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PROLOGO

La presente edicion esté destinada alos alumnos de la Carrera de Farmacia de la Universidad
Nacional de Misiones.

Ha surgido como respuesta ala demanda de un texto actualizado que contempl e aspectos tedri-
co-préacticos que pueden servir de base parala ensefianza de Microbiol ogia.

Los integrantes de la Carrera de Microbiologia General elaboramos este material didéactico
intentando presentar 1os conocimientos en forma clara, completay actualizada, con lafinalidad de
brindar al alumno una guia de las actividades a desarrollar en el laboratorio.

Contiene guias de trabajos practicos que abarcan los siguientes temas: Esterilizacion, colora-
cion, siembra, aislamiento e identificacion de microorganismos aerobios y anaerobios, medios de
cultivo, antimicrobianos, control higiénico de medicamentos, y coeficiente de fenol






INDICACIONES BASICAS PARA TRABAJAR
EN EL LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA

* Los alumnos deberan concurrir con guardapolvos, sin abrigos encima de estos y aguellos que po-
sean €l cabello largo deberan recogérselo.

» Lamesadase desinfectaraal principioy al final del practico con solucién diluidade algin desinfec-
tante adecuado para mesadas.

* Setrabagjarasiempre en las proximidades del mechero de Bunsen encendido yaque este proporciona
un area estéril circundante de unos 30 cm.

* Todo &l material de trabajo (placas, tubos, tapones, pipetas) debe estar estéril 0 debera esterilizarse
por flameado alallama antes de utilizarse (ansas, portaobjetos, pinzas metdlicas).

» Las placas de Petri se manipulan siempre con latapa hacia abajo y |a base que contiene el medio de
cultivo haciaarriba.

* Al destapar un tubo y antes de cerrarlo nuevamente se flameara su boca sobre el mechero.

« Al finalizar €l trabajo préctico debera ser desechado todo €l material contaminado para su posterior
esterilizacion.

* Lamesada deberd quedar totalmente ordenada al finalizar el trabajo préctico.






NORMAS DE BIOSEGURIDAD EN EL LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA

ACCESO AL LABORATORIO
 Cuaquier alumno que sufra alguna alteracién de sus defensas o inmunocompetencia debe
comunicarlo a profesor antes de comenzar las practicas.
* El acceso al laboratorio de précticas solo se permite a los alumnos que estén realizando las
préacticas. No se admiten visitas por razones de seguridad.
« Los |aboratorios de investigacion son de acceso exclusivo del personal del Departamento.

NORMAS PARA EL ALUMNO
* Es obligatorio utilizar batas/guardapol vos/chaquetillas abrochadas siempre que se esté traba-
jando en €l laboratorio durante € periodo de practicas. La bata no debe utilizarse fuera del
laboratorio. Se recomienda asistir al practico con zapatos cerrados.
* Debe respetarse la prohibicion de beber, comer, masticar chicle o fumar en el laboratorio y se
debe evitar llevar alaboca ninglin objeto boligrafos, o tocarse 10s 0jos, nariz y boca.

BIOSEGURIDAD EN LA MESADA DE TRABAJO
« Enlasuperficie detrabajo no deben depositarse en ningn momento ropa u objetos personal es.
» Cada alumno es responsable de lalimpieza de su lugar de trabajo y del material asignado, asi
como de los microscopios que haya usado.
* Se deben usar los mecheros Bunsen con precaucion, no dejando material inflamable cercay
evitando el posible contacto con €l peloy laropa. Se comprobara que se haya apagado el gasa
finalizar el experimentoy al abandonar €l laboratorio.
« Esta prohibido pipetear con laboca.
» No se debe forzar un tubo de vidrio o la aperturade un frasco sin tener protegidas las manos.
* No se mangjaran las autoclaves o €l material recién esterilizado si no se dispone de guantes
apropiados.

BIOSEGURIDAD EN LAS INSTALACIONES DE LABORATORIO
* La eliminacién de residuos, material desechable y material reciclable se realizara utilizando
los contenedores dispuestos atal efecto.
* Debe verificarse que estén cerradas las llaves del gas antes de abandonar el laboratorio.
* Se deben lavar las manaos con jabon antiséptico ante cualquier sospecha de contaminacion y
siempre antes de marcharse del |aboratorio.

MEDIDAS ANTE ACCIDENTES DE LABORATORIO

Debe informarse inmediatamente al profesor encargado del grupo, en caso de:
* Un vertido accidental de material microbiol 6gico.
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TRABAJO PRACTICO 1

METODOS DE ESTERILIZACION Y CONTROLES

OBJETIVOS
* Conocer diferentes metodol ogias de Esterilizacion y sus controles.
» Adquirir entrenamiento en el acondicionamiento de diversos materiales de uso frecuente en
el laboratorio de microbiologia.
» Discutir lanecesidad deincluir controles de proceso.
* Valorar €l papel del Farmacéutico en €l control de areasestérilesy en los sectores de esteri-
lizacién de Sanatorios y hospitales.

INTRODUCCION

Esterilizacién es un término absoluto queimplicalapérdidadelaviabilidad o laeliminacién de
todos | os microorganismos contenidos en un objeto o sustancia, acondicionada de tal modo queimpi-
de su posterior contaminacion.

Se entiende por pérdidade laviabilidad aladisminucion irreversible de la capacidad de repro-
duccion, sin que esto signifique necesariamente la destruccion o desaparicion de latotalidad de las
estructuras microbianas 0 de productos toxicos derivados de estas. Por ejemplo, a esterilizar ciertos
inyectables no pueden ser eliminados |0s piretdgenos.

Eliminacion serefiere aseparar las estructuras microbianas presentes en un fluido, por jemplo,
por filtracién. En este caso, tampoco se eliminan productos metabdlicos, exotoxinas, etc., producidas
por los microorganismosy que resultan filtrables.

METopos DE ESTERILIZACION

Para lograr la esterilizacion de un material determinado se cuenta con varios métodos cuya
eleccién depende de:

» Lasensibilidad del material al agente esterilizante.

« Lapenetrabilidad del agente en el material a esterilizar.

* Lapresentacion del material (en un solo volumen grande o fraccionado).

* El uso posterior del material.

A excepcion de la filtracién esterilizante, que se basa en |la separacion fisica de los
mi croorganismos contenidos en un fluido, todos |os demas provocan in situ lapérdidairreversible de
la capacidad de reproduccion de los microorganismos expuestos. En estos casos, salvo excepeiones,
los productos de degradaci én microbiana permanecen asociados al objeto o sustancia ahora estéril.

L os métodos habitual es de esterilizaci6n se detallan a continuacion:

. 1 — Calor
| [ [AFISICOS | 2 - Radiaciones

- 1 — Cloro y cloraminas
|—‘| B. QUIMICOS ] «| 2 - Oxido de Etileno

3 —Aldehidos

4 — Compuestos fendlicos

MMétodos que provocan la
pérdida de la viabilidad

Métodos que se basan en la
saparacion de microonganismos

= +| Filtracidon esterilizante
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CATEDRA DE MICROBIOLOGIA

METODOS QUE PROVOCAN LA PERDIDA DE LA VIABILIDAD

A - METODOS FiSICOS
A-1-CALOR

L os métodos basados en laaplicacion del calor como agente esterilizante son preferidosy apli-
cables alamayoria de |los materiales, medios de cultivo, soluciones, etc. Abarcan €l empleo de:

1. Caor Himedo

2. Calor Seco

= Ebullicion directa

—w iﬂgim - Bario Maria hirvienta
|
1 -CALOR HUMEDO - Vapor saturado a presion
|_. Vapie db Agid . | - Vapar fluente
- Tindalizacién

- Pasleurizacion

- Flameado
- Rojo Incipiente

—=| Llamadirecla —
= Incineracidn

2-CALCR SECO - Accion llama del alcohol
| A
' sobrecalentado —— | - Estufas de calor seco

Esimprescindible tener claro el concepto de que métodosincluidos en € cuadro, como ebulli-
cion directa, bafio Maria hirviente y vapor fluente, son dificilmente controlables y de muy baja efi-
cienciaen muchos casos. Solo deben ser usados como excepcion en caso de emergencia, o cuando no
puede ser utilizado otro método.

El proceso esrépido cuando serealiza eficientemente, el calor [legaatodalamasa, actuando en
lugares del material que podrian no ser alcanzados por la accién de agentes quimicos.

Taodos los microorganismos (aungue en distinto grado) son susceptibles ala accion del calor. El
mecani smo de este como agente esterilizante implica desnaturalizacion proteica, fusion y desorganiza-
cién de membranas y/o la ocurrencia de procesos oxidativos irreversibles. Cada uno de estos procesos
incide en distinto grado sobre la pérdida de la viabilidad, segiin el método de esterilizacion empleado.

Laaccion deletérea sobre lipidosy proteinas requiere mayores temperaturas cuando el material
esta totalmente seco, o cuando la actividad del agua del medio se reduce por la presencia de altas
concentraciones de sustancias neutras. Esto explica por qué se requiere mayor temperatura para cau-
sar undafoirreversible por calor seco. Ademas, el aireesun mal conductor del calor, y € airecaliente
penetra mucho mas lentamente que el vapor de agua en materiales porosos.

Aparte del tenor de humedad, | as variables principal es de un proceso de esterilizacion por calor
son latemperaturay el tiempo de exposicion.

A.1.1 - CaLor HOMEDO
¢ Ebullicion directa
Los hongos, la mayoria de los virus y las células vegetativas de varias bacterias patégenas,

pierden la capacidad de reproducirse en unos pocos minutos a temperaturas entre 50°-70°C, y los
esporos de varios agentes patégenos a 100°C.

14
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Por €llo es una préactica comun, lamentablemente aun no abandonada, esterilizar agujas, jerin-
gas e instrumentos de cirugia menor por calentamiento durante 10 a 15 minutos en agua hirviendo o
en soluciones diluidas de dlcalis en ebullicion. Recordemos que estos métodos solo deben aplicarse
en caso deemergencia, y €l calentamiento no debe ser por un tiempo menor a45 minutos, en recipien-
tesdonde el material aesterilizar no ocupe mas de un tercio del volumen de agua contenido en él. Es
conveniente aclarar gue las esporas de al gunos microorgani smos saprofitos pueden soportar laebulli-
cion durante horas.

* Vapor saturado a presion

El calor himedo produce desnaturalizaciény coagulacion de proteinas. Laconformacién nativa
de muchas estructuras biol6gicas (DNA, RNA, proteinas, etc.) se estabiliza por uniones puente de
hidrégeno entre distintos restos de la cadena peptidico. Estas uniones son facilmente reemplazadas
por uniones puente de hidroégeno con moléculas de agua que es una especie quimica muy reactiva.
Como consecuencia se forman productos téxicos que podrian dafiar alacélula.

Larapidaaccién del calor depende, en parte, del alto valor del calor latente de vaporizacién del
agua (540 cal.) que hace que los objetos frios sean rapidamente calentados por condensacion del
vapor sobre su superficie.

Paralograr una esterilidad confiable, el método estandard es el vapor saturado a una atmosfera
de presion en autoclave, a unatemperatura de 121°C durante no menos de 15 minutos.

El autoclave es el aparato méas cominmente utilizado en los laboratorios pararealizar |a esteri-
lizacion con calor humedo. El autoclave o estufa de vapor es un método universal, que empleavapor
de agua saturado en un recipiente cerrado a presion, 1o que produce un elevacion de latemperatura,
gue se prolonga un determinado tiempo. Consta de las siguientes partes:

* Fuente de calor (agas, querosén o eléctrica).

» Camarade esterilizacion, por lo general cilindrica, en cuyo fondo tiene un soporte (falso fon-

do), debajo del cual se carga agua hasta un determinado nivel. Sobre este soporte se dispone de

una canasta (0 bandeja) paraacomodar |0s materiales que deben esterilizarse.

* Los aparatos de control: abarcan un termémetro, un manémetro, valvula de escape del vapor

(espita) y valvula de seguridad.

El autoclave de Chamberland (Fig. 1.1) constade: unacalderade cobre sostenida por unacami-
sametdlica, que en laparte inferior recibe calor por combustion de gas (0 un mechero eléctrico), esta
se cierra por la parte superior mediante una tapa de bronce. Esta tapa posee 3 orificios: uno para €l
manometro, otro parael escape de vapor en formaderobinetey el tercero paralavalvulade seguridad
que funciona con un contrapeso 0 con un resorte.

1. Tornillos maviles para el cierre hermético.
2. Elemento que debe seresternilizado.

3. Canilla de desagote de lacaldera,

4, Fuente da calor,

5. Gas.

6. Agua

7. Apoyo para alejar los elementos delagua.
8. Caldera.

0. Mandmetros.

10. Valvula de seguridad.
11. Espita.

Figura 1.1 Esquema de un autoclave Chamberland simple. (Tomado de Pumarola, Microbiologia y parasitologia médica,
Pumarola).
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En €l uso del autoclave es muy importante permitir que el vapor fluente desplace totalmente el
airedelacamarade esterilizacion antes de que la presion aumente. De no ser asi, lapresién resultante
seralasumade las presiones parciadles del airey del vapor de agua. Teniendo en cuenta que para una
misma presion la temperatura del aire es mucho menor que la del vapor de agua, la temperatura
resultante sera tanto menor cuanto mayor proporcion de aire contengala cdmara.

Actuamente estd muy difundido el empleo de autoclaves de tambor horizontal y con calenta-
miento el éctrico

Aplicaciones de la esterilizaciéon por calor humedo:
Laesterilizacion en autoclave se utilizaparatodo €l material termorresistente que no sea afecta
do por € vapor de agua. Se utiliza ampliamente para:
* Esterilizar medios de cultivos y soluciones. En € caso de liquidos, estos no deben formar
emulsiones con el agua, como por . aceites 0 vaselinas. En estos casos se esterilizan por calor
seco, en estufa, teniendo la precaucion de que latemperatura de esterilizacion no seasuperior a
lade ladescomposicion del aceite
* Paradestruir organismos formadores de esporas.
» Ropade camay material textil en general, siempre que el autoclave esté provisto de un sistema
de secado al vacio.
« El material devidrio puede ser esterilizado en autoclaves, pero luego debe ser secado. Por esta
razon habitualmente se lo esterilizaen estufa.

Ventajas del empleo del calor humedo:
 R4pido calentamiento y penetracion del calor en €l material aesterilizar.
» Destruccién de bacterias y esporas en corto tiempo.
 Hay un bajo deterioro del material expuesto.
» No dejaresiduos téxicos.
» Econémico.

Desventajas del empleo del calor huimedo:
» No permite esterilizar soluciones que formen emulsiones con el agua.
* Es corrosivo sobre ciertos instrumentos metdli cos.

Precauciones de la esterilizacion en autoclave:
* Eliminacion total del aire de la camara de esterilizacion.
* Losrecipientes a colocar en los autoclaves no deben estar total mente llenos (l10s recipientes se
[lenan hasta un 2/3 de su total).
« Los materiales o reci pientes deben tener tapasflojas, o estar tapados con algoddn con unasobretapa
para permitir laebullicion librey laliberacion del aire evaporado.
« Con objetos porosos grandes, o grandes volimenes de liquidos, se debe permitir un mayor tiem-
po de purgado.

* Vapor fluente
Consiste en someter €l material alaaccion del vapor fluentedel agua, y se aplicacorrientemente
para esterilizar medios de cultivos que no pueden soportar una temperatura mayor a 100°C.
Para aplicar esta técnica se coloca el material, adecuadamente preparado, en €l interior de un
autoclave y se procede al calentamiento, dejando la espita abierta. El tiempo se computa desde que
comienza a escapar vapor.

¢ Tindalizacién

Paralaesterilizacion de ciertos liquidos o materiales semisolidos, que son facilmente alterados
por el calor, se emplea un método fraccional de esterilizacion denominado tindalizacion.

Consiste en el calentamiento del material a 80 o 100°C durante 30 min., tres dias seguidos. Es
decir, se somete a calentamiento el material durante el tiempo citado, luego unaincubacién atempe-
raturas entre 20 y 37°C durante 24 h.
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Las células vegetativas y algunos esporos son destruidos durante el primer calentamiento, las
esporas mas resi stentes son destruidas durante el segundo o tercer calentamiento dado que durantela
incubacion pasarian alaforma vegetativa.

Este método esmuy (til en el caso de mediosde cultivossensiblesal calor, soluciones abuminosas
0 azucaradas, sueros sanguineos.

* Pasteurizacion

El principio general de la pasteurizacién es la destruccion sel ectiva de la poblaci 6n microbiana
sensible a calor que se encuentraen laleche y otros alimentos.

Este proceso consiste en el calentamiento a temperaturas cercanas y no menores a los 62°C
durante 30 min., seguido de un rapido enfriamiento.

Lapasteurizacion elimina todos los gérmenes patégenos, no esporulados, dejando
mi croorganismos sobrevivientes que produciran alteracion del producto pasteurizado si no selarefri-
gera adecuadamente y que, ademas, son necesarios para la elaboracién de los subproductos de la
leche, tales como yogurt, queso, etc.

Cabe destacar que este método no “esteriliza’, si reduce la carga microbiana no afectando las
propiedades del material. La enterotoxina estafilococica, que es termoestable, si esta presente no es
inactivada por pasteurizacion y puede causar unaintoxicacion alimenticia.

A.1.2 - CALOR SECO

Aqui son prioritarios los procesos oxidativos y de fusién de membranas por sobre la
desnaturalizacion proteica. El calor seco produce desecacion delacélulay efectostoxicos por niveles
elevados de el ectrolitos.

* ACCION DIRECTA DE LA LLAMA

Flameado: se aprovechalallamade un mechero Bunsen. Se utiliza paravarillasy planchas de
vidrio, espatulas, bocas de recipientes de vidrio, etc. Mas que un método real de esterilizacion,
reduce la chance de contaminacién ambiental .

Rojo incipiente: consiste en calentar directamente alallama, llevando hastarojo incipiente y
manteniendo unos segundos en este estado. Se utiliza para asas de platino, lancetas, agujas de
diseccion, etc.

Llamadé alcohal: sevierte unacantidad apropiadade alcohol que permita, al encenderlo, que
sullamaal cancetodalasuperficie aesterilizar durante varios minutos. Se utiliza paramorteros,
material de vidrio, material de cirugia, etc.

Incineracién: consiste en el empleo de incineradores. Se utiliza para materiales biol dgicos,
tales como tejidos patol dgicos, placentas, fluidos biol 6gicos etc.

* ACCION DEL AIRE SOBRECALENTADO

Estufas u horno de esterilizacion por calor seco

El agente esterilizante es el aire caliente seco. El proceso de esterilizacion requiere mayor tem-
peraturay tiempo que en el caso de vapor saturado, ya que €l aire tiene una menor capacidad para
tomar, transportar y ceder el calor.

Debe permitirse la conveccion del aire no colocando grandes paquetes de material que obstru-
yan su circulacion.

Latemperatura de esterilizacion puede variar entre 140-170°C, requiriéndose distintos tiempos
de esterilizacion (desde 5 horas a 140°C hasta 1 horaa 170°C). En caso de tratarse de material muy
voluminoso o dificilmente penetrable por €l aire, |os tiempos deben ser aumentados.

El papel y el algododn, asi como el material acondicionado con estos €l ementos, no deben esteri-
lizarse amas de 160°C ya que se carbonizan.
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Enformaestandard, paramaterial devidrio: cajas de Petri, tambores con pipetas, etc. se utilizan
dos horasa 160°C.

Laestufadeesterilizacion (Fig. 1.2) esel artefacto utilizado en loslaboratorios paraesterilizar por
calor seco. Laestufa presentaunadoble camara, €l aire caliente generado por unaresistenciacirculapor
lacavidad principal y por €l espacio entre ambas camaras. Se manti ene unatemperatura estable median-
te termostatos de metal, que a dilatarse por € calor cortan € circuito eléctrico. Debe permitirse la
conveccion dd aire no colocando grandes paguetes de material que obstruyan su circulacion.

l"lnn

=4

T

Figura 1.2. Corte esquematico de una estufa detriple pared. (Tomado de Microbiologiay Parasitologiamédica. Fumarola)

Aplicaciones del Método de esterilizaciéon por calor seco:
* Instrumental cromado.
* Objetos de vidrio, aluminio y porcelana.
» Compuestos minerales termoestables en forma de polvo (talco, bérax).
* Vaseling, parafina, sustancias grasasy aceites.

Ventajas del empleo de calor seco:
 No es corrosivo para metales e instrumentos.
 Permite la esterilizacion de sustancias en polvo y no acuosas, y de sustancias viscosas no
volatiles.
» No mojael material por [0 que no requiere secado posterior.

Desventajas del empleo de calor seco:
» Requiere mayor tiempo de esterilizacién, respecto al calor himedo, debido ala baja penetra-
cion del aire caliente.

A.2. - RADIACIONES

Las que se utilizan en la préctica, pueden ser ionizantes como los rayos Gama o no ionizantes
como los rayos ultraviol eta.

* Radiaciones ionizantes

Se producen en forma primaria o secundaria, ionesy radicales libres que llevan a alteraciones
enlas bases delos écidos nucleicos, estructuras protei cas, lipidicas o algiin componente esencial para
laviabilidad de los microorganismos.
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Las radiaciones gama se utilizan dada su gran penetrabilidad, principalmente para esterilizar
material es termolabiles (por g emplo jeringas descartables, sondas, etc.) a escala industrial, ya que
requierelaexistenciadeinstalaciones complejasy costosas. No son utilizadas paramediosde cultivo
0 soluciones proteicas porque se producen ateraciones de los componentes.

Las variables del método de esterilizacion son: a@) la dosis a que se somete €l material, b) €
tiempo de exposicion.

* Radiaciones Ultravioleta:

El principal mecanismo del efecto letal delaluz UV seatribuye asu absorcion por el ADN y €
resultante dafio de este ultimo.

Las radiaciones UV, con longitudes de onda entre 240 a 280 nm, afectan principalmente los
acidos nucleicos de los microorganismos, dado que uniones coval entes entre residuos adyacentes de
pirimidinas forman dimeros, los que llevan a pérdida de viabilidad.

Estos distorsionan laformadel ADN einterfieren en el apareamiento normal de las bases, esto
dacomo resultado inhibicién de lasintesisde ADN y por lo tanto del crecimiento y larespiracion.

B. METODOS QUIMICOS

Estos agentes provocan lapérdidade viabilidad de los microorganismos. Son activostanto para
esporos como para células vegetativas. Dentro de los compuestos guimicos podemos encontrar agen-
tes antisépticos, esterilizantes y/o desinfectantes.

Variables de esterilizacion por agentes quimicos: concentracion del agente, tiempo de exposi-
ciony pH.

1. Antisépticos (Bacteriostaticos)
* Alcoholes.
* lodo.
* Agentesidnicos, y anfoteros.
« Organo Mercuriales.
« Colorantes.

2. Desinfectantes o Esterilizantes (Bactericidas)
* Cloro y Compuestos clorados.
* Aldehidos.
« Oxido de Etileno.
» Compuestos Fendlicos.
+ Acidosy Alcalis.

B.1. ANTISEPTICOS

* Alcoholes

Lesionan la membrana celular de los microorganismos y desnaturalizan proteinas celulares.
Desorganizan la estructura fosfolipidica. No destruyen esporas y tienen una accién germicida lenta.
L os a coholes de cadena corta tienen un efecto nocivo mayor que los de cadena larga. Se utilizan en
concentraciones del 50 al 70%. Los mas utilizados son €l etanol e isopropilico.

