. reveeerreneene. 15 0

- pHfinal: 7.4 £ 0.2 a 25 °C.
Metodo de preparacién:

1} Suspender la cantidad indicada del medio en un litro de agua destilada o
desmineralizada. :

2) Calentar a ebullicion hasta completa disolucion.
3) Esterilizar en autoclave por 15 minutos a 15 libras de presién (121 °C).
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25. AGAR DE BILIS Y ESCULINA (BEA). BACTO BILE ESCULIN AGAR. (Difco)
Féfmula: |

Ingredientes por litro.

Extracto de carne..........ccccceeevinieninn 3 ¢
Peptona.......cecoeeiiiiinnniieceiniieniinccnns 5 g9
Bilis de bUeY........coceeeceinnrniinnrnns 40 g
ESCUINA. ..o 1 49
Citrato férrico......covvreriiiiiinns 05 ¢
AQAr.... i e 15 ¢

pH final: 6.6 + 0.2 a 25°C.

Método de preparacion:

1) Suspender la cantidad apropiada en 1 litro de agua destilada o
desmineralizada. ' :

2) Calentar a ebullicién hasta completa disolucién.

3) Distribuir en tubos 0 matraces segun se requiera. '

4) Esterilizar en autoclave por 15 minutos a 15 libras de presién (121 °C)
Recalentar puede causar oscurecimiento del medio.

5) Enfriar a 50-55 °C y vaciar en cajas Pelri estériles. Si es en tubo, dejar
solidificar el medio en posicion inclinada,

26. AGAR TRIPTONA EXTRACTO DE GLUCOSA. BACTO TRYPTONE
GLUCOSE EXTRACT AGAR

Formula:

_Ingredientes por litro.

Extracto de carmne..............occivinnennenen, 3 9
Triptona....ccceevivirnen, eresee e e s 5 ¢
Dextrosa (glucosa) ............................. 1 ¢
AQAL . ceeeieeeereieeer e T 15 g

pH final: 7.0 £ 0.2 & 25 °C.
Método de preparacion:

| 1) Suspender 24 g en un litro de agua destilada o desmineralizada.
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2) Calentar a ebullicién hasta completa disolucién.
3) Esterilizar en autoclave por 5 minutos a 15 libras de presion (121 °C).

27. CALDO GLUCOSA-FOSFATO-AZIDA (Rothe)

Formula:

Ingredientes por litro.

Peptona bacteriologica.......covvevvicnineciiine, 20 g
GIUCOSA. o eeevve it sr e 5 g
Cloruro de sodio........cviiininiinieeeicsniee 5 g
Fosfato monobaésico de sodio........ccocenvnnnen. 2.7 ¢
Fosfato dibasico de sodio.........ccccccverrcivinee. 27 9
Azida de S0di0.......ceeivniiiiinianns STUTR 02 ¢

pHfinal: 6.8+ 0.2a 25 °C.
Método de preparacion:

1) Disolver los componentes en agua destilada o desmineralizada. Si se requiere
doble concentracion disolver el doble de componentes.
2) Distribuir en tubos de 18 x 150 si el medio es de concentracion simple y en
- tubos de 20 x 180 si es de doble concentracion, en vollimenes de 10 mL.
3) Esterilizar en autoclave por 5 minutos a 15 libras de presion (121 °C).

28. CALDO GLUCOSA-FOSFATO-AZIDA-ETIL-VIOLETA (Litsky)
Formula:

Ingredientes por litro.

Peptona bacterioldgica......umriverinererereeernes 20 g
GlUCOSE . veeeiiviiiiciarieenieesiece et s rerseerans e 3 g
Cloruro de SO0, e 8 @
Fosfato de sodio, monobasico..........cceceveeennee. 27 ¢
Fosfaio de sodio, dibdsico.................... e 27 ¢
Azida de S0di0.......ccocciiiini 03 g
Solucién acuosa de etil-violeta 0.01% (p/v)........ 5 mL

pH final: 6.8 £ 0.2 a 25 °C.
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Método de preparacion:
1) Disolver los componentes en agua destilada o desmineralizada. Si se requiere
~ doble concentracion disolver el doble de componentes.

2) Distribuir en tubos de 18 x 150 en volumenes de 10 ml.
3) Esterilizar en autoclave por 5 minutos a 15 libras de presion (121 °C).

29. MEDIO AXENICO DE CERVA

Férmula:

Ingredientes por litro.

Casitona {Difco)...cc.oceceiiivniiniie s 2 g
Suero de ternera o caballo............... 100 mL
Penicilina.......ccccvoeeeininenininnennns 500,000 U
Estreptomicina........covvvveein e 50,000 yug
Agua bidestilada...........ccoo i 900 mbL

pH final: 7.0 £ 0.2 2 25 °C.
Método de preparacion:

1) Mezclar los componentes.
2) Esterilizar por filtracion.

30. MODIFICAC_IQN DEL MEDIQO DE CERVA PARA Naegleria fowleri
Formula:

'Ingredientes por litro.

Casitora (DifCo)....coerviercririeer e, 20 g

~ Acido fOlICO...r s e 2 MG
GlUCOSA. . uirerccer i e 1 g
Suero fetal de ternera (fluido)............ 50 mL
Penicilina........cccccovinniiniininnnns 500,000 U
Estreptomicina..........cceennieeii. 50,000 g
Agua bidestilada...............coceceininnnn 950 mL

pH final: 7.0 £ 0.2 a 25 °C.
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Método de preparacion:

1) Mezclar los componentes.
2) Esterilizar por fiitracion.

NOTA:

Si se desea solidificar el medio agregatle 1% de Bacto agar, afiadido de una
suspensién de cultivo de Aerobacter aerogenes muerto térmicamente.

31.MEDIO DE E. Willaert PARA Naegleria y Achantamoeba

Férmula:

Ingredientes por litro.

Casitona (DIfco)....cccuvevrcreieeeersiiiinns. 20

g
Cloruro de SOdi0. ..ueii e ieiinierenveenas 5 ¢
GlUCOSA.....ceeeii ittt s 1 ¢
ACIdO fOlICO...co e, 2 myg
Biotina......coocciiiiii e e e 20 ug
Penicilina........ccooirimiiiie s 500,000 U
Estreptomicina.........ccccvereeinneene. 50,000 pg
Agua bidestilada........cccoooeiinnnn 1000 mL

pH final: 7.0 £ 0.2 a 25 °C.
Método de preparacion:

1) Mezclar los componentes.
2) Esterilizar por filtracién.

32. MEDIO DE CHANG. BUFFERED SUCROSE TRIPTOSE AGAR (BST) .

Férmula:
BST Agar con adicién de bacterias Gram negativas.

pH final: 7.0 + 0.2 a 25 °C.
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33. MEDIO BASAL DE BOLD.

Recomendado para algas de agua dulce, especialmente: Chlorelfa sp., Volvox sp.
y Scenedesmus sp.

Férmula:

¢ Soluciones patrones de macronutrientes.

Nitrato de sodio..c..cooovrvreeeerieeninnn, S 10 ¢
Cloruro de calcio dihidratado............... 1 g
Sulfato de magnesio heptahidratado... 3 ¢
.Fosfato de potasio, dibasico................ 7 g
Fosfato de potasio, monobasico.......... 3 g
Cloruro de sodio.......cccceevvreeninnn.. NP 1 g

Método de preparacion:

1) Disolver cada una de las sales en 400 mL de agua destilada o
desmineralizada.

2) Almacenar las 6 soluciones en frascos color ambar y en refrigeracion.

s Soluciones patrén de micronutrientes.

Acido etilendiamintetracético............. 50 ¢
Hidroxido de potasio.........ccocevviiinnnn, 31 g
AQUA. ... er e e 1000 mL
Acido BOIICO. ..., 11.42 ¢
Agua destilada.........ccccee i, 1000 mL

- Sulfato de hierro heptahidratado.........

Agua acidificada.........cc.ceecrinnniin 1000 mL (1 mL de-Acido Sulfirico por cada
litro de agua).

Sulfato de zinc heptahidratado........ 8.82

g
Cloruro de manganeso dihidratado. 1.44 g
Tridxido de molibdeno.........cccccovene. 0.71 g
Sulfato de cobre pentahidratado..... 1.57 ¢
Nitrato de cobalto hexahidratado.... 0.49 g
Agua...cccovirnieen Crervessinsnnnrerarnaant 1000 miL
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Método de preparacion:

1) A 900 mL de agua destilada agregar 10 mL de cada una de las soluciones de
macronutrientes y 1 mL de las soluciones de micronutrientes.