* lodo

Es un agente oxidante que modificagruposfuncionalesde proteinasy acidos nucleicos. Inactiva
proteinas'y enzimas por oxidacion de los grupos -SH a S-S, pudiendo atacar también grupos amino,
indoles, etc. Se utilizacomo desinfectante delapiel (tinturadeiodo: yodo molecular 2%y yoduro de
sodio 2% en alcohoal), aunque es irritante. Es efectivo contra esporas en una concentracion de 1600
ppm deiodo libre.
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* Agentes idnicos y anféteros

Son sustancias que lesionan lamembrana celular debido aque desordenan ladisposicién delas
proteinasy de los fosfolipidos, por o que se liberan metabolitos desde la célula, se interfiere con el
metabolismo energético y el transporte activo.

No son esporicidas ni tubercalicidas aun en altas concentraciones. Sus principales ventajas se
hallan en que son inodoros, no tifien, no son corrosivos de metales, estables, no toxicosy baratos.

* Catidnicos: salesde amonio cuaternarias. Tienen mayor actividad apH alcalinoy los Gram +

SoN Mas susceptibles.

* Anidnicos: jabonesy &cidos grasos. Tienen mayor actividad a pH &cido y son eficaces contra

Gram +.

 Anféteros: actan como catiénicos o anidénicos segun € pH.

» Organo Mercuriales
Estostipos de compuestos se combinan con los grupos -SH delas proteinas, inactivando enzimas.
Dentro de los mercurial es organicos se encuentran el metafen y el mertiolate.

CH, 0 Na
5=
|
Hg E,-'Hga.‘/ CH,
NO,
Thimerosal
(Merthiolate)

Mitromersol
(Merafen)

* Peréxido de Hidrégeno

Es un antiséptico débil, con capacidad oxidante y formadora de radicales libres.

Actualmente, el peroxido de hidrégeno gaseoso se esté utilizando como desinfectante de super-
ficies 0 descontaminante de gabinetes bioldgicos debido a que no posee las propiedades toxicas y
cancerigenas del éxido de etileno y formaldehido.

* Colorantes

Interfieren en lasintesis de acidos nucleicosy proteinas (acridina) o interfieren en lasintesisde
lapared celular (derivados del trifenilmetano). La acridina se inserta entre dos bases sucesivas del
DNA separéndolas fisicamente. Esto provoca errores en la duplicacion del DNA. Los derivados del
trifenilmetano (violeta de genciana, verde de malaquitay verde brillante) bloguean laconversion del
acido UDP-acetilmuramico en UDP-acetilmuramil-péptido.

HC CH

HT H j r

) r . HE N S _AH
H VN L dvE.H
o
e = |
o - HT  CH,
R= HSO; Verde Brillante Violeta de Genciana
R= CI" Verde de Malaguita
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B.2. DESINFECTANTES Y/O ESTERILIZANTES

* Cloro

El cloro, los hipocloritosy las cloraminas son desinfectantes que actlan sobre proteinasy aci-
dos nucleicos de los microorganismos. Oxidan grupos -SH, y atacan grupos aminos, indolesy a
hidroxifenol de latirosina.

El producto clorado mas utilizado en desinfeccién es el hipoclorito de sodio (agua lavandina),
que es activo sobre todas | as bacterias, incluyendo esporas, y ademas es efectivo en un amplio rango
de temperaturas.

La actividad bactericida del hipoclorito de sodio se debe al acido hipocloroso (HCIO) y al Cl,
que seforman cuando el hipoclorito esdiluido en agua. Laactividad germicidadel ion hipocloroso es
muy reducida debido a que, por su carga, no puede penetrar facilmente en la célula a través de la
membrana citoplasmatica. En cambio, € acido hipocloroso es neutro y penetra facilmente en la
celula, mientras que el Cl,, ingresa como gas.

El hipoclorito de sodio se comer cializa en soluciones concentradas (50-100 g/l de Cloro activo),
apH alcalinoy en envases oscuros que favorecen su estabilidad, pero esinactivo como desinfectante.
A causade esto, es que deben utilizarse soluciones diluidas en aguacorriente (quetieneun pH ligera-

NaClO~+Na' + CIO-
CIO" +H,0 = HCIO + OH-

mente acido), con el objeto de obtener &cido hipocloroso. Generalmente, se utilizan soluciones con
una concentracion del 0.1-0.5% de Cloro activo.

Su actividad esta influida por la presencia de materia organica, pues puede haber en el medio
sustancias capaces de reaccionar con |os compuestos clorados que disminuyan laconcentracion ef ec-
tivade estos.

* Aldehidos

Son agentes al quilantes que acttian sobre proteinas, o que provocamodificacion irreversible de
enzimas e inhibicion de la actividad enzimatica (Adicion nucleofilica de grupos -NH, y -SH).

Se utilizan como desinfectantes y esterilizantes. Destruyen esporas.

Glutaraldehido: consiste en preparar una solucion alcalina a 2% y sumergir el material a
esterilizar de 20 a30 min. Y luego un enjuague de 10 min. Este método tiene la ventaja de ser rapido
y ser el Unico esterilizante efectivo frio. Puede esterilizar pléstico, goma, vidrio, metal, etc.

El formaldehido como gas se utiliza para descontaminar edificios, ambientes, etc. El
formal dehido gaseoso se obtiene por calentamiento del paraformaldehido. Se utilizan las pastillas de
formaldehido, las cuales pueden disponerse en el fondo de unacajaenvueltas en gasas 0 algodon, que
después pueden ser expuestas al calor para una rapida esterilizacion (accion del gas formal dehido).
También pueden ser usadas en estufas de formol, que son cajas de doble fondo, en donde se colocan
las pastillasy se calientahasta 60°C y pueden esterilizar materiales deléatex, goma, plasticos, etc. Las
pastillas de formalina a temperatura ambiente esterilizan en 36 hs.

El formaldehido tieneladesventajade ser muy irritantey perder actividad en ambientesrefrige-
rados.

* Compuestos Fendlicos

Son desinfectantes que provocan lesiones en la membrana citoplasmatica porque desordenan la
disposicion delasproteinasy fosfolipidos. Esto causafiltracion de compuestos celulares, inactivacion
deenzimasy lisis.
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Hexaclorofeno Cresol

El fenol no es usado amenudo como desinfectante por su ol or desagradable, por ser muy irritan-
tey por el resido que queda luego de tratar las superficies.

Losderivadosdel fenol més utilizados son e hexaclorofeno (compuesto difenilico) y los cresoles
(alquil fenoles). Estos son muy efectivos a bajas concentraciones contraformas vegetativas de bacte-
rias. No son efectivos contra esporas.

« Oxido de Etileno

Es un agente alquilante que se une a compuestos con hidrégenos labiles como los que tienen
grupos carboxilos, amino, sulfhidricos, hidroxilos, etc.

Es utilizado en la esterilizacion gaseosa, generalmente en laindustria farmacéutica. Sirve para
esterilizar material termosensibles como el descartable y plastico, equipos electronicos, bombas
cardiorrespiratorias, etc.

Es muy peligroso por ser altamente inflamable y explosivo, y ademas cancerigeno.

METODOS BASADOS EN LA SEPARACION DE MICROORGANISMOS
FILTRACION ESTERILIZANTE

Lasmembranasfiltrantes son pelicul as del gadas con poros de un tamafio determinado. El nime-
ro de poros es muy elevado, llegandose a tener un volumen de alrededor del 80% del filtro.

Esfundamental elegir el sistemafiltrante teniendo en cuentalacompatibilidad con losfluidosa
filtrar. Asi tendremos que tener en cuentalatemperatura de trabajo, y la natural eza quimica de aque-
llos, ya que actualmente existen materiales con distinta resistencias térmicas y quimicas (acetato de
celulosa, teflén, nylon, etc.).

Para esto se deben redlizar ensayos de resistenciadel material alas condiciones de uso, extrac-
tosen distintos medios (esimprescindible conocer €l uso que selevaadar a filtrado, yaque en casos
especial es se solubilizan algunos aprestos del filtro que pueden resultar toxicos cuando se destina el
medio acultivos celulares).

El tamafio del poro va a depender del uso a que vamos a someter € sistema. Asi podemos
utilizar como gjemplo esta guia:

Diametro del poro Usos
0.1 0,2 micras Filtracidn Esterilizante
0,45 micras A_néz-l-i;is_d;nz;lﬁﬂrmes en ;ﬁ.guas
5 micras - Analisis de celulas an fluidos cnrparales.

Debemos recordar que no se retienen virus ni micoplasmas, los Ultimos tienen un tamafio que
oscilaentre 150 - 300 p y estén en el limite de separacion seguin el tamafio del poro de lamembrana
gue se utilice.

L os poros no deben ser imaginados como agujeros de una criba, ya que no son regulares. Mu-
chos son de un tamafio mayor gque € rotulado pero esto no afectala eficiencia de la operacién ya que
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no solo se retienen particulas por un efecto de tamiz, sino que también son retenidas en la matriz del
filtro, a lograrse recorridos de més de 500 veces €l diametro del poro.

Las particulas mayores van aser retenidas en la superficie, y las de menor tamafio seran atrapa-
dasen lamatriz del filtro.

Esto es particularmente importante en lafiltracién del aire, ya que particulas mucho menores
que el tamafio del poro son retenidas por atraccion el ectrostética, impacto, etc.

La capacidad del sistema es otro punto a considerar. El tamafio de la membrana va a estar
relacionado con € volumen afiltrar. Asi, generalmente las membranas de 13 a 25 mm de diametro,
van aser utilizadas paravolumenesde 1 a25 ml, norma mente contenidas en unajeringa. Duplicando
el diametro, se cuadriplicala capacidad.

Para volimenes muy grandes, o0 para sistemas de uso continuo, se utilizan cartuchos en cuyo
interior |las membranas se encuentran stiper plegadas, aumentando asi € area (til enrelacion al volu-
men del equipo.

Lossistemasdefiltracion através defibras presentan unaserie de desventajas: desprendimiento
de fibras que contaminarén el filtrado, modificacién de las caracteristicas quimicas de la solucion
(amianto), gran absorcion del material, baja velocidad de filtracion.

Cuando € sistemavaaser utilizado como esterilizante, podemos utilizar algunos microorganismos
como indicadores. Asi parafiltros de 0,2 1 se utilizan suspensiones de Pseudomonas diminuta, no
debiéndose encontrar €l filtrado contaminado con estos microorgani Smos.

CONTROLES DE ESTERILIZACION Y DE ESTERILIDAD

Esnecesariorealizar controles paraasegurar que el proceso de esterilizacion utilizado hasido €l
adecuado, asi como también para evaluar € buen funcionamiento de los equipos.

ControlesdeEsterilizacién: son aquellos controles que serealizan paradeterminar si todas|as
condiciones del método empleado en la esterilizacién de un determinado producto u objeto fueron
cumplidas.

A CONTROLES

|| BIOLOGICOS
1 - CONTROLES DE 1. Termocuplas
ESTERILIZACION 2. Sustancias de Punto
B B. CONTROLES R ¥
- i > 2 Fusion ConocriD
Fisico-Qcos.

3. Indicadores Cicos,
4. Controles Especificos

a. TRANSFERENCIA DIRECTAA
J y MEDIOS DE CULTIVO

2 - CONTROLES
DE ESTERILIDAD

— +| b. FILTRACION POR MEMBRANAS

§|- »| ¢. CONTROL DE AREAS ESTERILES
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Controles de Esterilidad: son aquellos controles que se redlizan sobre alicuotas del material
esterilizado, con el objeto de comprobar latotal ausencia de microorganismos en el mismo.

1. CONTROLES DE ESTERILIZACION
1. A - CONTROLES BIOLOGICOS DE ESTERILIZACION

Estan constituidos por cepas de microorganismos deresistenciaconocidaal agente esterilizante,
es decir, una resistencia superior ala que presentan los contaminantes comunes, de tal manera que
una suspension de estos gérmenes colocados en lugares representativos del elemento esterilizante,
permita asegurar que su esterilidad representa un indice seguro de esterilidad del conjunto.

Como yasedijo, estos controles se col ocan entremezclados con el material aesterilizar y prefe-
rentemente en aquellas zonas donde sea mas dificil 1a penetracion del agente esterilizante.

Comunmente se los utilizaimpregnados en soportes para facilitar su manipulacién.

Estos pueden ser:

a.- Tiras de papel inoculadas, envueltas en envases individuales.

b.- Ampollas con medio de cultivo incorporado (Self Contained), en los que el dispositivo ino-
culado con los microorganismo entraen contacto con el medio de cultivo, unavez activado €l dispo-
sitivo, mediante larupturadel contenedor de dicho medio de cultivo (generalmente unaampollitade
cristal contenidaen € interior de laampolla principal de pléstico). El resultado se observa mediante
el cambio (+) o no (-) del color inicial del medio de cultivo.

Cabe acotar que este sistema no se puede aplicar para el control de aquellos productos gue son
elaborados asépticamente, o esterilizados por filtracion.

Para estos casos se emplean un sistema de control por filtracién a través de membranas, las
cuales luego de ser tratadas se transfieren asépticamente a un medio adecuado, para su posterior
andlisis.

METODO DE ESTERILIZACION INDICADOR
Vapor [Autoclave) B. sfearotirermopiiius
Calor Seco (Estufa) . tefani (Cepa no Patdgena)
Oxido de Etileno 8. sutiis (Var Niger); B. globigii
Radiaciones lonizantes 8. pumiius

Indicadores Biol 6gicos Sugeridos Por La USP. XIX Edicién.

1. B. CONTROLES FISICOQUIMICOS DE ESTERILIZACION

Son dispositivos disefiadosy calibrados para detectar fall as en los pardmetros de esterilizacion.
Su funcién principal es controlar la homogeneidad de dichos parametros en las distintas zonas de la
carga o lote de esterilizacion.

Su colocacion esen € interior de paquetesy envasesy, de ser posible, en los sitiosinternos del
producto.

1* Termocuplas. Sirven paracontrolar ladistribucion homogéneadel calor durante el proceso
de esterilizacion.

Estas consisten en sondas que son colocadas en |os puntos de dudosa distribucion junto con la
cargaa ser procesada, registrando de esta manera la Temperatura dentro del recinto. Se trata de dos
metal es que estan en contacto entre si, y por diferenciade temperatura generan unacorriente, permi-
tiendo determinar latemperatura en funcién de laintensidad de corriente generada.

Mediante una ampliacién del equipo podemos registrar la Temperatura dentro del recinto y €
Tiempo en que esta misma se mantiene.
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2* Utilizacién de Sustanciasde Punto de Fusion conocido: se utilizan sustancias que fundan
ala temperatura de esterilizacion o justo por debajo de la misma. Por g., para las autoclaves (T=
121°) se suele utilizar Anhidrido Succinico por que funde a 120°. Para aquellos procesos a 115° se
pueden utilizar Azufre con un punto de fusion (115°) o Acetanilida que tiene un punto de fusion
(116°), Antipirina con un punto de fusién (114°).

Estas sustancias pueden venir selladas en tubos capilares o también en dispositivos que permi-
ten medir en forma conjunta la Temperaturay el Tiempo de esterilizacion.

3* Indicador es Quimicos. son aquellos indicadores que sufren modificaci ones generadas por
el tratamiento por calor sobre reactivos especiales y que generalmente se ponen en evidencia por
cambio de coloracién através de indicadores de pH.

Basadas en el mismo principio existen esterilémetros, que son tiras de papel marcadas con
Oxidos minerales que cambian de color a alcanzar determinadas temperaturas.

Modernamente estas tiras viran de color de forma sectorial e indican no tan solo que se ha
alcanzado la temperatura, sino que también el tiempo. Cada seccion precisa de mayor tiempo de
accion paraque vire de color.

4* Controles Especificos de esterilizacion: existen ademas los controles de esterilizacién es-
pecificos para cada caso en particular por g emplo:

a.- Oxido de etileno: se utilizan sobres de polietileno que contiene solucion de MgCl, y un
indicador de pH, el cual permite medir la penetracion del gas através de las paredes. Esto se poneen
evidencia por el desprendimiento de HCl, tras la exposicion a agente esterilizante.

Oxido de etileno

b.- Radiaciones. Se utilizan trozos de cloruro de polivinilo coloreado, cuyo color vira por la
liberacién de HCI. Sirve como un método de control del agente esterilizante.

Rad. g
CLPOIIV. oo > HCI

c.- Filtracion. Los filtros que se utilizan para lafiltracion deben ser validados. El factor més
importante paravalidar un filtro de 0,22 esla eleccién del microorganismo.

La FDA recomienda utilizar para filtros de 0,2 p suspensiones de Pseudomonas diminuta
(Brevudimona diminuta). Este microorganismo es la bacteria més peguefia hallada en un proceso
farmacéutico, su tamario es de 0,68 mm por 0,31 mm, no debiendo encontrarse € filtrado contamina-
do con este microorganismo.

Para la validacion de filtros de 0,1 mm se utilizan micoplasmas de la especie Acholeplasma
laidlawii, cuyo tamafio es de 0,27 mm por 0,27 mm.

Lavalidacion de las membranas de nanofiltracion utiliza virus, como ser el virusdelapoalio, €
reovirus 3, el SV 40, € virusdelaleucemiao e HIV.

También se utilizan aerosoles de Dioctil Ftalato, que dan particulas de 0,3 m, definiéndose la
eficienciadel sistemaen funcion del porcentaje de retencion de estas particulas.

d.- Controlesde esterilizacion de autoclaves

Resultaindispensablelarevisiony el control del perfecto funcionamiento del autoclave, duran-
tetodasu vidatil, yagque es un equipo que trabaja soportando altas presiones de vapor. Se requieren
realizar las siguientes pruebas:
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Pruebas de Presion Hidraulica: esta se realiza sometiendo a la autoclave a un exceso de
presién no inferior a 50% de la presién de trabajo, como resultado no se debe observar pérdida de
liquido en ninguna de las conexiones, ni deformaciones en la cubierta, ni en el fondo.

Pruebas de Vacio (para control de Hermeticidad): se controlalaseguridad de lasvalvulasy €l
tiempo de conservacion de vacio en la autoclave cerrada, ademas se puede determinar las posibles
fugas entre ambas cdmaras, produciendo el vacio en una de €ellas, con la valvula de comunicacion
cerraday comparando la diferenciade presion. Se puede emplear también esta prueba para controlar
la eficacia de labomba de vacio, determinando el tiempo en que se lograla minima presion.

Pruebas para el control dela distribucion homogénea del calor: se utilizan termocuplas o
termémetros de maxima convenientemente distribuidos en los puntos de dudosa homogenei dad.

2 - CONTROLES DE ESTERILIDAD

L as pruebas de esterilidad se fundan en un andlisis estadistico que tienen por objeto revelar las
contaminaciones por microorganismos. La experiencia hademostrado que ningin proceso de esteri-
lizacion, ni alin superando |os ensayos de esterilidad, puede of recer absol uta seguridad sobre la sepa-
racion de todos |os gérmenes. Lo més que se puede conseguir es una probabilidad de que € producto
sea estéril aun cuando en algunos casos esa probabilidad sea muy grande.

Existen dos métodos parallevar a cabo este test:

a) Transferencia directaamedios de cultivo.

b) Filtracion por membranas.

Se tomara un porcentaje preestablecido del material esterilizado que dependera del tamario del

lote. EI mismo se recogera de | os lugares donde haya unamayor dificultad paralallegada del agente
esterilizante.

2. A. TRANSFERENCIA DIRECTA A MEDIOS DE CULTIVO

PERIODO DE TEMPERATURA
| h
MEDIC DE CULTIVO fPo INCUBAGCION DE IMCUBACION
Tioglicolato A bi
ioglicola naerobio- + dias 305 - 369G
aarobio.
Digerido de Casel
'genac _E aseing Aerobio 7 dias )¢ . 25°C
Sabaouraud Aerobio. 10 dias 220 - 25°C
Caldo peptonado Aerobio, 10 dias 32°-35°C
Caldo glucosado Asrobic. 10 dias 32°- 35°C

Consiste en transferir una muestra representativa a medios de cultivo apropiados que permitan
el desarrollo de cualquier tipo de agente contaminante. Para ello esta determinado en farmacopealos
mediosy las condiciones de cultivo. Estos medios son:

Para larealizacion del Test de esterilidad se toma la muestra, se transfiere alos mediosy se
incuba durante 14 dias. Se analiza el crecimiento por turbidez o por crecimiento superficial.

- S no se observa crecimiento se dice que la muestra cumple con €l control de esterilidad.

- Si se observa crecimiento pero se cree que se ha cometido errores durante el test, se declara

invalido y serepite.

- Si no se han cometido errores durante el test y se observa crecimiento es que lamuestrano esta

estéril.
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Se debe ensayar también la capacidad de los medios utilizados para promover € crecimiento
microbiano con lafinalidad de evitar falsos resultados. A este ensayo se lo Ilama Test de promocién
de crecimiento el cua se realiza con microorgani Smos patrones que presentan marcadas exigencias
nutricionales.

| MEDIO DE CULTIVO : MICROORGANISMO
Bacifius subtiis (aer.)
Tioglicolato Candiga albicans (aer.)

Bacleroides viNgatus (aer- anger.)

Digerido de Caseina Soja Bacillus subliiz (aer.)
Candida allicans (aer.)

Los medios deben ser inoculados con baja cantidad de microorganismos e incubados luego
durante 7 dias, a cabo de |os cual es debe observarse abundante desarrollo.

Se debe prestar atencion a la presencia de sustancias con propiedades bacteriostaticas o
fungistéticos, para prevenir un falso negativo.

Para estos test se siembran los medios de cultivo con los microorganismos de ensayo, pero
colocando ademaés un alicuota de la muestra a testear, se los incuba en las condiciones sefialadas y
debe observarseigual dad de crecimiento como cuando no se habiacolocado laalicuotadelamuestra.
En caso contrario se demuestra la propiedad inhibitoria de la muestra, y por lo tanto se varian las
condiciones del ensayo.

2. B. FILTRACION POR MEMBRANA

Paraeste método el sdlido o el liquido se disuelven en solventes adecuadosy sefiltraatravésde
membranas de 0,45 - 0,20 u de poro, que sean capaces de retener las posibles bacterias presentes en
lamuestra. Luego setomaasépticamente € filtro, sedividey se siembraen los medios anteriormente
citados.

Por ejemplo, parael ensayo de esterilidad de inyectabl es con vehicul o aceitoso, se procede dela
siguiente manera: sefiltrael aceite con ligero vacio através de un filtro de membrana, gue luego se
lavacon unasolucién de 0,1% de Triton X 1007, paraquitar losrestos de aceite, asu vez losrestos del
tensioactivo se eliminan por lavado con solucion de peptona a 0,1%; luego se procede a dividir €l
filtroy se siembra en los medios adecuados.

2. C. CONTROLES DE ESTERILIDAD DE LAS AREAS ESTERILES

Lamayoriadelos contaminantes ambiental es son particul as microscépi cas que se mantienen en
e aire unlargo tiempo y que seglin su tamafio pueden recorrer largas distancias antes de sedimentar.

En laindustria farmacéutica es necesario contar con recintos en donde €l nivel de contamina-
cion sea lo mas baja posible, como en areas de preparacion de inyectables, productos liofilizados y
aguellos productos que no se esterilizan en su envase final.

El control de estosrecintos serealizaexponiendo placasde Petri con medio nutritivo sélido en
diferentes lugares de los locales. Estas placas se dejan abiertas durante un tiempo variable (30- 607).

Lacuentade las colonias gque resultan luego de laincubacion, permite estimar laeficaciade la
esterilizacion y también las zonas de contaminacion.

Lafiltracion deaireatravésde membranasfiltrantes que se colocan luego en medios nutri-
tivos, es otro recurso de interés.

Otro procedimiento eslatoma de aire con Captadores Ander sen, que son captadores de aire
provistos de medios nutritivos gel osados. La capacidad de captacion de aire esde 0,3 m3/min. durante
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tiempos variablesde 5" a 15". En forma paralela se utilizan placas de Petri fijas, sobre €l piso o las
superficies de trabajo, durante tiempos variables. El control se realiza una o dos veces por semana.
Para probar la calidad del flujo laminar que se aplica es importante determinar el tiempo de
retorno del ambiente a la esterilidad luego de la contaminacion; para esto se diseminaen lasalaun
aerosol muy concentrado de Serratia marcencens que se dejaen suspension 15,
Luego seponeenmarchad flujolaminar durante 1", al cabo de estetiempo seinstalan Captadores
Andersen y placas de Petri, contdndose las col onias que se forman luego de laincubacién.
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DESARROLLO DEL TRABAJO PRACTICO 1

PREPARACION DEL MATERIAL

Losaumnos seguiran lasinstrucciones del docente, realizando | as actividades que sean necesa-
rias paralograr materiales estériles para su posterior empleo en las préacticas microbiol 6gicas, selec-
cionado las mismas a partir de la siguiente secuencia de eventos que resume €l ciclo del material de
laboratorio de microbiologia.

1- ESTERILIZACION PREVIA

Unicamente paramaterial y equipo que hayasido utilizado con material infeccioso.

a Tubos, placas de Petri, frascos, etc.: Autoclave 1 Atm. 30 minutos.

b- Pipetas: como anterior o sumergir completamente durante un dia en solucion desinfectante
(Formalina, Fenol, Lisol, Creolina, Hipoclorito de sodio, etc. - a 10%).

2- LimPIEZA
a Raspado para eliminar partes gruesas de suciedad.
b- Hervido durante 10 minutos en solucion jabonosa (o detergente).
c- Cepillado individual de cada pieza, en solucion tibia.
d- Enjuagado 5 a 8 veces con agua corriente (caliente si es posible). Para pipetas: hacer pasar
una corriente de agua a presion, conecténdolas ala canillamediante un tapon de goma perfora-
do.
e- Enjuague final 2 a 3 veces con agua destilada.

3- Secabo
En canastos de alambre, boca hacia abajo. A temperatura ambiente, o en estufaa 60 - 80 °C.

4- REVISION

Todo materia de vidrio que quede manchado sera sumergido en solucién sulfocrémica durante
24 horas; luego un buen enjuagado, cepillado con o sin jab6n seglin seanecesario, y nuevo enjuagado
8 veces en agua corriente.

5- PREPARACION

Tubosy frascos. tapon de algoddn, dispuestos en canastos de alambre, la boca hacia arribay
cubierto todo con papel.

Placas de Petri: envolverlas individualmente en papel. Tambiéndea2 0 3.

Pipetas: filtro de algodédn en laparte superior y luego envueltas en papel arrollado bien gjustado.

Agujasy jeringas: envueltas en papel 0 en tubos especiales. Previamente cubrir el émbolo con
una delgada capa de vaselina liquida. (S se esterilizara en autoclave, preparar las dos partes de la
jeringa desarmada).

Frascos con tapa esmerilada: envolver la parte superior o totalmente en papel. (Si se esterili-
zara en autoclave, debera colocarse unatira de papel entre latapay € cuello del frasco, para que
permitaentrar € vapor).

6- Esterilizacién Final

Material de vidrio o metal en general con tapones de algodén o cierre no hermético; jeringas
desarmadas, agujas: Autoclave 1 atmosfera, 20 minutos.

Material de vidrio o metal cerrado con tapa hermética; jeringas armadas. Exclusivamente en
estufa, 160°C, 2 hs.

Tindalizacién o Filtracion por Seitz, etc., paralos medios que se ateran con € calor fuerte.

Autoclave 11 a 15 Lbs. Segun € caso, por 15 minutos. Medios de cultivo
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Exclusivamente autoclave 12 a 15 Lbs., por 15 minutos o ebullicién si ha de usarse enseguida.
Material de gomae Instrumental.
Exclusivamente en estufaa aire seco, 170°C por 2 hs. Cera, vaseling, aceites, talcos.

Cada alumno dispondra el material preparado para esterilizar en estufa
0 autoclave seglin corresponda.

ESTERILIZACION POR CALOR HUMEDO
MANEJO DEL AUTOCLAVE

1 - Verificar el estado general del equipoy limpiezainterior.

2 - Llenar con agualaconcavidad del fondo (no sobrepasar |os orificios de labandeja), colocar
el falso fondo perforado y sobre este |os recipientes a esterilizar, debidamente acondicionados.

3 - Colocar latapaen posicion, gjustando lostornillos méviles en cruz, paraevitar € descentrado.

4-Abrir laespitaparapurgar y colocar € tubo de gomalargo sumergido en unalata con aguafria.

5 - Eliminacion de aire interior: encender el mechero (con lallama a méaximo), y verificar la
purgadel aire mantenido en €l interior del autoclave. Cuando el aireinterior se eliminatotal mente, €l
sonido del burbujeo se hace metalico, con golpes secos del vapor que reemplazo aaquel. El purgado
generalmente lleva 10 minutos desde e momento en que comienza a hervir.

6 - Comprobada latotal eliminacién del aireinterior, cerrar la espita suavemente.

7 - Retirar €l tubo de gomadel aguade control de borboteo. Regular el mechero paraun aumen-
to regular y lento de la presion.

8 - Un vez alcanzada definitivamente la estabilizacion de la indicacién manométrica, en la
presién de trabajo para la esterilizacion, controlar su constancia, regulando la [lama del mechero
(fuego del mechero a minimo o fuego corona).

9 - Controlar €l tiempo de esterilizacion a partir del momento de estabilizacion delapresion en
el valor deseado (generalmente 15 minutos a 1 Atm de presion).

10 - Apagar € mechero.

11 - Dgjar enfriar completamente. Esperar aque se descomprimael aparato, el manémetro debe
volver acero.

12 - Abrir laespitaafin deigualar las presiones dentro y fueradel autoclave.

13 - Abrir lostornillos méviles en cruz.

14- Si se hade volver a esterilizar nuevamente, reponer agua fria en el fondo, caso contrario
limpiar y secar perfectamente.

QUE NO DEBE HACERSE

NUNCA purgue demés, yaque variarael volumen delos medios, soluciones, etc. Recuerde que
esta hirviendo.

NUNCA cierre la espita fuertemente. Las sales del agua y el efecto de la dilatacién de los
metal es harén que no la pueda abrir con facilidad unavez finalizada la esterilizacion.

JAMAS abra el autoclave si la presion manométrica no esté en cero. Recuerde que la presion
gueindicael manémetro estapor encimadelanormal. Esdecir, autoclavar al Atm, significaal Atm
por encima de la presion atmosférica normal (760 mm Hg.). La descompresién brusca:

a) dafa el aparatoy

b) desprende | os tapones de tubos y Erlenmeyer.
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ESTERILIZACION POR CALOR SECO

Normas generales de uso de Estufa de Esterilizacion
1 - Cargar laestufaen formata que:
a) No impidala conveccién de aire.
b) El material no toque las paredes.
2 - Controlar laposicién del termémetro (el bulbo no debetocar lacarcazametdlicani lapuerta)
pues se podrian registrar temperaturas falsas mayores alas reales.
3 - Poner en funcionamiento.
4 - Cuando acanzalatemperatura deseada, comenzar a contar el tiempo de esterilizacion.
5. Terminado €l tiempo de esterilizacion, dejar enfriar antes de retirar el material.

CONSERVACION DEL MATERIAL ESTERILIZADO

» Material que hayasido esterilizado en autoclave: secar papel y tapones de algodén dejando en
estufaa 37°C un dia.

» Medios de cultivo: igual tratamiento para secado y para control de esterilidad.

» Material con envolturade papel rota o perforada: envolver y esterilizar nuevamente.

» Todo material esterilizado sera guardado en cajones o armarios a abrigo de latierra, afin de
evitar contaminaciones.

» Medios de cultivo serén conservados en la heladera (hasta que se observa desecacion en los
medios solidos). Algunos medios no admiten conservacion por largos periodos, (Ios medios
comunes pueden conservarse a temperatura ambiente largos periodos si son tapados con tapo-
nes de goma esterilizados, bien gjustados).

Pasado un cierto tiempo, de uno a tres meses sin haberse usado € material,
este deberéa volver a esterilizarse.

CONTROL BIOLOGICO DE ESTERILIZACION

Objetivo. Se procedera al control bioldgico de los procesos de esterilizacion para calor seco y
himedo.

MATERIALES NECESARIOS:
1. Microorganismos:. papelesdefiltroimpregnados con esporos de Bacillus Sear othermophilus
y Bacillus Subtilis variedad meger (globigii).
2. Mediosdecultivo: disponer de 7 tubos de hemdlisis esterilizados, con 3a5 ml. del medio de

cultivo.

Composicion:

Peptona............c.c..... 0,5%
Extracto de carne......0,3 %
Glucosa........coceeeenne. 1 %

Purpura de Bromocresol (indicador de pH)

3. Pipetasde5a10 ml. estériles.
4. Ampolleta para control de autoclave.
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MEeTobos
Control de esterilizacion de la Estufa

A) Colocar en cada uno de los 7 tubos unatirade papel de filtro impregnada en una suspension
de esporos de Bacillus Searothermophilus y someterlos alos siguientes tratamientos:

TUBO 1: Sin tratamiento (control de viabilidad de esporos).

TUBO 2: Caor himedo (110° durante 30") a vapor fluente.

TUBO 3: Cador himedo (121°C, 1 Atm., 15") a presién de vapor.

TUBO 4: Calor seco (160°C durante 5').

TUBO 5: Calor seco (160°C durante 15').

TUBO 6: Calor seco (160°C durante 60').

TUBO 7: Sin tratamiento (control de medio de cultivo).

B) Incubar cadatubo a50°C durante 7 dias. Seredlizalalecturaalas24 hs. y alossiete dias. Se
procede aleer, anotar e interpretar los resultados.

Control de esterilizacién del Autoclave
Para este método se disponen de ampollas comerciales, las que se ubican junto al material a
esterilizar en lugares donde la esterilizacion es mas dificultosa.

Transcurrido el tiempo de esterilizaci én poner aincubar estasampollasy un control sin autoclavar,
a56°C durante 24 a48 hs.
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MICROSCOPIAY EXAMEN MICROSCOPICO EN FRESCO

OBUJETIVOS

» Reconocer la utilidad de la microscopia en la observacién del mundo microbiano.

* Observar y reconocer estructuras celulares en un examen en fresco empleando diferen-
testécnicas.

* Valorar laimportancia de esta observacion como herramienta microbiol gica.

INTRODUCCION

Las células bacterianas no se ven con facilidad al microscopio Gptico debido aque su indice de
refraccion essimilar al delamayoria de los medios en suspensi6n acuosas, sin embargo suspendidas
englicerol, en soluciones no acuosas o tefiidas, pueden ser observadas. Losflagelosy pelosno seven
por que estan por debajo del limite de resolucion del microscopio optico.

MICROSCOPIA

Lamicroscopia esla cienciade los usosy aplicaciones interpretativos de 10s microscopios.

L os dos objetivos principal es de la microscopia son:

« laformacién de unaimagen magnificada con lamenor cantidad posible de defectos dpticos;

* el logro del contraste, que se basa en la observacion diferencia de la luz entre la muestra
estudiaday su medio.

El microscopio éptico se utiliza para ver bacterias que varian desde 0.5 a 10 micrometros de
tamafio (Fig. 1).

Haamophius — -
infiuanzae ED““EME’M"‘?;”:“
a3um 3 um x u
¥k 0.5-2um
Bacilus anthracis
1 umx 310 um s
7 Rickelsias ) Limite de la visidn |
Wirus de la Mveomasms i i
il yeopasma humana
Paliomieltis o4 um I
eritrocito !
Reao- Pax- !
Virus Virus i )
 Prolozoaarios
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! L | 111 | | | | | | | | | | 1
<-Escala(micrones) __________ ... >
SRRSO . skl ofoiesiet > A
Rango del microscopio electranico Rango del micrescopio aptico
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La mayor parte de las baclarias

Figura 2.1: Escala representativa. Tamafios relativos (Tomado de Microbiologia, Zinsser).
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EL MICROSCOPIO OPTICO

El Microscopio 6ptico consta los siguientes sistemas:
1. Sistema se soporte o0 parte mecanicadel microscopio.
2. Sistemade iluminacion.
3. Sistema Optico.
4. Sistema de ajuste o enfoque.

1. Sistema de soporte: también denominada parte mecanica del microscopio. Se denomina
parte mecanicadel microscopio a conjunto de elementos que tienen por objeto realizar las operacio-
nes de sostén y movimiento del sistema dptico compuesto por: columna, tubo, platinay subplatina.

El pié es la parte sobre la que asienta el microscopio. El brazo sostiene en realidad todo el
equipo delentesal que se une por un sistemade cremallera. El revélver esun piezagiratoriaen laque
seenroscan laslentes objetivas (3/6). El cabezal esel dispositivo que sostienelosoculares, dentro del
mismo se ubicad prismaque dirige laimagen acadaocular. Laplatinaes €l sitio donde se colocala
muestra, gjustada por el carro que es un dispositivo que permite, mediante tornillos de mando, efec-
tuar desplazamientos de atras adelante y de derecha aizquierda.

Oculares ———_
_— Cabezal
Revalver Brazo
Objetivos
Desplazamiento platina
: Macrométrico
Platina
Micrométrico
Foco
Condensador
-
o v\.‘

Figura 2.2: Microscopio Optico (Tomado de www.rch.ufmg.br).

2. Sistema de iluminacion: esta constituido por las siguientes partes: fuente de luz, espejo,
condensador, diafragmay filtros.

Como fuente de luz puede utilizarse la luz natural o luz artificial eléctrica (foco). El espejo se
coloca debajo del condensador en los microscopios desprovistos de fuente luminosa y sirve para
reflgjar laluz natural o de un foco luminosos externo, dirigiendo los haces através del condensador.

La regulacion de la luz que ilumina al objetivo es de gran importancia en € estudio de las
bacterias.

El condensador, se emplea para concentrar |os rayos de luz sobre la preparacion, para el exa-
men deinmersion (100X), el condensador se elevaal nivel delaplatina, paralograr el maximo deluz.
(Ej. Coloracion Gram). En laestructura del condensador estéaincluido el diafragma.

El diafragma controla el didmetro del circulo deluz, asegura que laluz que sale del condensa-
dor Ilene exactamente € lente objetivo. Cuando se lo cierra, puede impedir el pasaje de los haces
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luminosos, con lo cual suelen aveces mejorar lavisualizacion de algunos detalles microscopicos. (Ej.
En el examen en fresco: condensador bajo y diafragma cerrado para 40X).
Genera mente | os bajos aumentos requieren: condensador bajo, y diafragmacasi obturadoy, los
aumentos grandes (lente de inmersion): condensador alto y diafragma completamente abierto.
Existe una extensa variedad de filtros para utilizar en las observaciones microscopicas. Habi-
tualmente el méas usado es €l filtro azul, que suministra unaluz en las preparaciones donde prima el
color azul, disminuyendo laintensidad del rojo.

3. Sistema Optico: comprende las lentes denominados objetivos y oculares (ver més abajo Ti-
pos de objetivos). También incluyen los prismas que forman parte de |os microscopios binocul ares.

El microscopio compuesto |levaesta denominacién por estar formado por dos sistemas de lentes:

« Lalente por lacua mirael observador es el ocular que funciona como unalupay sirve para

observar y aumentar laimagen real formada por el objetivo.

* Lalente mas préximaal objeto se llama objetivo.

Los OBJETIVOS se pueden clasificar en cuatro grupos:

1. Objetivos secos: en ellos seinterponedirectamente el airey lalente frontal. Seguin su aumen-

to se distinguen el seco débil (de poco aumento 10x), y €l seco fuerte (10x 0 45x).

2. Objetivosdeinmersion: entrelalentefrontal y €l objeto seinterpone un liquido deindicede

refraccion superior al aire, por gjemplo, aceite de cedro (liquido viscoso que no se secay es

refractivamente estable).

L os menores aumentos del microscopio se emplean para € estudio de colonias bacterianas,
movilidad general y morfologiade mohosy levaduras, pero si se quieren ver detalles morfol 6gicosde
las bacterias debe emplearse € objetivo deinmersion.

3. Objetivos especiales; como los de | os siguientes microscopios:

a) Campo Oscuro: se utiliza para el examen de microorganismaos no teflidos en suspensiones

liquidas Ej. Espiroquetas.

b) Contraste defases: se usaparavisualizar bacteriasvivasy pararevelar algunos detallesde su

estructurainterna, capsula, endosporas, particulas citoplasméticay pared celular.

¢) Interferencia: se utiliza paralograr un efecto de profundidad y dimensionalidad.

d) Ultravioleta: utilizan radiaciones de menor longitud de ondasituadas en € espectro ultravioleta,

se utiliza parala observacion de espiroguetas.

€) Fluorescencia: se utiliza actualmente paralocalizar antigenos y anticuerpos en las células o

tejidos.

4. Objetivosde correccion: como en todo sistemadptico, es necesario corregir enlosobjetivos

losfendémenos de aberracion crométicay de esfericidad paraunamayor nitidez en lasimégenes.

La amplificacion total de un microscopio compuesto es €l producto de las amplificaciones de
sus lentes objetivo y ocular.

Una propiedad importante de un microscopio es su poder de resolucién, o sea su capacidad
para mostrar como distintos y separados dos puntos que se encuentran cercanos. A mayor poder de
resolucion, mayor es la definicion de un objeto.

La resolucion més alta posible en un microscopio de luz compuesto permitird ver un objeto
cuyo didmetro es de 0,2u (micrémetro) o 0,0002 mm.

4. Sistemadeajuste 0 enfoque: compuesto por lostornillos macroy micrométricoy el conden-
sador. Paralograr laformacion delaimagen en el microscopio, se dispone de dostornillos con ruedas
de cremallera, que permiten hacer movimientosde ascenso y descenso del tubo Gptico, € macrométrico
€ ecuta movimientos mayores o groserosy, € micrométrico (perillade menor tamafio), realiza movi-
mientos finos o pequefios. El condensador puede ser regulado en sus movimientos de ascenso y
descenso.
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EL MICROSCOPIO ELECTRONICO DE TRANSMISION

El microscopio electrénico presenta mayor poder de resolucion y permite la observacion de
componentes estructurales de membranas y estructuras subcelulares como los flagel os, Pili, etc. Al

M.E. no se observan tejidos vivos.
El limite de resol ucién alcanzado es muy superior a M.O. Ej

. 100.000 X, como después pueden

ampliarse las fotografias obtenidas € aumento puede ser mucho mayor hasta 1.000.000 X.
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a}- Microscopio dplico

b)- Microscopio electronico
de transmision

o= Microscopio electronico
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Figura 2.3: Esquema de un microscopio optico (a) frente al microscopio electrénico de transmision (b) y el microscopio
electrdnico de barrido (c).

La fuente de luz esta constituida por un filamento de tungsteno calentando por una corriente
el éctrica que emite un haz de el ectrones. Emplea un haz de electrones en vez de un haz de luz.

Este haz es concentrado sobre el objeto por la accidn de un primer campo magnético que hace
las veces de condensador. Unavez atravesado €l objeto, |0s el ectrones se someten ala accién de otro
campo magnético que actia como objetivo formado unaimagen real, aumentada o invertidadel obje-
to (Fig. 2.3).

Los rayos de esta imagen intermedia vuelven a ser enfocados por otro campo magnético que
actlia como ocular de proyeccion y origina, sobre la pantalla fluoroscépica o la placa fotogréfica, la
imagen definitiva que esreal aumentaday derecha respecto del objeto.

Todo € dispositivo estd rodeado por una cubierta metalica hermética 'y en su interior debe
existir un vacio extremo.

L os preparados deben ser sumamente del gados aproximadamente 0,5 milimicras, paraello se
emplean sales de metales pesados (plomo osmio, paladio) este proceso se llama sombreado que da
aspecto derelieve.
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EXAMEN MICROSCOPICO EN FRESCO

La morfologia de los microorganismos puede examinarse de dos formas: observando
microorganismos vivos sin colorear (en fresco) y observando células no viables tefiidas con coloran-
tes. El examen en fresco no solo permite observar microorganismos, sino que podemos observar
células sanguineas que orientan a diagndstico o ala correcta recoleccion de lamuestra.

Toda muestra que ingresa al laboratorio de Microbiologia debe examinarse en forma: macroy
microscopica, paraevaluar su calidad y adecuar |os procedimientos a seguir.

ExameN MAcCRoscOPICO

Consiste en abtener informacion asimple vistaen cuanto alanaturalezay calidad delamuestra
en cuestion teniendo en cuenta paraello lo siguiente:

1) Tipo de recipiente.

2) Cantidad de material.

3) Aspecto (limpido, turbio, etc.).

4) Presenciadeolor.

5) Aparienciapurulenta.

6) Presenciade gas.

Todo esto puede darnos valiosas pistas en cuanto a la naturalezay calidad de las muestras en
cuestion.

ExameN MicroscopPico

Serealizamediante el empleo de técnicas e instrumentos especificos.

La observacién al microscopio Optico de bacterias, hongos, levaduras, puede orientar haciala
posible fuente de contaminacion, o a la deteccién de algin error concreto en un punto dado del
procesamiento industrial (gj. temperatura).

Existen distintas técnicas que nos permiten observar ciertos microorgani Smos:

* Montaje Directo

Si lamuestraaobservar esliquida, g. orina, solucién fisiol6gicaturbia, jarabe, etc., setomauna
pequefia porcién de la muestra con el ansa ojal estéril y se coloca entre portay cubreobjetos (Fig.
2.4a). Paraevitar laformacién de burbujas, €l cubreobjetos debe colocarseinclinado y unavez que el
liquido se extienda en su borde, se deja caer lentamente. Se realiza la observacién en microscopio
Optico a 10x 0 40x.

* Montaje en solucién salina

Sobre un portaobjetos se suspende unagota de sol ucién salinay una pequefia cantidad de mues-
tra(Fig. 2.4b). Con un ansa, se realizala extension de la muestra en la gota de liquido. Se coloca un
cubreobjetos y luego de esperar un tiempo para sellar con esmalte de ufias. Para evitar desecacion,
puede rodearse con VasPar (mezcla de Vaselinay Parafing). Se observa en 10x o en 40x.
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j / / : a) montaje ﬁirectt/

b) montaje en solucion salina

L oy Ol 7

'y Colocar la muesira Extension con ansa
&..s? Muestra —_— I/ 5 ]/:olm:ar cubrechialos
Paso 1 Paso 2 Paso3y4

Figura 2.4: Montaje himedo entre portaobjetosy cubreobjetos: 1) Esterilizar el ansa en lallama del mechero, 2) Tomar la
muestra con €l ansa estéril y enfriada, 3) a. Muestra liquida: montaje directo, b. muestra sélida o pastosa: montaje en
solucion salina, 4) Colocacion del cubreobjetos, la muestra se extiende con el peso del cubreobjetos.

* Técnica de la gota pendiente

Se realiza en portaobjetos excavados. Generalmente se utiliza para observar movilidad de los
microorganismos. Hay menor distorsion por el peso del cubre, primero se observaen 10X buscando
€l borde de la gota, unavez colocado se pasa a 40X. Se utiliza condensador bajo para producir una
iluminacion moderada.

* Montaje en Hidréxido de Potasio

Se emplea una solucién de Hidroxido de potasio a 10 % paralograr la apertura de las células
escamosasdepid, peloy ufia. Ayudaadetectar  ementosflingi cosen muestras que contienen queratina.
El KOH disuelve la queratina de fondo desenmascarando |os el ementos fungicos hasta hacerlos mas
visibles (Fig. 2.5).

Figura 2.5. Hifas en muestras de piel.