2) AjustarelpHa6.8-7.2
3) Esterilizar durante 15 minutos a 15 libras de presion (121 °C)

34. MEDIO MET 44

Recomendado para el cultivo de diatomeas y dinoflagelados.
Férmula:

Ingredientes por litro.

¢ Solucién basal

Nitrato de SOGI0...cuveiivee e 34 mg
Fosfato de sodio, dibasico dodecahidratado...... 0.925 mg
Cloruro de manganeso tetrahidratado........... s 144 g
Silicato de sodio nonahidratado.........ceeevevveennee. 10.14 mg
Sulfato ferroso heptahidratado........c..ccccoevevnnns 60.0 ug
Etilendiamintetracetato de sodio dihidratado...... 0.8083 mg
Vitamina B12 * ... 1 mL
BIOtNG .o e 1 mL
Tiamina HCP ......ov v e 1 mL
Agua destilada.........cc.coceoueee. e e 1000 ML

*(0.5 mg en 100 mL de agua)

Método de preparacion:

- 1) En 800 mL de agua disolver una a una las tres primeras sales.

2) Disolver el silicato de sodio y el sulfato ferroso en 100 mL de agua, acidificar la
solucién con acido sulfdrico y mezclarla con el resto del medio.

3) Disolver el etilendiamintetracetato de sodio en 100 mL-de agua, acxdlflcar con
acido clorhidrico y mezclar con el resto del medio.

4) Esterilizar en autoclave durante 15 minutos a 15 libras de presmn (121 °C)

5) Al medio estéril y en condiciones de asepsia agregar 1.0 mL de cada una de
. las soluciones de vitaminas. previamente esterilizadas por filtracién.
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35, MEDIO ERD-SAHREIBER ENRIQUECIDO
Fdormuia:

Ingredientes por litro.

TEXErACtO 08 SUCIO. ... eveeeersreresereeeeesseeeeseneesnneeen 3.4 L
Nitrato de sOdio.......ccovicvrmeiiic e, e 020 g
Fosfato de sodio, dibasico dodecahidratado........ 0.03 g
Agua de lallave......cococeeenviimnineeeeniieeseeee e ennn e 1000 mL

pH final 7.2

Método de preparacion: Para preparar el extracto de suelo

1) Mezclar 1 litro de agua con 1 kilo de suelo y poner en autoclave durante 2
horas a 121 °C.

2) Filtrar y conservar el filtrado en refrigeracion.

3) Para solidificar el medio, agregar agar al 1.5%.

© 36.MEDIO DE BAARS. Para Bacterias Sulfatorreductoras

Férmula:

Ingredientes por litro:

Fosfato dipotasico.......... v eneeons FUPP 0.5

9
Cloruro de amonio........cevevcviecier it cer e e e 1 g
Sulfato de calcio................. SO SO 19
Sulfato de magnesio 7 HaO.......ccoevvvercininninneneee 2 g
Lactato de s0dio al 70%...ccevemrveeeririnirriereieeeeeirienenes 5 ¢
Agua delallave.........ccomue i 1000 mL

Meétodo de p_reparac.ién: _

1) Disolvery ajustarelpHentre 7y 7.5
2) Esterilizar durante veinte minutos a 121 °C.
3) Preparar por separado una solucién de sulfato ferroso y de amonio. 6 HxO al
1%, y esterilizar con vapor durante sesenta minutos por tres dias seguidos.
4) Agregar 5 mL de esta solucién a 100 mL. del medio en el momento de empleo.
El medio presenta un precipitado. Cultwar en anaerobiosis.
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I. TINCION SIMPLE.

a) Safranina.

Safranina.....c.ccoeeeevineeniccnnienn. 05 ¢
Agua destilada.........ccccvcvieene 100 mL
ﬁreparacién:

- Disolver el colorante en el agua.

b) Cristal violeta

Cristal violeta.......ccccccccvcceeencnen, 1 9
Agua destilada.....c...ccc.cvvcrinnnns 100 mL
Preparacién:

— Disolver el colorante en el agua.

c) Azul de metileno

Azul de metileno.....c.ooeiniiiniins 3 mL
Etanol de 96%..........ccccmevevnnrenns 20 mL
Agua destilada...........ccccceeeennee. 100 mL
Preparacion:

— Disolver el colorante en alcohol.

- Agregar el agua v fiitrar.

Il. TINCION DE GRAM.

'a') Cristal violeta y oxalato de amonio. (Reactivo de Hucker)

Solucién A:

Cristal violeta (pureza det coldrante de por lo menos, el 90%).......