* Montaje en lodo

Se utiliza solucion de Lugol (loduro de potasio — Yodo), para observar materias fecales, se
visualizan mas facilmente protozoos, huevosy larvas de helmintos. El lodo tifie nicleosy organelas
citoplasméticas (Fig. 2.6).
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Huevo de
Tasnia (40X)

Ascans Lumbncoides
Huewo de Ascaris Hueva decoricadal 40X)
Lumbricoides (40X)

Huevao de Uncinarfas (40

Cluiste de Entamosba
coll. Lugal (40X)

Larva de Enfarobius
vermiclans (40X)

Figura 2.6. Huevos, larvas y quistes de parasitos de importancia en Parasitosis humanas.

* Técnica de la Tinta China

Se empleaparavisualizar cipsul as de al gunos microorganismos como lalevadura Cryptococcus
neoformans en Liquido cefalorraguideo. Latinta chinada un fondo semiopaco contra el cual se ven
las cépsulas clarasy brillantes.

Figura 2.7. Capsulas de Cryptococcus en tinta china.

* Técnica de la Cinta adhesiva

Se emplea para la visualizacion microscépica de estructuras fungicas. Sobre un portaobjetos
colocamos una gota de agua destilada. Retiramos un trozo de 2-3 cm. de cinta adhesivay lo coloca-
mos sobre el hongo desarrollado en placa de Petri. Las estructuras fungicas se “pegan” alacinta, la
cual se coloca sobre lagota del portaohjetosy se observaa M.O. a10X y 40X (Fig. 2.8).
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Figura 2.8. Estructuras flingicas observadas con la técnica de la Cinta adhesiva.
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Los alumnos deberan realizar el examen macro y microscépico de las muestras asignadas por €l
docente, realizando |os procedi mientos apropiados para completar un informe detallado acercadela
muestra en cuestion.

EXAMEN MACROSCOPICO

Se dispondra de diversas muestras pararealizar |a observacion y descripcién macroscopicay la
valoracién en cuanto a naturalezay calidad de la muestra.

Registrar datos tales como: cantidad, olor, color, aspecto, consistencia, presenciade gas, granu-
los, sedimento macroscopico, pH, etc.

EXAMEN MICROSCOPICO. Observacion en fresco

MontajeDirecto. Si esun medio liquido, depositar unagotacon el ansa sobre el portaobjetosy
colocar un cubreobjetos. Observar al microscopio en 10x y 40x.

Montaj e en solucion salina. Si lamuestra es de naturaleza solida, previamente debera col ocar
unagotade agua sobre €l portautilizando el ansa, luego extender lamuestray luego seguir €l mismo
procedimiento que 1).

Montaje en Yodo. Las muestras de materia fecal se colocaran en una gota de Lugol sobre un
portaohjetos. Se coloca el cubreobjetosy se realizarala observacién microscopica a 10x y 40x.

Montajeen Hidr éxido de Potasio. Las costras de piel, ufia o pelo se montaran sobre una gota
de hidroxido de potasio a 10%. Colocar un cubreobjetos y dejar asentar a temperatura ambiente
aproximadamente 30 minutos. El preparado se puede calentar suavemente en lallama de un mechero
paraacelerar el proceso de aclaracion. No permitir que hierva. Observar en microscopio Gptico a 10x
y 40X.

Técnicadela Tintachina. Emulsionar sobre un portaobjetos una pequefia cantidad de lamues-
tra en una gota de tinta chinay colocar un cubreobjetos. La emulsion de contraste no debe ser muy
espesa, ya que puede bloguear totalmente la luz transmitida.

Técnica dela Cinta adhesiva. Colocar un trozo de cinta adhesiva de 6 cm de longitud, por €l
lado adhesivo, sobre el borde de una coloniafungicajoven. Retirar y extender sobre un portaobjetos
gue contengaunagotade L actofenol, azul de algodén. Observar inmediatamente al microscopio dado
gue luego de 10 o 15 minutos lacinta se opacay dificultalavisualizacion de los el ementos fungicos.
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TINCION DE MICROORGANISMOS

OBJETIVOS

» Conocer diferentes metodologias de Tincién para la visualizacion microbiana.

 Adquirir entrenamiento en |os diver sos procedimientos de tincion.

» Realizar la observacién microscépica de células procariotas y eucariotas coloreados con
diversastinciones.

« Valorar la importancia del empleo de coloraciones apropiadas en €l estudio morfol 6gico:
tamafio, forma y agrupacion de las célulasy en la identidad de microorganismos.

* Valorar la utilidad de la Coloracion de Gramy Zielh Neelsen en el andlisis sistematico de
muestras clinicas para €l diagndstico de infecciones bacterianas.

INTRODUCCION

Debido aquelasbacteriasy otros microorganismos son pequefiosy el indice derefraccion desu
protoplasma es muy cercano a del agua, es necesario efectuar coloraciones para visualizarlos ade-
cuadamente.

Lamayoriade |los colorantes usados en microbiologia son derivados de laanilina, y estan com-
puestos por uno 0 mas anillos bencénicos conectados por uniones quimicas asociadas ala produccion
de color, constituyendo grupos croméforosy laintensidad de un colorante es proporcional a nimero
deradicales cromoforos del compuesto. L os cromoforos méas cominmente hallados en |os col orantes
son:;

C=C, C=0, C=S, C=N, N=N, N=0O

A los colorantes se los designa como acidos o béasicos. Esto no nos indica necesariamente sus
reacciones de pH en solucion, sino més bien si una parte de la molécula es anidnica o cationica.

Colorantebasico: muchos delos col orantes cominmente usados estan cargados positivamente
(catidnicos) y se combinan fuertemente con los constituyentes celulares cargados negativamente,
como los acidos nucleicos y los polisacaridos acidos. Como gjemplo de los colorantes catidnicos
tenemos: azul de metileno, cristal violetay safranina.

Colorante &cido: otroscomo eosina, fucsinaéciday rojo congo estan cargados negativamente
(anidnicos) y se combinan con constituyentes celulares cargados positivamente, como numerosas
proteinas.

TIPOS DE TINCIONES

Son numerosas las coloraciones utilizadas para individualizar a microscopio los diferentes
microorganismos.

Se mencionan de fundamental importancia por su amplio uso las coloraciones de GRAM y
ZIEHL NEEL SEN, pero existen otras, por o que es conveniente dividirlas en simples, compuestasy
estructurales.
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SIMPLES

COMPUESTAS ¥ COLORACION DE GRAM
TINGIONES "| DIFERENCIALES TINCION DE ZIEL NEELSEN

—= | ESTRUCTURALES - TINCION DE ESPORAS

TINCION DE CORPUSCULOS
TINCION DE CAPSULAS

1.-Tincién simple: aquella en la que solo se utiliza un colorante, que generalmente tifie alos
microorganismos. Este tipo de tincion se denominadirecta.

Si el colorante proporciona una coloracién al fondo, sin aterar € aspecto de las células que
permanecen sin tefiir, latincion se denomina negativa.

La tincion simple permite observar morfologia celular, tamafio y agrupacion de los
microorgani smos.

2.-Tincion diferencial: es agquella que emplea secuencialmente dos colorantes que permiten
distinguir tipos de microorganismos en funcion de diferencias en su estructuray composicion quimi-

ca.
Latincion de Gram y laécido-al cohol -resistente, basadas en | as propiedades de la pared celular
bacteriana, son las més utilizadas.

3.-Tincion estructural: se utilizaparaidentificar y estudiar determinadas estructuras que pue-
den estar presentes en |os microorganismos. En |l astinciones estructural es se col orea (inicamente una
parte de lacélula

Se utiliza este tipo de tinciones para poner en evidencia la presencia de cdpsulas, endosporas,
flagelos o inclusiones (almidén, polifosfato, etc.).

TECNICA GENERAL DE TINCIONES

En todas las tinciones deben seguirse |0s mismos primeros pasos, como a continuacion se deta-
Ilay que se muestran en lafigura 3.1:

Pasos generales de unatincion:
1. Extension.

2. Fijado.

3. Adicion de colorantes.

4. Lavado.

5. Secado.

6. Observacién microscopica.
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Extensién P Fi jacién Adicidn del
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Lavado ' Secado al aire

Figura 3.1. Procedimiento general para realizar una tincién.

1- Realizar unaextension con el asade siembraesterilizada; paraello se tomauna pequefiagota
de cada una de las muestras y/o cultivos y se extiende en un portaobjetos limpio (Fig. 3.2). Si €
cultivo procede de un medio sdlido se coloca unagota de aguaen el portaobjetosy se mezclacon una
pequefia porcién de la muestra hasta formar una suspension homogénea, extendiéndola con el fin de
obtener unafinapelicula (Fig. 3.3). Posteriormente, se deja secar al aire o enlaparte dtadelallama
del mechero, pero no sedebe eliminar el liquido calentando el portaobjetos alallama porque pueden
distorsionarse las células.

Figura 3.2. Procedimiento empleado para realizar la extension de la muestra tomada desde un cultivo bacteriano en placa
de Petri.
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Figura 3.3. Técnica de extension de una muestra sobre portaobjetos.

2- Fijar lamuestra. La fijacion tiene como finalidad coagular el protoplasma de las células y
hacer que se adhieran al portaobjetos, siendo el calor el método mas utilizado paralafijacién, aungque
pueden utilizarse otros agentes, como €l alcohol (metanol) u otros compuestos quimicos. Lafijacion
con calor se recomienda cuando se trabaja con muestras de un cultivo sdlido; en muestras obtenidas
de un cultivo liquido es mejor hacer la fijacién con metanol ya que se retiene en el portaobjetos un
mayor nimero de células. Es necesario que la extension se haya secado antes de proceder alafija
cion, por elo se debe esperar hasta que € liquido de la misma se evapore. Lafijacion por calor se
lleva a cabo pasando varias veces la preparacion seca a través de la llama de un mechero, con la
extension hacia arriba. El calor desnaturaliza las proteinas y suele matar al microorganismo. Esim-
portante no excederse en este proceso para evitar que las bacterias se deformen o se rompan, siendo
suficiente que el portaobjetos se note caliente sobre el dorso de lamano, pero no demasiado.

3- Redlizar latincion. Para ello es necesario cubrir la preparacion con abundante colorante y
dejarlo actuar durante alguin tiempo.

4- Pasado ese tiempo, lavar con agualas preparaciones teflidas paraeliminar el exceso de colo-
rante, dejando caer con suavidad el agua sobre un extremo del portaobjetos, que se mantendraincli-
nado durante este proceso. No se debedirigir el agua con demasiada fuerza sobre la preparacion para
no arrastrar la muestra.

5- Eliminar el exceso de agua del portaobjetos golpeandolo ligeramente con cuidado por €
canto. Permitir que se seque la preparacion, bien utilizando un papel secante, sinfrotar, o bien dejan-
dola secar a aire, aunque lleva méas tiempo. Se puede dejar secar acercando el preparado tefiido por
encima de la [lama del mechero a unos 20 cm de la [lama para evitar el sobrecalentamiento de la
muestra tefiida que podria crear artificios indeseados.

6- Examinar la preparacién al microscopio con € objetivo de inmersion (100x), colocando,
previamente una gota de aceite de inmersién sobre la preparacion.

TINCION SIMPLE

Cuando solo se emplea un colorante paratefiir una muestra el procedimiento recibe el nombre
de coloracién simple o tincion simple. Estapermite apreciar en formarapidalamorfol ogiamicrobiana,
g .: células epiteliales, leucacitos, etc. Generalmente se usa el Azul de Metileno, que se puede utilizar
directamente en solucién acuosa, pero tiene el inconveniente de su comportamiento irregular, por lo
gue se aconsgjala siguiente férmula, entre otras:

Azul de Metileno........... 0,39
Alcohol de 95%............ 30 ml
Aguadedtilada.......... 100 ml

También pueden empl earse otros colorantes de uso habitual en el laboratorio como lafucsinao
el cristal violeta.

Realizar latincién cubriendo la preparacién con abundante colorante y dejarlo actuar durante
algun tiempo. Paralafucsinafenicadabastan de 15 a 30 segundos, para€l cristal violetaes suficiente
de 30 a45 segundos y para el azul de metileno de 3 a5 minutos.
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TINCION NEGATIVA

Permite conocer el tamafio y la morfologia de los microorganismos, realizando una coloracion
del fondo, sin que se coloreen las bacterias 0 las estructuras que se tratan de observar. Existen dos
tinciones negativas: 1) Tincién con Tinta china; y 2) Tincién con Nigrosina.

Tincion con Nigrosina
» Depositar una gota de la suspension de microorganismos (Escherichia coli y Saphylococcus
aureus) con un ansa de siembra esterilizada, sobre un portaobjetos.
 Afadir una gota de solucién de Nigrosinaal 10%.
* Mezclar totalmente y dejar secar d aire.
» Hacer una extension en otro portaobjetos mezclando una cierta cantidad de sarro dentario,
(extraido recientemente con un palillo estéril), con una gota de solucion de Nigrosina, hasta
conseguir una suspension homogénea. A continuacion secar al aire.
» Examinar las dos preparaciones con el objetivo de inmersién. Los microorgani Smos aparece-
ran sin teflir, en contraste con € fondo oscuro, pudiéndose apreciar su tamafio, formay agrupa-
cion caracteristicas.

TINCIONES COMPUESTAS Y DIFERENCIALES

Cuando se emplea mas de un colorante para tefiir unamuestra el procedimiento recibe el nom-
bre de tincion compuesta y debido a que no tifien de la misma manera a todos los componentes
celulares se denominan diferenciales. Los colorantes que se utilizan reaccionan de modo diferente
con los distintos microorganismos, generalmente debido a diferencias en la estructura y/o composi-
cion quimicade la pared celular de estos.

Como ya se ha mencionado, las més utilizadas son las de Gram, que nos permiten dividir alos
gérmenes en dos grandes grupos. Gram Positivos y Gram Negativos, seguin tomen o no el colorante
basico: Cristal Violeta o Violeta de Genciana, y la de Ziehl Neelsen que colorea los bacil os &cido-
alcohol resistentes como el agente etiol6gico de la Tuberculosisy laLepra.

COLORACION DE GRAM

Se usan dos colorantes, Cristal Violeta (colorante primario) y Safranina (de contraste). Sereali-
zaen cuatro etapas, las que se describen detalladamente en el desarrollo préactico de estaguia

Al aplicar el colorante primario, y mordiente, todas | as bacterias se tifien de color violeta, debi-
do alaformacién del complejo cristal-I.

El paso més delicado de la coloracién constituye la decoloracion (3% paso), donde las células
Gram positivasretienen al complejo Cristal Violeta-1odo, y las Gram negativas se decoloran comple-
tamente. Esasi que al aplicar el colorante de contraste (Fucsina), las células Gram negativas setifien
de color rosado.

El fundamento de la reaccion diferencial de Gram se basa en la estructura de la pared de las
células bacterianas (Fig. 3.4) Lapared Gram positiva presenta una barrera de permeabilidad frente a
laelusion del complejo colorante-1odo por parte del alcohol. Este mecanismo explicalaclasicaobser-
vacion de gue las bacterias Gram (+) a menudo se vuelven Gram (-) cuando envejece €l cultivo,
porque ciertas enzimas autocataliticas atacan la pared celular. Aparentemente, en las Gram (+) €l
alcohol deshidrata y ocasiona disminucién de la permeabilidad. Las c8lulas Gram (-), con mayor
contenido lipidico quelas Gram (+), presentan un aumento de permeabilidad alasalidadel complejo
colorante-l, (ademés, el acohol extrae lipidos).

47



CATEDRA DE MICROBIOLOGIA

ﬂ Gram-Negative Envelope E Gram-Positive Envelope

C-apecific
side chain

Lipotesichon: acid
Peptidoglycan Tesichoic acid

Braun's
lepopratein
Lipapolysaccharkie

0 '_ e =
AT Outer . o
b imembrans oy
[l
— 3 &
4

, Peripkasmic
S3Ee space and

g l
il |
| space
peptidoglcan |
|

| Piasma
i Plasima R
Wil | membrane

L

Figura 3.4. Estructura de la pared de Bacterias a) Gram (-), b) Gram (+).

TINCION ACIDO-ALCOHOL RESISTENTE DE ZIEHL NEELSEN

L as micobacterias poseen una pared gruesay serosa (Fig 3.5) resistente alatincion y unavez
teflida resiste a la decoloracion al ser tratada con solventes organicos tales como €l alcohol &cido
(EtOH a 95% y HCI al 3%), por eso se llaman acidorresistentes.

Para que el colorante primario, la carbolfucsina, penetre a través de la pared celular serosa de
los bacil os &cido-alcohol resistentes, se requiere un tratamiento fisico mas violento, que puede ser:

a) CALOR, que se usa en la técnica convencional de Ziehl Neelsen: luego de cubrir con la
carbolfucsinase pasaunallamapor debajo del extendido, hasta observar desprendimiento de vapores
blancos de la solucion colorante.
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Figura 3.5: Estructura de la pared de Bacterias Acido-Alcohol Resistente.

b) UN AGENTE TENSIOACTIVO (tergitol). En este caso se afliade al colorante. Estatécnica
en frio eslamodificacion de Kinyou. El colorante triaminotrifenilmetano (carbolfucsina), se combi-
nacon el &cido micolico de la pared celular micobacteriana.
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L a caracteristica mas sorprendente de las micobacterias (quimicamente hablando) es su conte-
nido en lipidos (entre un 20 y un 40% de su peso seco). La pared tiene un 60% de su peso seco
constituido por lipidos.

Esto explicaria las propiedades de las micobacterias como impermeabilidad a los colorantes,
&cidorresistencia, resistenciaalaaccionletal deacidosy dlcalis, o alaaccion bactericidade anticuerpos.
Entrelos|ipidos que se extraen con solventes organi cos estén las ceras y los glucolipidos. Se encuen-
tran distintos &cidos grasos en los lipidos de las micobacterias, pero el méas importante es el &cido
micdlico yaque solo se encuentra en estos microorganismos. Se observan con Objetivo deinmersion
(ver Técnica).

MORDIENTES Y DECOLORANTES

Losagentesfisicosy quimicos quefijan €l colorante o e permiten penetrar mas profundamente
en el microorganismo sellaman mordientes.

El aceitedeanilina, fenol, sales metdlicas, son algunos g empl os de agentes quimicos usados en
distintos métodos de coloracion. Entre |os agentes fisicos tenemos €l calor.

Una vez gque el microorganismo ha sido tefiido intensamente y el colorante se ha fijado por
accion del mordiente, no esfécil eliminarlo. Sin embargo, las bacterias varian en su comportamiento
a este respecto, 1o que hace posible las coloraciones diferenciales como ya se mencionara.

El colorante se elimina de ciertas bacterias mediante decolor antes, tales como al coholes dilui-
dos, acetona, éter, &cidos organicos, etc., con la posterior coloracion con un colorante de contraste.
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DESARROLLO DEL TRABAJO PRACTICO 3

Coloraciones: Técnicas de uso corriente (Azul de Metileno, Gram, Ziehl Neelsen, Giemsa).
Observacion Microscopica: Morfologia microbiana (bacterias, hongos, etc.).

PREPARACION DEL MATERIAL A TENIR

1. Tomar un portaobjetos limpio y desengrasado e identificarlo usando lapiz demografico o
marcador indeleble.

2. Realizar un extendido colocando sobre el portaobjetos una gota de agua o solucién fisiol 6gi-
ca

3. Frente al mechero abrir la placa (o tubo) y con el ansa de anillo, esterilizado alallamay
enfriado, tocar una coloniay cerrar inmediatamente la placa.

4. Redlizar unasuspension del material cargado con el ansa por rotacion sobre lagotade aguao
solucion fisioldgica (Fig. 3.1y 3.2).

5. Dejar secar “al aire” cercadel mechero.

6. Cuando € extendido esté seco (se torna opaco) pasarlo tres veces por €l interior de lallama
parafijarlo a vidrio.

7. Unavez fijado €l extendido, colorear con latécnicade Gram paralaobservacion microscopi-
ca

COLORACION DE LOS EXTENDIDOS
A) CoLORACION DE GRAM:

1. Materiales:
Portaobjetos.
Ansss.
Mecheros.
Hisopos.
Microscopio.
Aceite de Inmersion.
Cultivos bacterianos y de levaduras.
Muestras.
Campana.
Bandeja para coloraciones.
Pipetas.

2. Colorantes:

CRISTAL VIOLETA OXALATADO (mMODIFICACION DE HUCKER)

Solucion A:
Cristal violeta 10g
Etanol de 95% 100 mi
Solucién B:
Oxalato amonico 1g
Aguadestilada, c.s.p. 1000 ml

Mezclar 20 ml de la solucién A 'y 80 ml de la solucion B. Guardar durante 24 horas y filtrar a
través de papel defiltro.
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SAFRANINA
Safranina O 0,259
Etanol de 95% 10ml
Aguadestilada, c.s.p. 100 mi

Disolver lasafranina en el etanol y afadir entonces €l agua destilada.

LUGOL
lodo metélico 1g
loduro de Potasio 29
Aguadestilada 300 ml
ALCOHOL ACETONA
Etanol 95° 70ml
Acetona 30ml

3. A) Técnica de Coloracion:
* Colocar €l extendido sobre la cubeta de coloraciones.
* Cubrir €l preparado con Violeta de Genciana. Dejar actuar 1 minuto. Volcar y lavar con agua
decanilla.
* Cubrir con Lugol. Degjar actuar 2 a3 minutos.
* Volcar y lavar con agua de canilla.
* Con €l portaobjetosinclinado dejar caer sobre €l extendido gotaagota el decolorante alcohol
acetona hasta que no se arrastre més colorante.
* Lavar con aguade canilla.
¢ Cubrir con fucsinabésicadiluidaa décimo. Dejar actuar 30 segundos.
* Lavar con agua. Secar el preparado dejandolo cerca del mechero o comprimiéndolo sin frotar
entre dos hojas de papel defiltro.
¢ Observar a Microscopio con Objetivo de inmersién (100 x).
» Las bacterias Grampositivas se veran azules y las Gramnegativas rojas o fucsia. Dibujar.

Paso de la Producto que Reaccion y coloracion de las bacterias
Tincién se emplea GRAM (+) GRAM (-)
Coloranta N ,
basico o Crlh?é:,'rlem Bacterias color violeta Bacterias color violeta
primaro
® Se forma el complejo ® Se forma el complejo
LUGOL CV=Yodao. CV-Yodo,
Maordiante (solucion @ Las bacterias @ Las bacterias
yodada) contindan tedidas de contindan lefidas de
violeta, violeta.
® Se deshidratan las
paredes celulares @ Eliminacion por
® Ze contraen los poros. extraccion de las
® Disminuye la grasas de las paredes
Decoloracion | Alcohol Acelona parmeabilidad. celulares.
® El complejo CV-I no ® Aumenta la porosidad
sale de las células ® El complejo CV-1 sa
gue contindan tefidas separa de la célula.
de color violeta.
Células no decoloradas, Células decoloradas, se
Contraste Fucsina basica o | quadan tefiidas de color tifien de color rosado con
Safranina violeta del colorante el colorante de contraste o
basico o primario. secundario,
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Posibles errores de la Coloracién de Gram:
* Fijar el frotisalallama cuando el preparado todavia esta hUmedo.
 Extendidos muy gruesos.
* Precipitacion de lasolucién del Cristal Violeta (hay que filtrarla o preparar una nueva).
* El Lugol no actud € tiempo suficiente o estaba muy diluido.
« El lavado insuficiente con agua en cualquiera de las etapas.
« El lavado con a cohol —acetona: a) excesivo: se ven todas las bacterias como Gram (-).
b) escaso: se ven todas las bacterias como Gram (-).
* Una coloracion en exceso con lafucsina o safranina.

B) CoLoRrACION DE ZIEHL NEELSEN:
1) Materiales: |dem que para coloracién de Gram.
2) Colorantes

FUCSINA FENICADA

Fucsinabésica 0,39

Fenol 5mi

Etanol de 95% 10ml

Aguadestilada, c.s.p. 100 mi
ALCOHOL ACIDO (DECOLORANTE)

Alcohol 485m

Acido Clorhidrico puro 15ml
AZUL DE METILENO

Azul de Metileno 3g

Aguadestilada 1000ml

3. B) Técnica de Coloracioén

a) Con las precauciones dadas por €l instructor, siemprefrente a mechero, tomar un portaobjetos
seco, limpio y desengrasado, sin rayaduras, y depositar sobre él una gota de aguacon €l ansay
del cultivo con BAAR, sacar una coloniay depositarla sobre el portaobjetos, quemar € ansa
(jCUIDADQ!), luego secar vy fijar alallamael preparado realizado.

b) Poner el portaobjetos sobre la bandeja para coloraciones, agregar |a Fucsina fenicada, que
cubratodo el preparado, y con un hisopo embebido en alcohol encender y pasar por debajo del
portaobjetos, hasta desprendimiento de vapores blancos.

¢) Cuando no se observen mas desprendimientos de los mismos, dejar un minuto y volver a
calentar. Repetir el procedimiento tres veces con la precaucion de no secar el preparado.

d) Cubrir con € decolorante alcohol-acido. Dejar actuar hasta neta coloracion roja. Volcar.
Repetir el procedimiento hasta que solo aparezca una col oracion rosada muy tenue. Lavar con
agua.

€) Cubrir con una solucion de contraste, azul de metileno, durante un minuto. Lavar con agua.
Dejar secar d aire.

f) Observar al microscopio. Las bacterias &cido-alcohol resistentes se veran rojas sobre un fon-
do azul. Dibujar.
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Reaccion v coloracion de las bacterias

Pasode la Producto que se Sacieras Acido slcohol

Tincidn emplea s Otras bacterias
Colorante . s - . - :
basico Fucsina Fenicada Se tifie de rojo Se tifen de rojo
Mordiente Calor Permanecen rojas FPermanecen rojas
Decoloracion Alcohaol Acido Fermanecen rojas Se decoloran
Contraste Azul de metileno Permanecen rojas Se tifen de azul

OBSERVACION MICROSCOPICA DE FROTIS COLOREADOS

1. Colocar € portaobjetos con el preparado haciaarriba (es €l lado més opaco) sobre laplatina.
2. Enfocar con objetivo seco de 40X moviendo el tornillo macrométrico.

3. Girar €l revolver del microscopio sin mover laplatinay colocar sobre € preparado una gota
de aceite de inmersion.
4. Enfocar con € objetivo de inmersion de 100X hasta lograr nitidez moviendo €l tornillo

micromeétrico.

5. Registrar en el sitio correspondiente a la coloracion de Gram la morfologia y tincion de la

bacteria.

ESQUEMATIZACION DE LAS OBSERVACIONES MICROSCOPICAS

900

Muestra: huastra: Muestra:

e e R L S A R IR R e X TinchGn: Tingkon:

Marfologia Marfologia Merfologia

Ausmenton Bgementod Aumarto;

L [ 1 . Muesbra: e Muestra: e
3k, R P g P PP b P PR R il B s, p R TR P g P PP ST R TR TR Y
Morfologia.___ Mordologia - Moedologia
Aumenlo Mumenho: = Pl
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TRABAJO PRACTICO 4

MEDIOS DE CULTIVO

OBJETIVOS

* Adquirir destreza en la preparacion, acondicionamiento, esterilizacién y almacenamiento
de distintostipos de medios de cultivo.

* Interpretar, seglin los componentes, |a finalidad metabdlica de los mismos.

INTRODUCCION

L os microorganismos deben tomar del medio todas | as sustancias necesarias para obtener ener-
giay parasintetizar |os materiales necesarios, incluyendo las unidades requeridas para construir las
mol écul as estructurales. Estas sustancias se denominan nutrientes.

De esta forma, obtienen energiay poder reductor del medio ambiente a través de una serie de
procesos metabdlicos (catabolismo). Esta energiay poder reductor conservadas momentaneamente
en transportadores especiales (ATP, NADH/NADPH) es usada en otra serie de procesos metabdlicos
(anabolismo) para biosintetizar todas |as mol écul as necesarias paralavida.

FERMENTACION

Es un proceso metabdlico productor de energia, con las siguientes caracteristicas:

Comprende una reaccion de oxidorreduccién, donde tanto el dador como el aceptor de electro-
nes son compuestos organicos (tanto el dador como &l aceptor son dos metabolitos diferentes deriva-
dos generalmente del mismo sustrato fermentable).

No existe una oxidacion neta de las sustancias organicas. Hay por tanto una limitacion en las
sustanci as que pueden ser fermentadas. No pueden ser ni muy oxidadas ni muy reducidas, €. hexosas,
pentosas, polialcoholes, aminoécidos, purinas, etc.

Laproduccion de ATP serealiza por fosforilacion a nivel de sustrato, luego, € rendimiento de
produccion de ATP es menor gue en un proceso respiratorio.

No requiere la presenciade O,, pueden ocurrir en anaerobiosis.

Se genera poder reductor en laformade NADH.

RESPIRACION

Es un proceso metabdlico productor de energia, con las siguientes caracteristicas.

Comprende una reaccion de oxidorreduccion donde € dador de electrones es un compuesto
organico o inorganico reducido, y €l aceptor: Oxigeno, Nitrégeno, Sulfato, Carbonato o Fumarato.

Cuando es O,, se habla de respiracion aerobica. En los otros casos, anaerobica.

Existe una oxidacion completa del sustrato, generalmente esto amplia mucho la cantidad de
sustancias que pueden ser usadas como sustrato, a diferencia de la fermentacion.

Laproduccion de ATP serealiza por fosforilacién anivel del sustrato, y por fosforilacion aco-
pladaal flujo de electrones a través de una cadena de transporte (fosforilacion oxidativa).

COMPOSICION QUIMICA DE LAS BACTERIAS

Dado que lacomposicidn quimicade cualquier célula es analiticamente semejante, |os elemen-
tos quimicos que necesitan todos |0s organi smos vivos son esencia mente los mismos.
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CELULA s

AGUA (80-90%)

MATERIAL SOLIDO (10-20 %)
Macroelementos
Microelemantos

PRrINcIPALES MACROELEMENTOS COMPONENTES DE LAS CELULAS

COMPUESTOS % RELATIVO FUNCIONES
MALROELEMENTE PRINCIPALES PESO SECO FISIOLOGICAS
. Constituyente de material
Carbono Azlcares S0 e
Constituyente del agua
Oxigeno Agua 20 celular, Aceplor de
electrones (respiracion)

: Sales de NH.. ; ;
Mitrogeno Peptonas 14 Constituyente de Proleinas
— Agua celular. Sintesis de

TRHCE RS Agua . materiales organicos
. ; 2y Acidos Nucleicos,
Fosforo Sal inorganica A fosfolipidos, Coenzimas
_— Proteinas. Coenzimas (Co&
Azufre Aminoacidos Sulfatos 1 et
Potasio Sal inorganica 1 Cofactor enzimatico
Sodio Sal inorganica 1 Medio ambiente celular
Calcio Sal inorganica 0.5 Cofactor enzimatico
Magnesic Sal inorodanica 0.5 Cofactor ATP (clorof.)
Cloro Sal inorgdnica 0.2 Cofactor
. i : Constiluyente de citocromos
Hierro Sal inorganica 0.2 v otras Proteinas

PRINCIPALES MICROELEMENTOS PRESENTES DE LAS CELULAS

MICROELEMENTO FUNCIONES FISIOLOGICAS

Manganaso Cofactor, a veces reemplazando al Mg, constituyente de fa Vit. B2
Cobalto Enzimas de dxido-reduccion

Cobre Constituyente inorganico de Enzimas especiales

Zinc Constituyente inorganico de Enzimas especiales

Malibdeno Constituyente inorganico de Enzimas especiales
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Algunos de los elementos esencial es, tales como Mn, Co, Ca, Mb'y Zn, son necesarios paralas
actividades enzimaticas pero dificiles de demostrar su presenciaen lacélula, las que son de verdade-
rastrazas. “MICROELEMENTOS’ .

ABSORCION DE NUTRIENTES

La membrana plasmética de la célula de composicién lipoproteica, absorbe y guarda
selectivamente algunos nutrientes y al mismo tiempo segregay excluye otros.

La pared no constituye una barrera para la absorcién de nutrientes, ya que es muy porosay
permite la entrada de los materiales, con excepcion de los insolubles o particulados, Ej. Celulosa.
Intervienen en los mecanismos de: absorcion pasiva, o transporte activo.

Lacélula utiliza estos nutrientes pararealizar diferentes funciones.

MEDIOS DE CULTIVO

L os medios de cultivo proporcionan una mezcla equilibrada de todos | os nutrientes requeridos
en concentraciones que permitan un buen crecimiento del microorganismo parael cual hasido dise-
fiado; por lo tanto, no hay ningdn medio de cultivo que pueda permitir €l desarrollo de todas las
bacterias cultivables ya que, en conjunto, presentan requerimientos nutricionales muy variables.

Debe constar de una base mineral que proporcione los electrolitos que pueden suministrarse a
cualquier organismo en formaidnicay que pueden actuar como nutriente y/o favorecer la actividad
enzimaética.

Este medio basal puede suplementarse luego con sustancias organicas que actian como fuente
de energia y/o fuente de carbono, mas algun factor de crecimiento requerido. Estos suplementos
varian de acuerdo alas propiedades nutricionales particulares del organismo que se cultiva.

Estas condiciones no son suficientes para el adecuado desarrollo de los microorganismos, re-
quieren ademéas condiciones fisico quimicas determinadas.

Temperatura
*Psicrofilastoleran de 12 a20°C
*Psicrotrofas toleran de 20 a30°C
*Mesdfilas toleran de 30 a40°C
*Termofilastoleran de 40 a75°C

Condiciones osméticas
*Hal6filas: bacterias que crecen con altas concentraciones de CINa.
«Xerdfilas: levaduras y mohos, crecen en condiciones de sequedad.
*Osmdfilas: levaduras tolerantes al azlicar, crecen en medios con altas presiones osméticas.

Fase gaseosa
Aerobios estrictos: utilizan €l oxigeno como aceptor final de electrones). Ej: Bacillus subtilis.
*Microaerofilicos: aerdbicas, pero crecen mejor en condicione de oxigeno ligeramente reduci-
das), g. estreptococos.
*Anaerobios facultativos: pueden utilizar al oxigeno como Aceptor final de electrones, pero
presentan sistemas alternativos, por |os gue en ausencia de oxigeno emplean una diversidad de
aceptores de electrones (NO *; SO,=). Ej. Stafiloccocus aureus, Proteus vulgaris.
» Anaerobios obligados: requieren ausencia de oxigeno. Ej. Clostridium perfringens.

pH: seles adiciona sustancias tampdn, para eliminar los cambios de pH durante el crecimiento.

CLASIFICACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO
L os medios de cultivo en microbiologia pueden clasificarse de muchas maneras, segun:
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« Estado fisico
-1.a Liquidos.
1. b Sdlidosy semisolidos.
* Naturaleza
-2. a Naturales.
-2. b Artificiales o Sintéticos.
¢ Finalidad metabdlica
-3. a Minimos.
-3.b Diferenciaes.
-3. ¢ Enriguecidos.
-3. d Selectivos.
-3. e Deenriquecimiento.
* Usos
4. a Medios para pruebas bioguimicas.
4. b Medios para recuento de bacterias.
-4. ¢ Medios especiales.
4. d Medios detransporte.
4. e Medios de mantenimiento.

L os microorganismos pueden desarrollar en medios de cultivos liquidos, gelificados (solidos o
semisolidos) con una fase gaseosa que los cubra:

1. a MEDIOS LiQUIDOS

Los medios de cultivos liquidos, |lamados cominmente caldos o infusiones, no contienen nin-
gun gelificante, se utilizan en e manejo de cultivos puros, permiten el crecimiento libre delosMO,
con una distribuciény caracteristicas que dependeran del microorganismo o de las necesidades del
investigador de que €l desarrollo sea estético o esté agitado permanentementey de su relacion con la
fase gaseosa (oxigeno en general) u otra.

1. b MEDIOS SOLIDOS O SEMISOLIDOS

El gelificante més usado es el agar, sustancia obtenida de algas marinas y que en €l medio de
cultivo se comporta como inerte; también se utilizan agarosa, que tiene un grado de pureza y trans-
parencia mayor que €l agar y la gelatina, producto natural complejo, que ademas de solidificar el
medio provee datos sobre la capacidad proteo litica de algunos gérmenes.

Lafinalidad de su uso es permitir el crecimiento y la obtencién de cultivos puros en €l interior
o0 en la superficie sdlida o semisolida del medio que contacta directamente con la fase gaseosa.

L os medios solidos tienen de 1,5% a 2% de agar, se utilizan paralaformacion de colonias, en
tanto que los semisolidos tienen de 0,3% a 0,5% de agar y no se utilizan para la formacién de
colonias, sino para observar algun caracter especifico, como lamovilidad, y/o paraconservar cepas.
El agar es sdlido a temperatura ambiente, hasta aproximadamente 40°C. Para licuarlo se utiliza la
ebullicion a bafiomaria.

2. a MEDIOS NATURALES

Son aquellos en los que todos sus componentes son sustancias biolégicas de las cuales no se
conoce su composicién cuali ni cuantitativa, son Gtiles paraunaampliagamade MO, incluidos aque-
[los cuyo requerimiento de factores de crecimiento no se conoce con exactitud o son multiples.

2. b MEDIOS SINTETICOS
Son aquellos de composi ci6n quimicaconocida, definidacuali y cuantitativamente permitiendo
la estandarizacion y larepeticion.

3. a MEDIOS MINIMOS

Son aguell os que presentan en su composici 6n la base minimade nutrientes capaz de permitir el
desarrollo del Microorganismo en estudio; son de uso frecuente para el cultivo de Microorganismos
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poco exigentes, tambi én sirven de base para otros medios. Su composicién es muy simple, contienen:
cloruro de sodio, extracto de carne (fuente de vitaminas y coenzimas), peptona (proteinas parcial-
mente hidrolizadas) y agua. Utilizan parael desarrollo, aislamiento y conservacion de Microorganis-
mo. Ej.: caldo nutritivo (CN), agar nutritivo (AN), agar Tripteina-soya (ATS).

3. b MEDIOS DIFERENCIALES E INDICADORES

Son aguellos que permiten determinar caracteristicas metabdlicas 0 marcadores genéticos de
Microorganismos, sin inhibir sus funciones fisiologicas. En estos se incluyen diversos colorantes e
indicadores de pH y otros componentes, que acttan como indicadores de | as actividades enziméticas
y ayudan aidentificar alas bacterias aisladas. Estos medios no contienen sustanciasinhibitorias. Ej.:
Agar azul de bromotimol-lactosa-cistina(CLDE) permiteladifer enciacién de bacteriasfermentadoras
de lactosa de las no fermentadoras. La degradacion del hidrato de carbono a acido originaun virgje
del color haciael amarillo del Azul de Bromotimol. Laalcalinizacion provoca un virgje haciael azul
intenso.

3. ¢ MEDIOS ENRIQUECIDOS
Son aquellos que por el agregado de algunos componentes como sangre, suero, extractos de
tejidosvegetaleso animalesa CN, AN, ATS, proveen a medio de nutrientes adicionales, que permi-
ten el desarrollo de bacterias exigentes. Se debe tener presente que algunos medios base son conside-
rados medios enriquecidos sin ningln otro agregado, debido al alto contenido de nutrientes que po-
seen. Ej.: Caldo infusion Cerebro-Corazén (ICC).

-Agar sangre: parasu preparacion se agregasangre a 5% aunabase de agar fundido y enfriado
a 50°C. Es adecuado para el cultivo de bacterias exigentes (neumococos, estreptococos, etc.). Es
ademés un medio diferencial porgue pone de relieve una hemolisina bacteriana que permite diferen-
ciar las especies hemoaliticas de las no hemoaliticas. En las primeras se observa alrededor de las colo-
nias laformacion de dos tipos de halos:

Transparente que denota una hemalisis total, que corresponde a las especies beta hemoliticas
(Ej. Estreptococos del grupo A y algunos del grupo D, etc.).

Verdoso que denota una hemdlisis parcial, y corresponde las especies alfa hemoaliticas (g.
Estreptococos del grupo no A, Neumococos, €tc.).

A las especies no hemoliticas se las denomina gama hemoliticas o anhemoliticas.

Lasangre posee dosfactoresimportantes parael desarrollo delosMicroorganismos. el factor X
(hemina) y el factor V (NAD o NADP), donde este ultimo se halla contenido en €l interior de los
hematies. Casi todas | as bacterias son capaces de sintetizar estosfactores, adiferenciade otras, como
las del género Haemophylus (€j. H. influenzae).

-Agar chocolate: en su preparacion se agrega sangre a una base de agar fundido y enfriado a
50°Cy secalientaluego a80°C, agitando con el cuidado de no producir espuma, hastaque selograun
color marron. Se han liberado de la sangre a medio, los dos factores, (el factor X y el factor V). El
factor X esempleado por los MO para elaborar citocromo y otros pigmentos respiratorios aerdbicos.
El factor V actlla como receptor intermediario de hidrégeno en 1os mecanismos respiratorios. Los
Estafilococos liberan el factor V en cantidad suficiente como para estimular €l desarrollo de otros
gérmenes como el H. influenzae que no lo produce; de ahi que si sembramos en una placa de agar
sangre que solo contenga el factor X de ambos Microorganismos, el Haemophylus influenzae se
desarrollard formando colonias mucho mas grandes alrededor de las colonias del Staphyloccocus
aureus en e clésico fenébmeno de satelitismo.

El agar chocolateesun medio enriquecidoideal parael aisamientodeH. influenzae, Neisseria
gonorrhoeae (gonococo), Neisseria meningitidis (meningococo),

3. d MEDIOS SELECTIVOS

Si los requerimientos nutricional es de un Microorganismo son conocidos es posible desarrol lar
un conjunto de condiciones en las que su crecimiento especifico seafavorecido y el de otrosimpedi-
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do, permitiendo asi su aislamiento a partir de poblaciones mixtas aun cuando esté en menor propor-
cion.

Laadicion de ciertas sustancias quimicas al cultivo impide el desarrollo de un grupo de bacte-
riassininhibir otros. Estos agentes selectivos son muy Utiles para detectar |a presencia de patgenos
especificos en unafloramixtay parasu identificacion. Ej Cado Mc Conkey.

Son utilizados como agentes selectivos
Cristal violeta (inhibe el desarrollo de bacterias Gram (+).
*Verde brillante (utilizado en medios atamente sel ectivos, eliminan la flora acompanante
Gram (+) y Gram (-).
*El cloruro de sodio en altas concentracionesinhibe acas todas|as bacterias, excepto lashal ¢filas.
«Citrato de sodio.
*Telurito de sodio.
*Selenito de sodio.
*Sales hiliares (desoxicolato de sodio), etc.
«También puede hacerse sel ectivo un medio gjustando larelacion aun pH elevado o muy bajo.
Ej. : pH 5,6 en medio Sabouraud (para hongos); pH 8-9 para el aislamiento de Vibrio cholerae.
*Otros agentes selectivos de uso mas reciente son los antimicrobianos: cloranfenicol,
cicloheximida, sulfamidas, colisting, etc.
+Los agentes reductores también se adicionan alos medios para hacerl os sel ectivosy promover
el desarrollo de Microorganismo anaerobios. Ej. Acido ascorbico, tioglicolato de sodio, cisteina,
etc.
Dentro delos medios sel ectivos hay variaci6n en cuanto a su poder inhibitorio: altamente selec-
tivo o inhibidores, medianamente selectivosy poco selectivos.

-Agar EMB: (agar eosina-azul de metileno) esligeramente selectivo y utilizado parael aisla-
miento de bacilos entéricos. Permite también ladifer enciacion de E. Coli, Enterobacter y otrosMO.
Los colorantes contenidos en su férmula inhiben a muchos microorganismos Gram (+). El medio
contiene también lactosa que es degradada por la E. Cali y coliformes, el acido producido por la
degradacion de este azlicar y la mezcla de los colorantes eosinas y azul de metileno, produce €l
cambio de coloracién de los mismos y su precipitacion, tifiendo las colonias. Las E. Coli aparecen
negro-verdosas con brillo metdlico; las de Enterobacter, con centro violetao pardo oscuroy periferia
violeta palido sin brillo metdlico o solo en el centro, Salmonella y Shigella desarrollan colonias
transparentes.

-Agar Mc Conkey: posee unamezclade saleshiliaresy cristal violetagueinhibea Microorga-
nismo Gram (+); lactosay rojo neutro como indicador de pH.

El aumento en la acidez del medio por la accién fermentadora de las bacterias lactosa (+),
produce una coloracién roja en sus colonias, las bacterias no fermentadoras (Lactosa (-)) colonias
incoloras.

-Agar SS:. medio mas selectivo usado en el aislamiento de Salmonella 'y Shigella a partir de
heces, alimentos, etc. El verde brillante, las sales hiliares y una elevada concentracién de tiosulfato y
citrato, inhiben considerablementelafloraacompafiante. Con el tiosulfatoy losionesférricos se pone
de manifiesto laformacion de sulfuro de hidrégeno por ennegrecimiento delas colonias, al precipitar
el sulfuro de hierro. La presencia de lactosa produce colonias rojas con las bacterias L (+) y colonias
incolorasconlas L(-).

-Agar Bismuto sulfito: Agar selectivoy diferencial parael aislamiento de Salmonella. El verde
brillante y e bismuto sulfito inhiben considerablemente a los gérmenes de acompafiamiento. Las
colonias de Salmonella H,S —positivas presentan ennegrecimiento debido al sulfuro de hierro. La
reduccion de los iones bismuto a bismuto metalico produce brillo metélico alrededor de las corres-
pondientes colonias.
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-Agar Manitol Salado: es utilizado paraa demostracion de estafilococos patdgenos. La con-
centracion extremadamente altade cloruro de sodio (7,5%) permiteel crecimiento de microorganismos
tolerantes ala misma entre los que se encuentran los del genero Staphyl occocus. También contiene
manitol, cuya degradacion lleva ala formacion de écidos; esté notablemente correlacionada con la
patogenicidad y sirve para detectar presencia de Staphylococcus aureus. La acidez produce en €l
medio cambio de color (derojo aamarillo), por viraje del indicador rojo defenol. Las coloniasde S.
aureus tienen un crecimiento intenso, con formacién de un halo amarillo luminoso por ser organis-
mosmanitol (+). S epidermidistiene un crecimiento débil casi siemprey no produce cambio de color
(manitol (-)).

-Agar Thayer Martin: con € agregado de una mezcla liofilizada de vancomicina, colistin,
trimetroprimay nistatina, mas aditivos estimulantes del crecimiento, es un medio ideal parael aisla-
miento selectivo de gonococos y meningococos porque inhibe la flora acompafiante incluida las
saprofitas. Es un medio altamente selectivo.

3. e MEDIOS DE ENRIQUECIMIENTO

Generalmente son cal dos destinados apromover el crecimiento delosMO presentes, g. CN. Se
debetener en cuentaquelos caldostambién pueden clasificarse en selectivos, diferenciales, enrique-
cidos, etc., conforme a agregado de diferentes sustancias.

-Caldos selectivos de enriquecimientos: contienen agentes inhibidores; favorecen especial-
mente el desarrollo de Microorganismos patdégenos, que generalmente se encuentran en escaso nu-
mero en las muestras; €. caldo selenito, caldo tetrationato, etc.

-CaldoAzida glucosa: utilizado parael crecimiento selectivo de enterococos. laazidasodicaes
una sustancia gue inhibe los gérmenes gram (+) acompafiante por accion bacteriostaticay respetaa
los enterococos (streptococcusfaecalis, etc.). El crecimiento de estos apartir de muestras de aguade
consumo y residuales sirve como indicador de contaminacién fecal. Este crecimiento se pone de
manifiesto por enturbiamiento del caldo.