E1aNO0l (95%0). . v inrreriiinrescransncnssensinnnreneer e reaneseessesenns evernerenenann 20 mbL
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Solucion B:

Oxalato de amonio........cocceeeeiviriiesieie e 08 ¢
Agua destilada. ..o eeeiiien e 80 mL

— Mezclar cada uno de los solutos en su disolvente respectivo.

— Dejar la solucion de oxalato de amonio en reposo durante una noche o calentar
ligeramente hasta que se solubilice.

- Mezclar las dos soluciones vy filtrar,

b) Solucién de yodo yodurado. (Lugol)

Yodo (quimicamente PUuro).....cccceeevivvesnirnaeenn 1 9
Yoduro de potasio.....ccceeiccieeiiicrrseccerneirees e, 2 g
Agua destilada...........cccooiniiciccne, 300 mL
Preparacion:

—  Combinar el yodo y el yoduro de potasio con la ayuda de un mortero.
— Lavar el contenido de éste con pequefias alicuotas de agua destilada.
- Agregar agua suficiente para obtener un total de 300 mL..

— Agitar fuertemente. |

— Almacenar la solucidn en una botella oscura y con tapdn de vidrio.

c¢) Alcohol acetona

Alcohol etilico (95%).. v ericririr i e, 500 mL
ACBIONA...ov i e e . 300 mL
Preparacion:

— Mezclar los ingredientes respectivos de cada combinacion para su uso.
~d) Safranina

Safranina (pureza del colorante, 90%)........ 025 ¢

Alcohol etilico (95%)..... ccoreveriecrviiierrn e 10 mL
Agua destilada........ccoeeeericriicie e 1000 mL
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Preparacion:
— Disolver el colorante en el alcohol.

— Agregar el agua destilada.
— Filtrar.

— Almacenar en frasco con tapén de vidrio.

Iii. TINCION DE ESPORAS. (Método de Schaeffer y Fulton)

a) Verde de malaquita al 5%

Verde de malaquita............. 5 ¢
Agua destilada................ 100 mL
Preparacién:

-~ Disolver ! colorante en el agua y dejar en reposo durante una hora y media.
— Filtrar,
—~ Guardar en frasco oscuro.

b) Safranina al 0.5%

Safranina.........coreevivrcannnnn. 05 g
Agua destilada................ 100 mL
Preparacion:

—~ Disolver el colorante v filtrar.

IV. TINCION PARA FLAGELOS. (Método de Leifson)
Colorante de Leifson*

Disolucién acuosa saturada de AIK(SO4)2-12H20 0 AINH4 (804)2'12H0.. 20 mL

Disolucion acuosa al 20% de &cido tANICO....cvver e ererns 10 mL
AQUA DESHIAGA. cv.vveeereeecirier i e sttt et 40 mL
Alcohol etflico al 95%.....uuervreerecier s ceerereene e 15 mL
Disolucion saturada en alcohol etilico al 95% de fucsina basica.................. 3 mbL
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Preparacion:

~ Mezclar los ingredientes en el orden citado.
— Guardar en un frasco bien tapado.

* Se encuentra en i comercio en forma de polvo.

V. TINCION DE FLAGELOS. (Alternativa)
Solucidén A:

Fucsing basica.......cuurreecrernnnn. 12 g
Etanol (95%)....c.ccovnviciiiine, 100 mL

— Disolver el colorante.
~ Filtrar y tapar perfectamente para evitar la evaporacion.

Solucién B:

Acido tanico....ccoovrrver i .3 g
Agua destilada...........ccceeciren 100 .mL

-~ Disolver el reactivo.

Si fa mezcal no se usa pronto adicionar fenol al 0.2% para prevenir el desarrollo de
hongos. _

Solucion C:

Cloruro de sodio........c.ccveeveeaes 15 g
Agua destilada..................... .. 100 mL

- Disolver el reactivo.
Esta solucion es estable a temperatura ambiente.
Preparacién:

- MezClar cantidades iguales de las soluciones A, By C.
~ Guardar en frasco de vidrio y mantener bien tapado.
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La solucidn es estable por 5 semanas a temperatura ambiente y en

refrigeracion dura varios meses.

Colorante de coniraste.

p-Rosa anilina o azul de metileno.............. 1 g
Agua destilada........c.ccoovvviriin i, 100 mL
Preparacion:

— Disolver el colorante en el agua.