-Caldo Sdlenito: parad enriquecimiento selectivo de Salmonella y eventualmente Shigella a
partir de heces, orina, agua, alimentos, etc., el selenito inhibe el crecimiento de bacteriasintestinales
coliformes y enterococos, principal mente en las primeras seis horas de incubacion y hasta 12 horas.
Proteus y Pseudomonas no son inhibidos.

-Caldos Enriquecidos:. € agregado de diferentes sustancias no inhibidoras, por emplo, san-
gre a 5%, aun caldo nutritivo, transformaal medio de enriguecimiento en enriquecido.

-Caldos Diferenciales. son aquellos usados para identificacion bacteriana, por €., los caldos
defermentacion de hidratos de carbono. Estos estdn compuestos basicamente por un caldo nutritivo,
a cual seleagregaun H de C (lactosa, glucosa, etc.) y un indicador de pH. El cambio de color del
medio base, indicarala capacidad del germen de utilizar €l hidrato de carbono.

4. a MEDIOS PARA PRUEBAS BIOQUIMICAS

Utilizados parala determinacion de propiedades bi oquimicas de los Microorganismos, que jun-
to a otras caracteristicas o marcadores genéticos, permiten su identificacion (investigacion de la de-
gradaci6n de azUcares, metabolismo proteico, lipidico, Ej. TSI, FDA, SIM, etc.).

4. b MEDIOS PARA RECUENTO DE BACTERIAS

Se empl ean paraladeterminaci6n de bacterias contenidas en materialestales como agua, leche,
productoslécticos. Ej. PCA. (Plate count agar o agar cuentagérmenes). Estos mediosno soninhibidores
Yy Se usan para recuento total.
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4. c MEDIOS DE TRANSPORTE

Hay otros medios de cultivo especiales para transporte de materiales; son losllamados medios
detransporte, liquidos o semisolidos que mantienen viableslos MO durante un tiempo variable, y son
utilizados paralaremision de las muestras al |aboratorio. Cada uno de ellos trae especificaciones en
cuanto a su preparacion, tiempo de vida Util, etc.

El medio de Stuart consiste de un agar semisolido tamponado (contiene sales que actdan como
buffer); esta exento de sustancias nutritivas y contiene tioglicolato de sodio como agente reductor.
Este medio mantiene un pH favorable eimpidela deshidratacién de las muestras durante su traslado
asi como la oxidaciéon y la autodestruccion enzimética de los gérmenes patégenos presentes. Otro
medio esel de Cary Blair semejante a anterior, contiene Tioglicolato de Na, Fosfato de sodio, Cl Na,
y agar a 5%.

4. e MEDIOS DE MANTENIMIENTO

Son aquellos que permiten la viabilidad y multiplicacion de los gérmenes si se mantienen las
condiciones éptimas para su desarrollo.

Algunos gérmenes producen acidez al metabolizar hidratos de carbono, especialmente glucosa,
lo que debe evitarse agregando al medio un agente neutralizante, €. Carbonato de Ca, o bien tampo-
nes de fosfatos. Se evita el agregado en estos medios de agentes selectivos Ej. Caldo Tripteina-soya
mas glicerina.
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DESARROLLO DE TRABAJO PRACTICO 4

Cada grupo de trabajo realizara la siguiente actividad:

* Preparacion de medios de cultivo comercial es deshidratados en polvo o granulados.
« Acondicionamiento y esterilizacién de los medios de cultivo.
* Almacenamiento.
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Figura original del “Manual practico de Microbiologia" (Diaz y cols. ).

Figura 4.1: Preparacién y acondionamiento de medios de cultivo.
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1-DISOLUCION DEL MEDIO DE CULTIVO DESHIDRATADO

* Para la preparacion de medio de cultivo se utiliza agua destilada y/o desmineralizada cuya
reaccion sea cercanaa pH neutro.

* Los recipientes destinados a la preparacion (Erlenmeyer) deben estar bien limpios y ser lo
suficientemente grandes de tal forma que quede una camarade aire para evitar que se moje el tapon
de algodén y para que € medio de cultivo que se prepara pueda agitarse con facilidad.

* Al medio de cultivo deshidratado y pesado se | e afiade aproximadamente lamitad de lacanti-
dad necesaria de aguay se lo deja reposar unos minutos, luego se agita suficientemente para conse-
guir una suspension homogénea. Después se incorpora la cantidad de agua restante, aprovechando
esta adicién para desprender eincorporar al conjunto las particul as de medio de cultivo que hubieran
guedado adheridos ala pared interna del recipiente.

» Todo tipo de medio de cultivo es sensible al calentamiento. Por este motivo, no debe calentar-
se més de | o estrictamente necesario.

* Los medios nutritivos que no contienen agar ni gelatina se pueden disolver en aguafriao bajo
ligero calentamiento.

* Los medios nutritivos que contienen agar o gelatina deben ser calentados para conseguir su
disolucion. Este calentamiento se realiza a bafiomaria.

* En caso de medios de cultivo que no deban ser sometidosaulterior esterilizacion en autoclave
esimprescindible prestar atencion a su disolucién completa. Puede decirse que se ha alcanzado este
grado cuando a agitar no se adhiere a la pared interna del recipiente particula alguna de agar y la
solucién, viscosa, reshala libremente.

2-DISTRIBUCION DEL MEDIO DE CULTIVO Y ESTERILIZACION

Antes de su esterilizacién es conveniente repartir e medio de cultivo en proporciones mas
pequeiias, por ejemplo en los recipientes definitivos. Ej. Tubos de ensayo y/o Erlenmeyer tapados
con algoddn y protegidos con una capucha de papel, la que se gjusta con una bandita elastica o hilo
de algodon.

Se debe cuidar que durante su fraccionamiento el medio de cultivo permanezca caliente, para
evitar solidificacién del mismo durante la operacion.

*Tubos parapuncion cargar 1/501/4 desudtura.

*Tubos paraestrias cargar 1/3 0 1/2 de su altura.

*Tubos con medio liquido cargar 2,5; 5y 10 ml.

Unavez fraccionado €l medio en lostubos, estos se cierran con tapones de algoddn, se colocan
en una cestilla de alambre y protegidos por una capucha de papel ajustada con una banda el astica.

Si las normas de preparacién no indican otra cosa, la esterilizacion se realiza en autoclave a
121°C, 1 atmosfera de presion y durante 15 minutos.

Temperaturasmésaltasy calentamientos mas prolongados delo previsto, perjudican lacalidad
del medio de cultivo.

3-AJUSTE DE pH

El valor de pH depende mucho de la composicién del medio de cultivo, de latemperatura que
tenga este medio de cultivo en e momento de su mediciony del tratamiento a que se haya sometido
dicho medio de cultivo durante su obtencion (disolverlo, esterilizarlo).

Por este motivo la medicion del pH se hace después de la esterilizacion. Para realizar esta
medicion se utilizaun “ peachimetro”, aparato medidor del pH.
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Enlos mediosde cultivo sdlidos, lamedicion del pH serealizaatemperaturaambientey/o hasta
45°C.

El pH se gusta a valor indicado para cada medio de cultivo. La correccién se logra con la
adicion de una solucion 1IN o 1/10 N de &cido clorhidrico o hidroxido de sodio a una muestra del
medio de cultivo estéril.

4- VERTIDO DE PLACAS
Para evitar la formacién de gotitas de condensacion de agua en la tapa de las placas de Petri

debe verterse en ellas 20 ml del medio de cultivo estéril y enfriado a una temperatura de 45°C a
resguardo del mechero.

Antes de sembrar |as placas puede secarse la superficie himeda del agar (que podriafavorecer
e desplazamiento de microorganismos) en estufa a 30-40°C durante 30 minutos. Paraello se coloca
laparteinferior delaplacade Petri, con su carainternahaciaabajo, algo destapada, sobre latapaque
ahorasirve de apoyo alaplaca

5- TUBOS PARA AGAR INCLINADO - PICO FLAUTA - ESTRIA

Lostubos|lenos con medio de cultivo esterilizado, todavialiquidos, se colocan en unaposicion
inclinada, detal formaque seforme unacapade aproximadamente 3cmy unasuperficieinclinada de
iguales dimensiones. El medio de cultivo se degja solidificar en la posicion lograda.

6- CONSERVACION

L os medios de cultivo preparados, listos para el uso, tienen solo un tiempo limitado de conser-
vacion, que es de varios meses en condiciones adecuadas.

* A temperatura ambiente 1- 2 semanas protegidos de laluz.

* A 12 - 15°C tiempo mas prolongado.

* A 0°C los medios de cultivo con agar no deben guardarse, yaque se alteralaestructuradel gel.
Lapérdidade aguapuede provocar precipitado o hacer que cristalicen ciertas sustanciasdel medio de
cultivo, como también originar grietas en las placas que contengan medio de cultivo.

7.-DESCONTAMINACION

Desinfeccion térmica de recipientes descartables (plasticos) en autoclave a 121°C 30 minutos
dentro de bolsas de pléstico de alto punto de fusidon. A continuacién setiran alabasura.

Desinfeccién térmica de recipientes de vidrio, tubos de cultivo, placas de Petri (con
microorganismos inocul ados) autoclave 121°C 30 minutos. Solo entonces se procederdalalimpieza
delos recipientes o aparatos. Desinfeccion quimica: se lleva acabo mediante desinfectantes adecua-
dosy que hayan sido aprobados. L as sustancias activas en ellos son eficaces para microorganiSmos
vegetativosy no contraesporas. En este tipo de desinfeccién todos |os obj etos tienen que estar total-
mente en contacto con €l desinfectante durante 6 horas como minimo.
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TRABAJO PRACTICO 5

SIEMBRAY AISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS AEROBIOS

OBJETIVOS

*Conocer diferentes metodol ogias de siembra para microorganismos.

*Realizar € aislamiento de una especie bacteriana desde una muestra clinica conteniendo
varios microorganismos.

*Realizar la observacién de colonias microbianas e interpretar los diversos desarrollos en
los distintos medios de cultivo sembrados.

*Valorar la necesidad de realizar correctamente la siembra y el aislamiento de
microorganismos para el acertado andlisis de una muestra.

INTRODUCCION

En lanaturaleza, |a mayoria de |os microorganismos no se encuentran aislados, sino integrados
en poblaciones mixtas. Parallevar a cabo el estudio de estos microorganismosy de sus propiedades,
€s necesario separar unos de otros y trabajar con especies aisladas, obteniendo cultivos axénicos o
puros.

Un cultivo axénico o puro es aguel gue contiene un solo tipo de microorganismo y que procede
generalmente de unasolacéula; € crecimiento de esta origina, en medio solido, unamasade células
facilmente visible que recibe e nombre de colonia.

Para obtener cultivos axénicos puros, apartir de una poblacion microbianamixta, se utilizan las
denominadas técnicas de aislamiento que fueron desarrolladas durante &l siglo XIX. En un principio,
Lister utilizé diluciones seriadas en medio liquido con estafinalidad, pero lapresenciade contamina-
cion, es decir, la presencia de microorganismos no deseados, dificult6 € aisamiento. La escuelade
Robert Koch introdujo los medios sdlidos, complementados con agar, y las placas de Petri en bacte-
riologia, permitiendo asi la separacion fisica de las colonias sobre la superficie del medio de cultivo
o en € interior del mismo.

Laesenciade lamicrobiologiaestaintegradapor dos clases de operaciones: el aislamiento, que
es la separacion de un microorganismo determinado de las poblaciones mixtas que existen en la
naturaleza, y € cultivo, que es € crecimiento de poblaciones microbianas en ambientes artificiales
(medios de cultivo) bajo condiciones de laboratorio. Estas dos operaciones entran en juego sin tener
en cuentala clase de microorganismo que esta manegjando €l microbidlogo, son basicamente iguales
para €l estudio de los virus, las bacterias, hongos, algas, protozoos e incluso para e de pequefios
invertebrados. Ademés, en los Ultimos afios se han extendido a los estudios de aislamiento de lineas
de células de tejidos derivados de animales y plantas (cultivo de tejido).

SIEMBRA DE MICROORGANISMOS

Es lacolocacion de un microorganismo en un medio nutritivo adecuado, paralograr su desarro-
llo y reproduccion. Posteriormente, se lleva e medio sembrado a incubacion en estufa o bafio a
temperatura constante paralograr el maximo desarrollo del germen.

Como cada germen tiene una temperatura éptima de crecimiento, debe gjustarse €l termostato
delaestufade cultivo acadanecesidad particular. No obstante, lamayoriade los gérmenesno patégenos
crecen mejor con temperaturas gue oscilan entre 25 a 37°C.

FINALIDAD DE LA SIEMBRA

Lainoculacién de microorganismos en medios adecuados persigue dos objetivos fundamenta-
les:.
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Aidamiento. Serealiza cuando se desea separar especies bacterianas contenidas en un material
contaminado, paralo cual se siembra en medios de cultivo para permitir su separacién mediante el
desarrollo de colonias aisladas. Debe realizarse siempre en medios solidos en placas de Petri.

Subcultivo. Puede realizarse en medios liquidos o sdlidos, serealizaen las siguientes situaciones:
«Cuando &l medio original est4 agotado de nutrientes, se pasa una parte del desarrollo de este
medio a un nuevo medio con proporciones éptimas de nutrientes. Ej. mantenimiento de cepas
microbianas.

*Cuando se desea contar con un nimero importante de microorganismos, por ejemplo de las
diferentes colonias aisladas en un medio de cultivo paraaislamiento, con el objeto de obtener un
cultivo axénico para posteriormente realizar otros estudios, (g. pruebas biogquimicas, sensibili-
dad aantimicrobianos, etc.).

»Cuando se coloca una sola especie bacteriana en distintos medios adecuados, (€j. medios para
identificacion) con lafinalidad de que se reproduzcaen ellos para observar su comportamiento,
definir propiedades, etc.

REQUISITOS DE LA SIEMBRA

-Medios de cultivo adecuadosy esteriles.

-Realizar todos | os procedimientos con |as mas rigurosas técnicas de asepsia.

-Contar con los materiales de rutinanecesarios (g). El material asembrar, pipetas estériles para
lasiembra, ansas, mecheros, soluciones desinfectantes, etc.).

ELEMENTOS DE LA SIEMBRA

El material necesario paralainoculacion primaria de muestras esrel ativamente simple. Pueden
emplearse asalansa, hisopos, pipetas graduadas, pipetas de Pasteur, jeringas, etc. Ladiseminacion del
inéculo en la superficie de una placa con medio solido puede realizarse con ansa ojal, hisopo o
espétulade Drigal ski.

Asa/Ansa. Esta confeccionada de un alambre de platino u otro material inserto en un mango
parafacilitar sumanejo. Son mas usadas |as asas de micrén, un material mucho mésbarato y resisten-
te o las asas de plastico desechablesy calibradas en diversas capacidades (1 pl, 5 ul, 10 pl). Existen
distintos tipos de ansas que se utilizan en funcion del procedimiento microbiol dgico que se requiera
realizar (Fig. 5.1):

o N
o IS 1
o I o

Figura 5.1: Asa/ansas empleadas en la siembra de microorganismos. a) Recta, b) en L, c) ojal.

a) Ansarecta o aguja. Esun alambre recto fijado aun mango. Se utilizaparatransferir colonias
de unaplacaaotra, sobretodo paralainoculacion de medios sdlidosy semisolidos en tubos (picadura).

b) Ansaen L. Es un aambre recto con el extremo doblado a 90°. Se emplea para repique de
hongos filamentosos en Micol ogia.

¢) Ansa ojal. Es un alambre que en su extremo anterior tiene laforma de un circulo cerrado de
2-3 mm de didmetro. Su principal aplicacion eslaestriacion de placasy la siembraen medios liqui-
dos; el ansa calibrada se utiliza para recuento de colonias.

Hisopos. Son muy Utiles paraefectuar la primeraparte de lasiembra (indcul o primario) apartir
de lamuestra, paralatransferencia de cultivos liquidos a placay paralainoculacion masiva de estas
apartir de suspensiones de colonias aisladas.
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Jeringa. Son adecuadas paralainoculacion de muestras tomadas mediante puncién y transpor-
tadas dentro de ellas. Ademés se aplican paral os subcultivos en placaapartir defrascos de hemocultivo
y paratransferir cultivos liquidos.

Pipeta graduada o micropipeta. Se emplea paratransferir un indculo primario (liquido) que
reguiera de un volumen exactamente medido, para recuento de microorganismos.

Pipeta de Pasteur. Utilizada paralainoculacion de muestras liquidas o transferencia de culti-
vos liguidos. Actualmente se emplean con preferencia las pipetas estériles de pléstico, desechables.

Espétula de Drigalski. Es una varilla fina de vidrio, acodada en &ngulo recto en uno de sus
extremos en formade L o de triangulo equilétero. Se utiliza parainoculacion masivade placas, aun-
gue su uso es muy limitado. Empleada en muestras de alimentos, parahongosy levaduras. (Fig. 5.2).

Fig. 5.2: Espatula de Drigalsky.

TECNICAY METODO DE SIEMBRA

El cultivo de gérmenes puede hallarse en un tubo con caldo de cultivo (medio liquido), en un
tubo con medio semisdlido (SIM o BAM), o en un medio sdlido (en tubo inclinado o placa). La
siembra puederedizarse a:

1. Medio liquido.

2. Medio semisolido.

3. Medio sdlido.

1) Siembra a medios liquidos

Desde un medio liquido: se tiene un medio de cultivo con gérmenes, por gjemplo caldo ICC,
sembrado con anterioridad, en el cual 1os microorganismos han desarrollado (evidenciado por turbi-
dez, peliculao sedimento) y del cual queremostomar material parapracticar unasiembraen otro tubo
con un caldo nuevo.

Antesderealizar lasiembraen el nuevo caldo, se debe homogeneizar el medio de cultivo origi-
nal, para que la carga microbiana por unidad de volumen sea pareja en todo el medio.

Para ello podemos seguir dos caminos:

a) Se puede homogeneizar el contenido liquido del tubo (tapado con un tapén de algoddn) con
un movimiento de rotaci 6n entre ambas palmas de |las manos, paraluego extraer el tapén (al resguar-
do delallamadéd mechero) y sembrar en el otro tubo.

b) Se extrae el tapdn (al abrigo de lallamadel mechero) y se introduce una pipeta estéril en el
medio cultivado, con lacual se homogenizade lasiguienteforma: seaspiralevemente con lapipetay
simultaneamente se eleva el tubo de ensayo, unavez cargada con buena cantidad de cultivo, se sopla
através de ella, descargandola alavez que se desciende con la pipeta.

¢) Unavez homogeneizado el tubo madre, se toman ambos tubos con lamano izquierda.

« Lapipeta utilizada parala homogeneizaci6n se descarta colocando en un frasco con desinfec-
tante.

» En lamano derecha se tendrala pipeta estéril con la que se procederaarealizar lasiembra, o
el mango con el ansa esterilizada en lallama del mechero. Con los dedos mefiique y anular de
dicha mano se destapan los tubos de ensayo (al abrigo de lallama).
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* Seintroduce €l ansao lapipetaen el tubo madre, retirando una cantidad de inéculo, el cual se
descargaen el tubo con caldo nuevo. Se tapan nuevamente |os tubos con los tapones antesretirados y
sedescartalapipetautilizada, en €l frasco con desinfectante, o se esterilizael mango dejandol o luego
sobre lamesada. (Fig. 5.3. by c).

* Los tubos con caldo se pueden inocular por el método ilustrado en la figura 5.4. Inclinar €l
tubo a un angulo de aproximadamente 30° y acercar un asa con el material ainocular ala superficie
interior del vidrio, justo sobre € punto en el que la superficie del liquido forma un angulo agudo.
Cuando €l tubo de cultivo se vuelve ala posicién vertical, € area de inoculacion queda sumergida
debgjo de la superficie.

» Unavez redlizadala siembra, serotula el nuevo caldo sembrado.

 End rétulo debenincluirse datos correspondientes al indculo. Normalmente sonlos siguientes:

-Germen sembrado o material.

-Fechade siembra.

-Medio de cultivo utilizado.

-Nombre del Laboratorista.

2 / (b /%
FN N

—

Figura.5.3. Sembra en medio liquido desde un medio sdlido

Desde un medio sdlido: paratomar e germen desde una placa sembrada con microorganismos,
debera escogerse una placa con col onias perfectamente ai sl adas procurando detocar unasolacolonia
con el ansaaguja (Fig. 5.3a) paratransferir al medio de cultivo apropiado. Se acercael ansaa borde
del liquido con €l tubo inclinado (Fig. 5.3b) y suavemente seincorporael indculo al caldo. Luego se
endereza el tubo (Fig. 5.3c) y se lo mueve para permitir que €l inéculo difunda a todo el caldo.
También puede realizarse previo ala transferencia, un indculo en un tubo conteniendo un medio
minimo o solucion fisiol 6gica estériles.

2) Siembra a medios semisélidos:

Se utilizael Método delaPICADURA o puncion. Es ttil fundamentalmente para dos fines:

* Observacion de motilidad de [os gérmenes.

* Licuacién delagelatina.

En estos casos se utiliza ansa aguja.

Para la siembra se utilizan medios de cultivo frescos en tubos de ensayo, solidificados a nivel
horizontal (Agar al 0,5 - 0,8%). Se realiza una puncion central y vertical con €l ansa cargada con €l
in6culo, cuidando de retirarla por lamisma perforacion practicadaal penetrar a medio con ella(Fig.
5.4a). Un movimiento en abanico (Fig. 5.4b) durante la inoculacion de este medio puede dar como
resultado un patrén de desarrollo alo largo dela lineade siembraque se puedeinterpretar falsamente
como movilidad bacteriana.

Unavez retirada la aguja, setapa el tubo y sellevaaincubar.
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Figura 5.4. Sembra en medio semisolido.

La manifestacién de motilidad se observa ya que se aprecia desarrollo microbiano en todo €l
medio o en partede él, |o que esindicacion que | os gérmenes sembrados son méviles. Caso contrario,
el desarrollo es solamente en la picadura.

3) Siembra a medios sélidos:

Se destapael tubo con el caldo de cultivo y serecoge material con ansa (previamente esteriliza-
da), o con pipeta estéril, paraluego volver atapar € tubo.

El medio sdlido fresco lo podemos tener solidificado en placas de Petri 0 en un tubo de ensayo,
yasea como agar inclinado o en pico de flauta. (Fig. 5.5).

Figura 5.5: a. agar inclinado, (b) en pico de flauta, (c) placa de Petri con medio de cultivo.

Podemos realizar entonces dos técnicas de siembra:
» Agotamiento en estria (utilizado indistintamente en uno u otro caso). (Fig. 5.6).
» Método de extensién de la espatula o diseminacion (solo en placa de Petri). (Fig. 5.9).

Agotamiento en estria:

Puede ser realizado en tubos con agar inclinado o en placas (de preferencia). En este caso se
utilizan in6culos tomados con €l anillo del ansa, y se siembran directamente, o bien se practican
diluciones con factor conocido, y se siembran en distintas placas. Fig. 5.6.

Figura 5.6: Método del agotamiento en estria.
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a) Agar en Tubos. en este caso se comienzaaestriar por labase del tubo. Lostubos con agar en
“pico deflauta’ se pueden sembrar en “S’ en la superficie inclinada (Fig. 5.7a), o inocular primero
atravesando el agar en profundidad, y se continGia en “S’, luego de retirar € alambre de |la parte
profunda (Fig. 5.7b).

Figura 5.7. Sembra en medio solido en pico de flauta.

b) Agar en Placas de Petri: se cargael ansacon el indculo desde un tubo con caldo de cultivo
0 mediante el toque de una colonia aislada en placa de Petri. Luego se toma la base de la placa de
Petri, donde se encuentra el medio de cultivo solido fresco, y selalevantahastalaalturadelallama
del mechero, aunos 20 cm. de lamisma.

Répidamente, para evitar la contaminacion, se practica con € anillo del ansa movimientos de
Zig - zag de forma tal que margue estrias sobre la superficie del agar, depositando asi en forma
esparcida (sobrelas estrias) €l inéculo (Figura5.8).

Segiralaplaca90°, se quemael ansa, se enfriay se procede a un nuevo estriado en laZonaB,
cuidando de tocar solamente las dos Ultimas estrias del cuadrante anterior y tratando de realizar un
gran nimero de estrias, muy cercanas entre si. Tener en cuenta que es necesario hacer de 50 a 100
estrias para obtener colonias |o suficientemente aisladas.

Se gira nuevamente la placa otros 60°, se quema el asa, se enfriay se procede al estriado de la
zonaC. Serepite el procedimiento paralazonaD y sin quemar el asaserealizalacolade pescado en
la zona E. A medida que progresa la siembra (0 sea mayor cantidad de estrias hechas), €l in6culo
inicial tiene cada vez menor carga bacteriana, quedando por ende en las Ultimas estrias (zonaE 'y a
veces ya la zona D) los gérmenes mas separados unos de otros, formando asi, con su desarrollo
colonias separadasy de limites diferenciados.

Tapar las placas. Incubar.

El propdsito de estatécnicaesdiluir € indcul o suficientemente sobre la superficie del agar para
obtener colonias bacterianas bien aisladas apartir de unidades formadoras de colonias. Las colonias
aisladas se pueden luego subcultivar individua mente transfiriéndol as a otros medios afin de obtener
cultivos puros que pueden ser estudiados en medios diferenciales.

72



GUIA DE TRABAJOS PRACTICOS

Indculo primario i

Figura 5.8. Método de agotamiento en estria en placas de Petri. 1). Se coloca €l inéculo primario en la zona Ay se
disemina en zig-zag con estrias muy juntas, 2). Esterilizar el ansa, girar la placa 60°, tocar tres a cinco veces la estria de
lazona Ay estriar lazona B, 3). Reiterar el procedimiento 2 paralazonaCy D, 4). Paraterminar dibujar unaestriaenzg-
zag en la zona E (el espacio que queda entre los cuatro cuadrantes).

Método de la extensidn de la espatula o diseminacién:

Para este método se utiliza una espétula de Drigalsky esterilizada a la llama del alcohal. El
in6culo se deposita en €l centro de la placa con pipeta estéril (generalmente entre 0,1 al ml) y se
disemina en todas direcciones en la espétula.

0

Figura 5.9: Empleo de la Espatula de Drigalsky para la diseminacion en superficie de agar.

AISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS

Laidentificacion de una bacteria necesita su previa obtencion en cultivos puros; de otro modo
nos hallaremos muy amenudo en presencia de unamezcla de muchas bacterias. Interesa, pues, sepa-
rarlasy aislarlas.

Laseparacion de las bacterias se realiza en la préctica en medios sélidos mediante € método de
agotamiento en estria en placas de Petri. Cada colonia aislada representa la descendencia de una
Unica bacteria. Haciendo una picadura de una colonia bien aislada, se obtendra un cultivo puro.

INTERPRETACION DE LOS CULTIVOS

Lainterpretacion delos cultivos primarios luego de 24-48 hs de incubaci6n requiere una consi-
derable destreza. EI microbidlogo debe evaluar si hubo desarrollo microbiano en medios liquidos o
solidosy decidir si serequieren procedimientos adicionales.
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Evaluacién de medios liquidos:

En un medio LIQUIDO, lapoblacion celular bacteriana en crecimiento no forma colonias deli-
mitadas eidentificables unas de otras, yaque no presenta unabase fijade apoyo sobrelacual desarro-
[lar. En cambio ponen de manifiesto el crecimiento de los gérmenes por:

*Presencia de grumos (fig 5.10a).

*Presencia de turbidez (fig 5.10b).

«Formacién de sedimento (fig 5.10c).

eFormacién de velo (Fig 5.10 d.1. Velo superficial, d.2. VElo intermedio).

d.1 d.2

R
|

e il e N

Figura 5.10. Desarrollo microbiano en medio liquido.

Evaluaciéon en medios sélidos:

Se efectlia mediante un examen macro y microscopico:

1. Observando las caracteristicas y cantidad relativa de cadatipo de colonia aislada en agar.

2. Observando loscambiosen e medio querodealascolonias, quereflgjan laactividad metabdlica
especificade las bacterias recuperadas.

3. Determinando la pureza, reaccion de Gram y morfologia de las bacterias de cada tipo de
colonia.

1) Caracteristicas macroscopicas de las colonias:

COLONIA: eslaagrupacion de millones de células bacterianas, que en €l caso de provenir de
una sola bacteria se denomina clon o clona. La colonia bacteriana tiene caracteristicas constantes
para cada especie.

Las colonias asi formadas tienen dimensiones desde |as minimas (apenas visibles), hasta varios
milimetros de diametro. Presentan caracteristicas no solo de volumen sino también deformay textura
y, en algunos casos, de color, 1o cual aveces resultade gran valor diferencial en condiciones estable-
cidas constantes. Por lo tanto, la morfologia de las colonias es de fundamental importancia en €
aislamiento primario.

Se deben considerar los siguientes aspectos (cuadro 5.1):
1- Tamaino:

Las dimensiones de | as col onias bacterianas son muy uniformes para cada especie.

Pequefias (menor de 1 mm), por €. Estreptococos.

Medianasy grandes (varios mm), por €. Estafilococos o0 Salmonella.
2- Forma:

Depende de su borde y espesor.
3- Elevacion:

Cuando €l espesor es mucho mayor en el centro y disminuye uniformemente hacia el borde se
dice quelacoloniaes elevada, siendo entonces convexaen mayor 0 menor grado, en ocasiones tanto
gue casi tiene forma hemisférica.
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Al corte transversal pueden presentar un aspecto plano o elevado en mayor o menor grado,

pudiendo ser: mamelonada, crateriforme, etc.
4- Borde:

El borde puede ser liso irregular, lobulado o aserrado en mayor o menor grado.
5- Color:

L as colonias bacterianas suelen ser blancas o beige y solo en algunos casos toman col oraciones
diferentes, o cuando ponen de manifiesto alguna caracteristica metabdlica. Las colonias flngicas
toman colores diversos: verde, negras, azules, naranjas, amarillas, etc.

6- Superficie de crecimiento:

Puede ser uniformemente lisa o estriada, con indentaciones, radial o concéntrica, continuao con
roturas.

7- Densidad:

De acuerdo al crecimiento leve o exuberante podemos observar colonias méas densas o mas
laxas.

8- Consistencia o textura:

Van desde las colonias secas y friables, hasta las viscosas.
9- Pigmentacion:

Es més frecuente en bacterias saprofitas, y lamasa celular puede tener color rojo, anaranjado,
amarillo, etc. Delos patégenos, el Unico pigmentado es el S aureus (amarillo oro).

La evaluacién de las caracteristicas macroscopicas de las colonias se realiza usualmente me-
diante el examen visual del desarrollo en la superficie de las placas de agar.

Lainspeccion delos cultivos sellevaacabo sosteniendo laplacacon unamano y observando la
superficie del agar paracomprobar |a presencia de desarrollo bacteriano. Se debe estudiar con cuida-
do cada placa debido a que las bacterias aisladas inicialmente a partir de muestras constituyen, a
menudo, cultivos mixtosy puede haber una variedad de tipos de colonias. Las colonias puntiformes
constituidas por bacterias de desarrollo lento pueden pasar inadvertidas entre las de mayor tamafio.

Durante el examen |as placas se deben inclinar en distintas direcciones con iluminacion brillan-
te directa, de modo que la luz sea reflejada desde diversos angulos. Algunos microbidlogos utilizan
una lupa o un microscopio de diseccion para ayudarse en la deteccion de colonias minasculas y
observar mejor sus caracteristicas. Las placas de agar sangre se deben examinar también a trasluz,
empleando iluminacion brillante, afin de detectar reacciones hemoliticas en €l agar.

1. Tamano 2. Forma 3. Elevacidn 4. Borde
Eumifanme ] L P Entero I - \]
Didmatro en mm g e Flana -
Circular Cl —, Ondulado |— N
Elevada re——— - ’
i Lobulado (Lo
Filamentosa : Convexa oY | =p
famticular I X Aserrado i H‘L,.
Irregilan (::‘:p
. |
= :T-?‘L "3 Umbeiforme €= Flaraties %ﬁ
o iaciy
E _:E Umbilicads ("N Rizada ﬁ;_.
Fusiorme e &-':._‘}3
5. Color 6. Superficie 7. Densidad 8. Consistencia
Blanco Lisa o rugosa Opaca Butirosa
Amnarilio bdate o brillante Translicida Visoosa
Megro Seca o cremosa Transparents Mambranosa
Belge Invasiva o superficial, efc el Cspbradiza
Maranja ete
\erde, eic.

Cuadro 5.1. Caracteristicas de las colonias usadas en la identificacion de bacterias.
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10- Olor:
L os microorgani smos que exhiben olores caracteristicos son:
-Pseudomonas spp (zumo de uva).
-Proteus spp (chocol ate quemado).
-Sreptomyces spp (sbtano enmohecido).
-Clostridium spp (fétido, nauseabundo).

2) Cambiosen el medio querodea las colonias. Se resumen en €l cuadro 5.2

1. Hemdlisis en agar sangre - Alfa: halo de hemadlisis parcial de globulos rojos alrededor
de las colonias con coloracion verde del medio,

- Beta: halo de hemdlisis total de glébulos rojos alrededor de
las colonias, debido a la lisis de los giébulos rojos.

- Gamma: no hay hemdlisis de gldbulos rojos ni cambio en el

medio que rodea |a colonia.

2. Produccién de pigmenios en|-  Piamentos hidrosolubles que coiorean el medio. Piocianina

medio de agar : bk
ga - Pigmentos fluorocromicos.

- Pigmentos no difusibles confinados a las colonias.

3. Cambios en medios diferenciales | - En los medios diferenciales se incluyen diversos colorantes,
indicadores de pH y ofros componentes gue actian como
indicadores de las actividades enzimaticas y ayudan a identificar
| las bacterias aisladas.

Cuadro 5.2. Reacciones en medio de agar utilizado en la identificacion de bacterias.

Estas caracteristicas son Utiles en la sel ecci6n de otros medios y pruebas diferenciales apropia-
das para completar laidentificacion de los aislamientos.

3) Caracteristicas Microscopicas. Las impresiones basadas en la observacion de las caracte-

risticas de las colonias pueden ser confirmadas luego estudiando extendidos coloreados con la reac-
cion de GRAM.
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Cada grupo de trabajo realizara, bajo la supervision y directivas del docente, los siguientes
procedimientos:

Siembra de Microorganismos:
*Siembra en tubos con caldo, agar semi-solido y en pico de flauta del material en estudio.
»Siembra por diseminacion en superficie con espatula de Drigal sky.
eIncubacion a 35-37°C, durante 18-24 hs.

Aislamiento de Microorganismos:
*Siembra para aislamiento en placas de las muestras en los distintos medios de cultivos.
*|ncubacién a 35-37°C, durante 18-24 hs.

Lectura e interpretacion de los cultivos (a las 24 hs):
«Caracteristicas macroscopicas de las colonias.
*Coloracion de Gramy morfologia celular.
*Observar otras caracteristicas Utiles paralaidentificacion preliminar de las bacterias como:
a Tamarfio y forma de las células bacterianas.
b- Disposicion de las células bacterianas.
¢- Presencia de estructuras especificas (esporos, granul os metacromaticos, etc.).
*Repique delals colonials aisladas aagar nutritivo (pico de flauta), para continuar con las prue-
bas deidentificacion.
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IDENTIFICACION DE MICROORGANISMOS AEROBIOS

OBJETIVO
 Aproximar la tipificacion fenotipica de bacterias aer 6bicas o facultativamente anaer 6bicas
comunes mediante |a realizacion de pruebas bioguimicas.

INTRODUCCION

Laidentificacion bacteriana aproximada se efectlia observando las caracteristicas de | as colo-
nias y la morfologia en la coloracion de Gram. No obstante, la caracterizacion final en género y
especie de un aislamiento bacteriano desconocido se logra usual mente mediante |a deteccion de cier-
tos sistemas enzimaticos exclusivos y por los productos formados por su metabolismo, que sirven
como marcadores o como taxones paralaidentificacion. En el laboratorio estos sistemas enzimaticos
pueden detectarse sembrando una peguefia porcion de una colonia bien aislada a una serie de medios
cultivos que contienen sustratos especificos e indicadores guimicos que detectan cambiosdepH o la
presencia de subproductos especificos. El microbidlogo debe seleccionar € conjunto apropiado de
caracteristicas requeridas paralaidentificacion de cada grupo de bacterias. Ver cuadros 6.1y 6.2.

Para la identificacion final de las bacterias, dentro de un grupo determinado, existen varias
decenas de marcadores. El cuadro 6.1 enumera |os marcadores seleccionados de uso mas frecuente
paralaidentificacién de bacilos Gram (-), y €l cuadro 6.2 para cocos Gram (+).

Se describen acontinuacién algunas pruebasr emitiéndose al alumno al usodelabibliografia
para completar el estudio de pruebas bioquimicas para tipificacion bacteriana.

QXIDASA
UTILIZACION DE GLUCOSA (TSI: Agar triple azicar hierra)
FERMEMTADORES WO FERMENTADORES
(E|: Enterobacterlaceas) (E].. Pseudomanas, olros bacilos G (-))
Pruabas de identificacidn Pruebas de identificacién
IMVIC: Indol - Rojo de metfile - Voges Proskauar — Produccion de pigmentos
Citrato Indal
SiM: Sulfhidrile = Indol - Movilidad Citratn
Urea Movilidad
Fenilalanina-desaminasa Crecimiento en Mo ankay
0-F: Oxidacidn-farmentacion Decarboxilasas
Fermentacion de Hidratos de Carbono Catalasa
ONPG DMasa
Otros: DMasa; Decarboxilasas; etc.

Cuadro N° 6.1: Pruebas bioquimicas utilizadas para bacilos gram negativos aer 6bicos.
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PRUEBAS DE IDENTIFICACION PARA BACILOS GRAM (-)

PRUEBA DE LA OXIDASA

Esta basada en la deteccion dela presencia o ausencia de la produccién dela enzima citocromo
oxidasa. Esta reaccion de la oxidasa se debe ala presencia, en la cadena respiratoria, de un sistema
citocromo oxidasa que activalaoxidacién del citocromo reducido con el oxigeno molecular €l que, a
su vez, actllacomo aceptor de electrones en la etapaterminal del sistema de transferencia de electro-
nes. Este sistema se encuentra en | 0s organi smos aerobios o0 anaerobios facultativos.

La prueba de la oxidasa utiliza ciertos colorantes reactivos, como el diclorhidrato de p-
fenilendiamina, que actlian como aceptores artificiales de electrones, sustituyendo a oxigeno, cam-
biando de color.

La prueba se lleva a cabo por cualquiera de los dos métodos:

Técnica directa en placa
En lacual se afiaden directamente 2 o 3 gotasdel reactivo alas colonias bacterianas ais adas que
se desarrollan en placas.

Técnica indirecta en tiras de papel

En laque se aifladen unas gotas de reactivo aunatirade papel defiltro. En estazona se extiende
un asa de la colonia sospechosa.

Serecomienda el empleo de un ansa o0 aguja de inoculacién de platino pararetirar las colonias
ya que la presencia de un simple vestigio de hierro puede por si solo catalizar la oxidacién del
reactivo, dando una reaccion falsamente positiva.

Interpretacion:

Oxidasa (+) = intenso color azul.

Oxidasa (-) = incolora.

Se recomienda el derivado tetrametilico de la p-fenilendiamina, ya que es més estable, mas
sensible y menos toxico que el derivado dimetilico, pero méas costoso.

TSI: (AGAR TRIPLE AZUCAR HIERRO)

0 KIA (agar hierro dekliger)

La deteccion de fermentadores de glucosay lactosa (ciuadro 7.1) se utiliza para orientar en la
identificacién inicial de los bacilos de Gram (-), en especial de los miembros de la familia
Enterobacteriaceae.

El agar hierro triplemente azucarado (TSI) o e agar hierro deKliger (KIA), son mediosdiferen-
ciales en tubo que sirven aun doble fin:

1)- Determinacion de las fermentaciones delactosay glucosacon produccién de &cidosy gases.

2)- Determinacion de la produccién de sulfhidrico.

Ambos medios son muy ricos desde €l punto de vista nutritivo porque tienen cuatro componen-
tes proteicosy estan exentosdeinhibidores, o que permite el desarrollo delamayoriade las especies
bacterianas.

El medio KIA contiene dos hidratos de carbono: lactosaa 1%y glucosaal 0,1%, mientras que
el TSI contiene ademés 1% de sacarosa. Dado que € pH final del medio esta estabilizado a 7,4 y
posee como indicador rojo fenol, laproducci én de pequefias cantidades de &cido, debido alafermetacion
de los carbohidratos, dard como resultado un cambio visible de color, amarillo (pH menor a 6,8) y
rojo (pH 7,4).

Como indicador del acido sulfhidrico el medio contiene sulfato ferroso, que es algo menos
sensible que otras salesférricas o ferrosas, |0 que hace que pueda haber discrepancias entre las|ectu-
ras de sulfhidrico de KIA y TSI y otros medios (como & SIM). Debemos recordar que el medio
contiene tiosulfato de sodio parala produccion del sulfhidrico.
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PROCEDIMIENTO:

Sepreparael agar en pico deflauta, esto permite laexistenciade dos camaras de reaccion dentro
del mismo tubo. La porcion inclinada, expuesta en toda su superficie a oxigeno atmosférico, es
aerobia; laporcién, llamadafondo o profundidad, estaprotegidadel airey esrelativamente anaerobia.
Al preparar los medios esimportante que el pico y el fondo tengan aproximadamente 3 cm de longi-
tud cada uno, afin de conservar este efecto de las dos cdmaras.

L acoloniasospechosaen estudio, y aisladaen unaplacade agar, se siembracon un ansarectaen
lostubos de TSI atravesando el medio hastala parte profundadel tubo. Esimportante no extender la
linea de siembra a mas de 3 a5 mm del fondo del tubo para evitar la entrada de aire en la parte
profunday aterar el medio anaerobio. Luego de retirar €l alambre del fondo se estriael pico con un
movimiento hacia uno y otro lado. Luego se incuba a 35°C durante 18 a 24 hs.

PRECAUCIONES:

Esfundamental |eer einterpretar un tubo de TSI dentro del periodo deincubacién de 18 a24 hs.
Si selee antes, por gemplo alas 12 hs, puede obtenerse un resultado falsamente positivo de acido/
acido, debido aque laglucosaain no se hadegradado completamente. Erréneamente se interpretaria
gue el microorganismo fermenta glucosay lactosa. Por otraparte, un tubo de TSI leido después de 24
hs puede dar un falso de alcalino/alcalino, que indicaria que no se ha fermentado ningun hidrato de
carbono. Ocurre que e microorganismo comienza a utilizar las peptonas como e ementos nutritivos
para continuar su reproduccién, lo que daun pH alcalino.

INTERPRETACION:
Segun el comportamiento de | as bacterias que desarrollan en estos medios, se producen distin-
tos tipos de reacciones (Fig. 7.1).

Y

A

Ly
Tubo sin AcidolAcido AlcalinofAcide AlcalinolAcido Acidofbcido
Inocular gas gas gas, H,5

Interpretacién de colores

I:I Colar naranja F;:i:iq Color amarillo
Et
- Caolor rojo-anaranjado - Color negro

Figura 7.1: Observacion de resultados tipicos en tubos de TS.

Se analizan los resultados, registrando primero el cambio de reaccién del pico de flautay luego
el delacapa profunda, como se indica a continuacion:
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FICO DE FLAUTA CAPA FROFUNDA, HIDRATO DE CARBONO
METABOLIZADO
Alcalino | Acido Glucosa
Acido | Acida Glucosa + Lactosa
Alcaling Alcaling No son atacadas Glucosa ni Lactosa

tilizan peptonas del medio de cultivo,

Alcaling Sin cambio Mo son alacadas Glucosa nl Lactosa.
Utilizan peptonas del medio de cultivo.

Nota: en todos los casos debe observarse si hay produccion de gas'y de sulfuro.

Fer mentacion de glucosa solamente (Alcalino/Acido): Estareaccion (al calinalécida) sedaen
los mi croorgani smos capaces de fermentar solamente laglucosa; no son fermentadoresdelactosa. La
zona superior del pico de flauta se acidifica (amarilla) en las primeras horas de desarrollo, lo que
indicaque se haproducido |adegradaci 6n aerdbicade laglucosa. Despuésde 18 a24 hsdeincubacion
la baja concentracién de glucosa (0,1 %) ha sido consumida por completo y el microorganismo co-
mienza a utilizar las peptonas que se encuentran en € medio para obtener 1os nutrientes para su
crecimiento, y este catabolismo de la peptonaproduce laliberacion de amoniaco, dando un pH acalino
con €l rojo fenal.

En la capa profunda del medio se observaun color amarillo debido ala degradacién anaerdbica
de la glucosa, que ocurre después de 18 a 24 hs de incubacién, dando un pH &cido (color amarillo),
debido alos productos terminales &cidos que se forman.

Ejemplo de bacterias no fermentadoras de lactosa (y/o sacarosa) Shigella spp.

Fermentacion de lactosa y glucosa (Acido/Acido): Esta reaccion (&cida/écida) se da en los
microorganismos que fermentan tanto la lactosa como la glucosa en busca de elementos nutritivos,
dando después de 18 a 24 hs de incubacion una reaccion écida (amarilla) en e pico de flauta'y
también en zona profunda del tubo. La concentracion de lactosa del 1 % (diez veces mas que la
glucosa) en un periodo de incubacién de 18 a 24 hs, aun no se ha consumido y existe una condicion
acida. Si selee el mismo tubo después de 48 hs, € pico de flauta se vuelve alcalino por deplecién de
lalactosay lautilizacion de las peptonas. Ejemplo de bacterias que fermenten glucosay lactosa (y/o
sacarosaen € TSl), coliformes como Escherichia coli y € grupo Klebsiella-Enterobacter.

No fermentacién de lactosa ni de glucosa (sin cambio): Esta reaccion (todo rojo), se da
cuando los microorganismos no fermentan estos azlicares, por ende no seforman acidos, y laproduc-
cion de aminas en el pico, junto con los buffer alcalinos, hacen que todo el medio aparezca de color
rojo. Lasbacterias que producen este tipo de reaccién son conocidas como “ no fermentadoras’ . Ejemplo
caracteristico de bacterias “no fermentadoras’ es |a Pseudomona aeruginosa.

Estas bacterias, que no pertenecen alafamilia Enterobacteriaceae, pueden utilizar la peptona
aerobica o anaerébicamente dando dos posibles reacciones el AHK:

« Alcalina/Alcalina: degradan |as peptonas tanto aerdbica como anaerdbicamente.

* Alcalina/Sin cambio: es el resultado de un microorganismo, que solo puede catabolizar

las peptonas en condiciones aerdbicas; de alli que solo el pico muestrael cambio de color

(rojo).

Cuando se observa €l tubo de KIA o TSI para determinar la capacidad de las bacterias para
fermentar la glucosa, lactosay sacarosa, se debe observar la produccion de gas como producto final
del metabolismo delos hidratos de carbono; que se evidenciapor €l desplazamiento total o parcial del
medio, degjando un érea clara o una muesca, al costado del tubo o a veces burbujas.