VI. LACTOFENOL AZUL DE ALGODON

Agua destilada......ccocoeeiviiniiiieiirenene. 20.0 mL
Cristales de fenol Q. P 200 ¢
Acido ACtiCO....... v 20.0 mL
GHCOIINA. v e essresrne st eeresree e 20.0 mL
Azul de algodon........ccoeeecrniieiiienn e 0.05 ¢
Preparacion:

- Disolver el fenol en el agua.

~ Agregar el acido y la glicerina.
— Calentar a 70 °C.

- Adicionar ¢! colorante.

— Guardar en frasco de vidrio.
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1. AGUA DE DILUCION CON SOLUCION BUFFER
Solueion |

— Disolver 34 g de fosfato monobasico de potasio (KH2 PO4) en 500 mL de agua
destilada.

~ Ajustar el pH a 7.2 con NaOH 1N.

— Aforar a un litro con agua destilada.

Solucién li

— Disolver 50 g de sulfato de magnesio (MgS0..7H2Q) en 1000 mL de agua
destilada.

Preparacion:

— En un matraz volumétrico anadir 1.25 mL de la solucién | y 5 mL de la Il.
- — Aforar a un litro con agua destilada.

2. VOGES PROSKAUER
A. Solucién de alfa naftol

ONATOL e 50 ¢

‘AlGONO! BHIlICO (95%) v vreeerrsereirrreresreresnean. cbp 100 mL
Preparacion:

— Disolver el alfa naftol en el alcohol.

B. KOH
Hidroxido de potasio guimicamente puro.......... 40 ¢
1= T2 | {] o - TP SPRTTRTN 03 ¢
Agua destilada.....cuiinnne. chp 100 mL

Preparacién:

— Agregar el hidréxido de potasio a 75 mL de agua destilada, agitando vy
enfriando constantemente.
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— Cuando la solucion estd mas o menos a temperatura ambiente agregar la
creatina y suficiente agua destilada para obtener un volumen final de 100 mL..

3. REACTIVO DE ROJO DE METILO.

Rojo de metilo........cccovvcevevcninien e 0.1 ¢
Alcohol atilico (95%).c.eveviaviieeeniininerieanees 250 mL
Agua destilada..........ccccorniiiiiinen, 250 mL
Preparacion: _

— Disolver el colorante en el alcohol.
—~ Agregar el agua destilada.
— Filtrar la preparacion.

4. REACTIVO DE KOVAC
Para-dimetil-amino-benzaldehido............... 1 g
Alcohol amilico 6 butilico........ccccccrrveerennn. 80 mL
- Acido clorhidrico quimicamente puro....... 20 mL
Preparacién:
— Disolver el para-dimetil-amino-benzaldehido en alcohol butilico 6 amilico.
— Afadir el acido clorhidrico. ‘

- Conservar en un frasco ambar con tapén de vidrio, en sitio -oscuro. |
— También se sugiere que esta solucidn se refrigere. '

NOTA:

El reactivo debe tener una coloracién amarillo claro 6 café claro,

. 5. MEZCLA CROMICA

Dicromato de potasio.........cccvvecciiinin .65 g

Agua destilada............c.ceenreeen. rreereninn e 10 mL

Acido sulfdrico...........ovcinnnas RO 100 mL
| Preparaciéh:

- Disolver el dicromato en agua.
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— Calentar la solucion ligeramente y dejar enfriar.
— Agregar el acido poco a poco, mezclando con cuidado.

6. SOLUCION SALINA DE PEPTONA

Peptona.......oooeieciiii e 1 g
Cloruro de sodio.......ccveerrvnenns 85 ¢
Agua destilada............... ¢bp 1000 mL

Preparacion:

— Disolver los componentes hirviéndolos en aproximadamente 950 mlL de agua.

— Ajustar el pH con solucién de Hidréxido de Sodio 1 mol/L o Acido Clorhidrico 1
mol/L. de modo que después de la esterilizacion sea de 7.0 £ 0.1,

~ Aforar a 1000 mL con agua destilada.

- Distribuir en volimenes convenientes.

— Esterilizar en autoclave durante 15 minutos a 15 libras de presion (121 °C).

7. SOLUCION SALINA. (isoténica)

Cloruro de sodio..........cccoeeneee 85 ¢
Agua destilada...........cceeeeee. 1000 mL

Preparacioén:

— Disolver el reactivo en el agua destilada.

8. PIROGALOL ALCALINO. Usado para conseguir condiciones de
Anaerobiosis

Pirogalol.......cccooeeiveiiiiinii s 3 g

Tierra de infusorios.........cc...... 18 ¢
Carbonato de potasio.......ceeees 3 g

Preparacién:
- Mezclar el pirogalol y la tierra de infusorios y adicionar el carbonato de potaSIO

en un mortero.
~ Mezclar al momento de usarse, después de 5 horas pierde actividad.
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— Para su uso se pone una pequefia porcion en un saquito de papel filtro.

9. SULFATO DE ZINC, GRAVEDAD ESPECIFICA DE 1.3

Sulfato de zinc............ e ———— et ratereans 800 ¢
Agua destilada..........coo oo, 1000 mkL
Preparacion:

- Disolver 800 g de suifato de zinc en 1000 mL de agua destilada y agitar en la
parrilla eléctrica hasta homogeneizar.

- ‘Medir la densidad con un hidrémetro.
— Para alcanzar ia densidad deseada, agregar reactivo 6 agua segtn el caso.

10. REACTIVO PARA OXIDASA

Clorhidrato de tetrametil-p-fenilendiamina.............. 01 ¢
Agua destilada.......c.ccccevniniiicii, cbp 1000 mL
Preparacion:

— Disolver el reactivo en el agua destilada.

NOTA:

Este reactivo no es estable y por consiguiente debe prepararse para utilizarlo
en pequenas cantidades cada vez que se necesite. '

11. REACTIVO PARA OXIDASA. (Alternativa)

N, N-Clorhidrato de dimetil-p-fenilendiamina.......... 10 g
Agua destilada............ooocnriiiini s cbp 100 mL
pH=55
Preparacion:

— Disolver el reactivo en el agua destilada.
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NOTA:

Este reactivo deber ser preparado al momento de usarse.

t

12. REACTIVO PARA LA PRUEBA DE CITOCROMO-OXIDASA.

Solucién al 1% de Oxalato de p-aminodimetilanilina.

13. ONPG. Prueba de ~galactosidasa

O-nitrofenil f=-D-galactopirandsido................ 1.0 ¢ (0.0003M)
Agua destilada. ... vrvvieiiecrree e 1000 mL
Preparacion:

—~ Disolver el reactivo en el agua destilada.

14.REACTIVO PARA LA PRUEBA DE LA CATALASA -

Solucion acuosa de peréxido de hidrégeno de 10 volimenes %.

15.ACIDO TRICLOROACETICO. Reactivo para la prueba de la hidrdlisis de
gelatina ‘ '

Acido tricloroacético Q.P...........cccvvvveveeirereviennnn. 5 g
Agua destilada.........cccoenneriii 100 mL
Preparacion:

— Disolver el acido, agitando constantemente.
NOTA:
También existen preparaciones comerciales de &cido tricloroacético al 5%.
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16.SOLUCION DE a-NAFTILAMINA. Reactivo para la reduccion del nitrato

o- Naftilamina........cccccvcvvineeeneeeeverieees 5 ¢

Acido sulfdrico concentradoy Q. P......8 mL

Agua destilada........cccccoeiiinieeninenn, 992 mL
Preparacion:

— Agregar el acido al agua destilada y mezclar perfectamente; luego, introducir el
o-naftilamina y agitar hasta que el ingredienie se disuelva.

17.ACIDO SULFANILICO. Reactivo para la prueba del nitrito

Acido sulfanilico Q.P..........coeeune.. 8 g

Acido sulfirico Q.P..........ccuevvieerennn. 48 mL

Agua destilada..............oovicennne chbp 1000 mL
Preparacion:

—~ Agregar el acido sulfdirico en 500 mL de agua destilada agitando y enfnando
constantemente.

— A continuacidn, afadir el acido sulfanilico, agitando y enfriando tamibién de un
modo constante.

- Por ultimo, agregar agua destilada hasta obtener un volumen final de 1000 mL..
| 18.PRUEBA PARA LA REDUCCION DE NITRATO. (general)
Disolucién A

Acido sufanilico.........coveverriererercrvererne 8 ¢
Acido acético BN........cccrevvereeeeenen. 1000 mL

Disoluciéon B

o- Naftilamina........cocccneeeiierccceee e 5 ¢
Acido acstico 5N...........cuvrvrrerrennee. 1000 mL

Filtrese a través de algodon absorbente lavado.
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