También debe observarse la produccion de sulfhidrico, que ennegrece el medio y aveces oculta
la acidez de la capa superior del medio que, aunque no se la observe, existe cuando se produce
sulfhidrico.
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PRODUCCION DE ACIDO SULFHIDRICO

Algunas bacterias son capaces de liberar enzimaticamente azufre en formade &cido sulfhidrico
apartir de aminoécidos o de agentes azufrados presentes en €l medio de cultivo. El sulfhidrico esun
gasincoloro que puede detectar se utilizando un indicador de sulfuro, que son sales de metal es pesa-
dostales como sulfato ferroso, citrato férrico, acetato de plomo, etc., que en contacto con el sulfhi-
drico gaseoso, dan un precipitado negro (Azufre del metal pesado) indicando |la positividad de la
reaccion.

El indicador més sensible es el acetato de plomo, que, como suele inhibir €l desarrollo de mu-
chas bacterias, selo utilizaimpregnado en unatira de papel de filtro que sefijaal tapon del tubo de
cultivo, y no seincorporaa medio. El punto final lo dael ennegrecimiento de latiraque se detectaa
las 24 a 48 hs. Puede detectarse el sulfhidrico en medios de cultivo como & SIM, TSI, KIA y no en
papeles reactivos. La diferente sensibilidad de estos medios radica en la alteracion de las distintas
etapas que conducen ala producciony deteccion del sulfhidrico. El gas sulfhidrico que se detectaen
un medio puede no detectarse en otro, por o tanto es necesario conocer € sistemaanalitico utilizado
cuando se interpretan esgquemas de identificacion.

El medio SIM esmaéas sensible que € KIA paraladeteccion del sulfhidricoy, asu vez, € medio
KIA esmas sensible que el TSI. Entodoslos casos el punto final estd dado por un precipitado negro
insoluble de sulfuro del metal pesado formado en el medio.

IMViC

El IMViC esunasiglaque agrupa4 pruebas minimas de i dentificacién para enterobacterias que
son los bacilos gram (-) de aislamiento mas frecuente en laclinicay laindustria. Estas pruebas son:

I- Indol (descripto en SIM).
M — Rojo de Metilo.

V —Voges Proskauer.

iC - Citrato.

PRUEBA DEL ROJO METILO
Una vez metabolizada la glucosa hasta acido pirGvico, los microorganismos siguen distintas

rutas fermentativas, dando productos variados que se tratan deidentificar para caracterizar €l género
0 la especie microbiana correspondiente. Dos de esas rutas 0 vias degradativas son:
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La fermentacion acida mixta

Butilenglicol.
GLUCOSA |
|
‘ 1
—! ACIDO PIRUVICO ’—l
¥ L
(1) (2)
ACETILMETILCARBINGL FERMENTACION
(ACETOINAY ACIDA MIXTA
KOH + AIRE
¥
BUTILENGLICOL '
: ' PH=44
Vira el indicador
DIACETILD ROJO DE METILO
EEF‘-E.&TININA + NAFTOL DEL MEDIO }
r i
COMPLEJD ROUO COLOR ROJO
(Prueba de Voges-Proskauer {Prueba de Rojo de Metilo
pasitiva) positiva)

La prueba de rojo de metilo (RM) sirve para identificar especies bacterianas que son grandes productores de &cidos
organicos fuertes (lactico, acético, formico) a partir de glucosa, por la via de fermentacion acida mixta.

El rojo de metilo es un indicador de pH que viraentre 6 (amarillo) y 4,4 (rojo).

Existen muchas especies de enterobacterias que producen mezclas de acidos fuertes en cantida-
des detectables con €l indicador; solo se consideran rojo de metilo (+) aguell os microorganismos que
pueden mantener este pH bajo luego de una incubacién prolongada (2 a 5 dias) y no en las fases
iniciales de laincubacion, contrarrestando asi a sistema estabilizado de pH del medio.

El medio usado es el caldo RM/VP seguin laférmula de Clark y Lubs, que también sirve para
Voges-Proskauer (VP). El medio contiene glucosa, un buffer estabilizador de pH y nutrientes.

Procedimiento:
1. Sesiembrael caldo RM/VP con un cultivo puro del microorganismo en estudio.
2. Seincuba a 35°C durante 48 hs (no menos) y hasta 5 dias.
3. Finalizado este periodo se divide en 2 fracciones: unade ellas (A) paralapruebade RM y la
otra(B) parael VP
4. A lafraccién (A) sele afaden 2 a5 gotas del indicador rojo de metilo.
5. El desarrollo de un color rojo indica que lareaccién es positiva, por |o tanto |a produccion de
acido es suficiente parabajar €l pH a4,4 o menos.
6. Color amarillo indica que lareaccion es negativa.

PRUEBA DE VOGES-PROSKAUER

Se utiliza para detectar aguellos microorgani smos que metabolizan el acido pirGvico por lavia
gue llevaala produccion de acetoina (acetilmetilcarbinol), un subproducto de reaccion neutra.
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A laalicuota (B) del caldo RM/V P separado anteriormente se agregan 10s siguientes reactivos
respetando el orden:

a) 0,6 ml. de afa-naftol al 5%.

b) 0,2 ml. de KOH al 40%.

Agitar suavemente el tubo paraponer en contacto con el oxigeno atmosférico en medio alcalino
y se dejareposar entre 10-15 minutos; luego se observa.

El desarrollo de un color rojo indica reaccién positiva por presencia de diacetilo.

Un color amarillo indicareaccion negativa.

UTILIZACION DEL CITRATO

Identifica a aquellas bacterias que pueden obtener energia y/o carbono por via distinta de la
fermentacion de hidratos de carbono, utilizando citrato como Unica fuente de carbono. El citrato de
sodio esunasal del &cido citrico (metabolito del ciclo de Krebs).

El medio utilizado no debe tener proteinas ni hidratos de carbono. Incluye citrato de sodio como
unica fuente de carbono y fosfato de amonio como Unica fuente de nitrégeno. Las bacterias que
pueden utilizar citrato, también pueden extraer nitrogeno delasal de amonio, produciendo amoniaco
que se convierte en (NO,OH) alcalinizando €l medio.

Paralarealizacion de esta prueba pueden utilizarse distintos medios citratados:

1. Medio citratado de Koser:

Consiste en un caldo con fosfatosy citrato de sodio, libre de proteinas e hidratos de carbono, en
el que & punto final delapruebalo dalapresencia o ausenciade turbidez visible tras lainoculacion
e incubacion del microorganismo en estudio.

2. Medio citratado de Simmons:
Al caldo de Koser se le agrega agar y azul de bromotimol, con lo cual el punto final es un
cambio de color visible en el medio.

Procedimiento:

Se vierte el medio citratado de Simmons en un tubo y se deja solidificar en pico de flauta. Se
estrialasuperficiedel pico con unindcul o escaso tomado de unacoloniaaisladadel microorganismo.
Si el in6culo es muy abundante, |os compuestos organi cos pref ormados dentro de las paredes celula-
res delasbacterias que van muriendo pueden liberar carbono y nitrégeno como para producirse falsos
(+). Cuando se estan inoculando distintos tubos con distintos medios diferencial es conviene primero
estriar el medio de citrato para evitar arrastrar proteinas e hidratos de carbono de |os otros medios.

Luego de incubar a 35°C durante 24 a 48 hs (hasta 4 dias), € desarrollo bacteriano y e color
azul intenso indican quelapruebaes positivay revelague el microorganismo hasido capaz de utilizar
€ citrato contenido en e medio, con laformacién de productos alcalinos.

A veces puede detectarse un desarrollo microbiano visiblealo largo delaestria, antesdel virgje
del color a azul. Esto puede interpretarse como positivo y se confirma prolongando € tiempo de
incubacion hasta el desarrollo de color azul.

SIM
El SIM es un medio de cultivo semisolido que se utiliza para la deteccion de:
Sulfhidrilo (ver descripcion de produccion écido sulfhidrico, pag 79).

I ndol.
Movilidad.
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INDOL

El indol es uno de los productos del metabolismo del aminoécido triptofano, que esta presente
en lapeptona que compone el medio de cultivo. Las bacterias que poseen la enzima triptofanasa son
capaces de degradar €l tript6fano, con produccion de indol, &cido piravico y amoniaco.

Procedimiento:

Se siembra €l microorganismo en estudio en un tubo conteniendo medio liquido de cultivo
formado por peptonaal 1%, CINay es unavariante posible incorporarle triptéfano al 1%. Se deben
utilizar medios ricos en triptéfano.

Se pueden emplear medios combinados tales como el SIM (sulfuro, indol, movilidad) o indol-
nitrato. Se inocula el medio con el organismo en estudio e incuba a 35°C durante 24 a48 hs.

La presencia de indol al cabo de la incubacion se revela por el agregado de un reactivo que
contiene p-dimetilaminobenzal dehido (reactivos de Ehrlich o de Kovac).

Si laprueba es positiva, €l indol se combina con el aldehido paradar un color rojo fucsiaen la
interfase del reactivo y el caldo (o en la capa de cloroformo si se emplea € reactivo de Ehrlich)
segundos después de afiadido.

o EJ ‘ CH, clH COOH ﬂ_:’-:w,“_h~
R Wi2 ( H |{. + CH,— C—COOH + NH,
N NN |
H H 0
L-TRIPTOFAND TRIFTOFANASE . INDOL + ACIDO F'IRL'I'-.-'!CD + AMONIACD

MG

DESAMINACION

PRUEBA DE LA MOTILIDAD

L as bacterias tienen motilidad por medio de sus flagel os, 0s cual es se encuentran en los baci-
los. A veces las bacterias con motilidad producen variantes no méviles.

Procedimiento:

Se usan medios semisolidos para detectar la movilidad. Existen medios comerciales como
BAM y SIM que determinan otras caracteristicas ademas de lamovilidad.

L os medios se fraccionan en tubos, hasta alcanzar unaalturade 5 cm. y se degjan solidificar en
posicion vertical. El microorganismo se inocula punzando una vez € centro del medio, con un
alambre recto hasta una profundidad de 2 cm. Se incubara 24 hs a 37°C a temperatura ambiente
seguin € microorganismo en estudio.

Interpretacion:

Prueba positiva: Los organismos méviles migran de la linea de siembray se difunden en el
medio.

Prueba negativa: Crecimiento bacteriano Unicamente en lalineade siembra. (Fig. 6.2).

PRUEBA DE LA FENILALANINA DESAMINASA

Algunos microorganismos poseen la facultad de desaminar la fenilalanina con produccion de
acido fenil piravico y amoniaco. (Ver reaccion).
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Procedimiento:

Se siembrael microorganismo en un medio de cultivo en“pico deflauta’ conteniendo fenilaanina,
extracto de levadura, CINa, fosfato de amonio, agar y agua destilada. Seincuba a 35°C durante 18 a
24 hs. Se agregadirectamente 4 0 5 gotas de reactivo (cloruro de hierro) a 10 % directamente sobre
lasuperficie del agar. Si lareaccidn es positiva, se observainmediatamente la aparicion de un color
verdeintenso end picodeflautay en e liquido de sinéresis. Algunas especies desaminan lafenilalanina
tan rdpidamente que la prueba puede ser positivayaalas 4 hs deincubacién. Lacoloracion se desvar
nece en unos 10 minutos, en consecuencia, la observaci 6n debe realizarse inmedi atamente después de
agregar € reactivo.

CH, — CH—COOH +CH, — C--COOH
| i
___,.:-;:'-'«' ~.. NH2 -_.:'.-{"_'.u"'\-\. - o
+ 1% 0 + MH,
Sy Flavoproteina S
Fenilalanina Acido fenilpirivico Amoniaco

REACCION DE LA UREASA
L os microorganismos que poseen la enzima ureasa tienen la capacidad de hidrolizar urea con
liberacién de amoniaco.

H.N
UREASA o
e=0 + 2 HOH_ Co, + HO + 2NH, =77 (NH]}, Co,
H.M 4 Urea Anhidrido Amoniaco Carbonato de
Carbénico Amonio

El amoniaco reacciona en solucion para formar carbonato de amonio, produciéndose una
acalinizacién y un aumento de pH del medio.

Procedimiento:

Se siembra e microorganismo en un medio conteniendo urea a 20% y un indicador de pH, €l
rojo fenol, incoloro a pH neutro y rojo a pH alcalino. El caldo urea de Stuart y € agar urea de
Christensen son |os dos medios més utilizados cominmente.

Incubar ambos medios a 35°C durante 18 a 24 hs. Una reaccion positiva se pone de manifiesto
por el cambio de color. El caldo de Stuart esta fuertemente estabilizado con sales de fosfato a un pH
de 6,8. El organismo en estudio debe producir cantidades rel ativamente grandes de amoniaco afin de
superar €l sistema estabilizador y elevar el pH del medio lo suficiente como para provocar €l virgje
del indicador.

El agar urea de Christensen posee un sistema estabilizador de pH mucho més débil y contiene
ademas peptonasy glucosa. Este medio promueve el crecimiento de muchas especies bacterianas que
no pueden desarrollarse en el caldo de Stuart, y la menor capacidad del buffer permite detectar pro-
ducciones mas escasas de amoniaco.

OTRAS PRUEBAS PARA BACILOS GRAM (-)

PRUEBA DE OXIDACION-FERMENTACION (OF)

Los microorganismos sacar ol iticos degradan glucosa fer mentati vamente u oxidativamente. L os
subproductos de lafermentacion son “ acidos mixtos’ relativamente fuertes que se pueden detectar en
medio de fermentacidén convencional.

En cambio, los &cidos formados por degradacion oxidativa son sumamente débiles y para su
deteccion se requiere un medio 6xido-fermentacién mas sensible, como el Hugh y Leifson.
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Este medio tiene una concentraci én aumentada de glucosay un indicador de pH.

Se requieren dos tubos para prueba OF, sembrado con e microorganismo desconocido em-
pleando una aguja de puncién que atraviese el medio hastallegar casi a fondo del tubo.

Cubrir €l tubo con unacapade 1 cm. de parafina estéril fundida, dejando € otro tubo abierto al
aire. Incubar ambos tubos a 35°C durante 48 hs 0 més.

Interpretacion:

TUBO ABIERTO TUBO CUBIERTO TIPD DE METABOLISMO
Acida (amarillo) Alcalina (verde) Cixidativo

Acida (amarillo) Acida (amarillo) Fermentativo
Alcalina (verde) Alcalina (verde) Mo sacarolitico o Inactivo

PRUEBA DEL ONPG PARA LA DETECCION DE B-GALACTOSIDASA

El ortonitrofenilgalactésido (ONPG) es un compuesto similar a la lactosa, excepto en que la
glucosa ha sido sustituida por un radical ortonitrofenilo.

Esta prueba permite la deteccion de la enzima B-gal actosidasa mucho méas rapidamente que la
prueba de fermentacion de lactosa. Esto es Util paraidentificar aquellos organismos fermentadores
tardios de lactosa que son deficientes en B-galactdsido permeasa. La pared celular bacteriana es mas
permeable al ONPG que alalactosa, y por accién de la B-galactosidasa el ONPG es hidrolizado a
galactosay ortonitrofenol. EI medio esta estabilizado a un pH alcalino, de modo que € nitrofenol
liberado se puede detectar por un cambio visible del color del medio al amarillo claro.

Se cargaun ansacon bacterias desarrolladasy se emulsionaen 0,5 ml de solucién defisiol égica
hasta producir una suspension abundante, afadir ala suspension un disco de ONPG. Incubar a 37°C.
Leer alas48 hs. Si es negativo degjar 24 hs. (Fig. 6.4)

I nterpretacion:

ONPG (+) = color amarillo

ONPG (-) = incoloro

FERMENTACION DE HIDRATOS DE CARBONO

Se determina la capacidad de un microorganismo de fermentar un determinado hidrato de car-
bono incorporado a un medio de cultivo basico, con produccion de &cido o acido y gas.

El medio decultivollevaincorporado unindicador de pH, generalmente purpurade bromocresol,
gue aun pH neutro esvioletay aun pH &cido es amarillo.

Lafermentacion del compuesto original y laconsiguiente formaci 6n de productos &cidos provo-
caun virgje del indicador que marcaasi la positividad del ensayo.

Cuando se utiliza un medio de caldo con hidratos de carbono se coloca, por |o general, un tubo
de Durham en posicion invertida, en el tubo de glucosa Unicamente. Si un microorganismo es capaz
de producir gas en la glucosa, entonces también se producira gas en los otros hidratos de carbono
utilizados. No obstante, si se conoce que €l microorganismo en estudio no fermenta la glucosa, es
aconsejable agregar tubos de Durham aagunos de los otros hidratos de carbono puestos apruebaen
labateria.

IDENTIFICACION SEROLOGICA DE LAS BACTERIAS
Se utilizaunareaccion de aglutinacion directaentre lacélulabacterianay un antisuero especifi-

co. Se aplica con mayor frecuencia con las siguientes bacterias. Salmonella, Shigella, Escherichia
coli, Vibrio cholerae y Estreptococos betahemoliticos.
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1- Colocar sobre un portaobjetos limpio y desengrasado una gota de solucion fisiol dgica.

2- Con ayudade un ansade anillo previamente esterilizaday enfriadalevantar unacoloniadesde
el medio de cultivo.

3- Suspender la coloniaen la gota de soluci6n fisiol 6gica con movimientos giratorios sin exten-
derla sobre el portaobjetos.

4- Agregar sobre la suspension una gota de antisuero especifico a estudiar.

5- Mezclar con ayuda de unavarilla plésticao el angulo de un cubreobjetos.

6- Balancear suavemente €l portaobjetos durante un minuto.

7- Observar la presencia o ausencia de aglutinacion.

PRUEBAS DE IDENTIFICACION PARA COCOS GRAM (+)

CATALASA
() =)
FAMILIA Micrococcaceae FAMILIA Streptococcaceas

Fermentacion de la Glucosa (TS)

-} {+) Hemadlisis
Micrococous Staphylococcus Sensibilidad a Bacitracina

o | Sensibifidad a Vancomicina

agUIasa
- v o Test de CAMP

DQEBJ rosEaLer 1 - :

Hidrdlisis de Hipurato
ONPG e SUCR
Produccidn de pigmentos chile. eaci.lina
e P Solubilidad en bilis

Urea

Prueba de la QOptoguina
Desarrolio en ClNa al 6,5%

Sensibilidad Movobiocina
Fermentacidn de azdcares
Hemdlisis

DMasa

Cuadro N° 6.2: Cocos gram (+) pruebas bioquimicas marcadoras para la identificacion de los microorganismos mas
Comunes.

PRUEBA DE LA CATALASA

Es una enzima gque descompone el perdxido de hidrégeno, desprendiendo oxigeno. La poseen
muchas mi croorgani Smos aerobios y anaerobios facultativos excepto |os estreptococos.

Esta prueba se llevaacabo en portaobjetos o en tubos, y es cominmente utilizada para diferen-
ciar estafilococos de estreptococos, donde la prueba puede ser positivay negativa respectivamente.
También se utiliza en la diferenciacién de especies de bacilos Gram (+) y micobacterias; en este
ultimo caso puede hacerse cuantitativa o semicuantitativa.

Prueba en portaobjeto:

2. Con un ansa agujatransferir células del centro de unacoloniabien aidada ala superficie de
un portaobjetos.

3. Afiadir 1 0 2 gotas de perdxido de hidrégeno al 3%. Serecomiendano afladir el microorganis-
mo a reactivo (invirtiendo), especialmente si se utilizan ansas que contienen hierro, yaque se pueden
producir falsos positivos.

Método en tubos o placas de agar:
1. Diluir 1:10 & perdxido de hidrégeno al 30% en agua destilada para obtener unasolucién a 3%.
2. Afiadir unas gotas del perdxido de hidrégeno directamente sobre la superficie del desarrollo
de una placao pico de agar.
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INTERPRETACION:
Larépidaapariciény produccion de burbujas de gas o efervescenciaindica unareaccion positiva

CATALASA

Hs0, +H.0; 2H,0 + 0]

PRODUCCION DE COAGULASA

El S aureus esidentificado sobrela base de la presencia de la enzima coagulasa. La coagulasa
se halla presente en dos formas, “fija o ligada” y “libre” cada una de las cuales posee diferentes
propiedades que requieren el uso de técnicas separadas:

1. Prueba en portaobjetos: detecta la Coagulasa fija conocida como “factor de aglutinacion”,

estaunida alapared celular bacterianay no esta presente en los filtrados de cultivos. Los hilos

defibrinaformados entre | as cél ul as bacterianas suspendidas en plasma (fibrinégeno) provocan
su aglutinacion, indicada por lapresenciade agregados visibles en el portaobjetos. Laactividad
dela coagulasafijano esinhibida por los anticuerpos formados contra la coagulasa libre.

Procedimiento:

Se siembran dos tubos de caldo nutritivo (puede emplearse también agar nutritivo) uno con una
cepa de Saphylococcus coagulasa (+) positiva, como control y el otro con la colonia sospechosa; se
incuban a 37°C por 18 a24 hs. Al cabo de ese tiempo se pone una suspensi én espesa de cada tubo en
los extremos de un portaobjeto y se agrega una gota de plasma a ambas suspensiones y se mezcla
suavemente. Si se han empleado colonias del agar nutritivo hacer la suspension con solucion fisiol 6-
gicamezclando suavemente y agregar la gota de plasma; mezclar.

En caso positivo, se observalainmediata formacion de un precipitado macroscépico en forma
de aglutinados blancos en el control y en el problema. Lapruebaes negativasi se observa aglutinado
en el control y no hay aglutinacién en €l problema.

2. Prueba en tubos. Detecta la coagulasa libre que es latrombina, presente en los filtrados de
cultivos. Cuando una suspension de bacterias productoras de coagulasa se mezcla en partes
igual es con una pequefia cantidad de plasma en un tubo de ensayo, se formaun coagulo visible
como consecuenciade lautilizacion delosfactores de coagulacion del plasmade manerasimilar
acuando se afiade trombina.

Procedimiento:

Sellevaacabo sembrando en 0,5 ml de plasma humano o de conejo con un ansa gue contenga
abundante material de coloniasospechosao con 0,3 ml de suspension bacterianaen estudio realizada
en solucion fisiol gica; se agitael tubo suavemente paralograr lasuspension y se coloca en bafio de
agua a 37°C. Igual procedimiento se realiza con la cepa de Saphylococcus aureus coagulasa (+)
positiva. La lectura de ambos tubos se realiza cada 30 minutos en €l lapso de 1 a 4 hs, inclinando
suavemente los tubos. Las cepas coagulasa (+) producen un coagulo visible en ese tiempo. Caso
contrario dejar 24 hsy leer. Las cepas coagulasa (-) no producen coagulo, 1o que las diferencia del
control. (Fig. 6.3).

PRUEBA DE BILIS-ESCULINA

Se siembra el microorganismo en estudio en un pico de flauta que contiene el medio de Bilis-
Esculina, seincubaa37°C por 24 hsy selee.

La prueba depende de la capacidad del microorganismo de desarrollar en presenciade bilis al
4% y de hidrolizar la esculina, tifiendo de marrén oscuro €l medio de bilis-esculina que contiene
citrato férrico como fuente de iones férricos.
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Interpretacion:
La esculina, siendo hidrosoluble, difunde hacia el medio agar. La reaccién es positiva si se
observa un ennegrecimiento difuso del pico de flauta.

PRUEBA DE LA SUSCEPTIBILIDAD A LA OPTOQUINA, BACITRACINAY
NOVOBIOCINA

Para esta pruebase empleapapel defiltroimpregnado con optoquina (bacitracinao novobiocina),
colocado directamente sobrelasuperficie de agar sangre sembradacon bacterias. Lascélulasbacterianas
expuestas al antibidtico difundido en & medio que rodea al disco son lisadas debido a unavariacion
de latension superficial, produciéndose una zona de inhibicion del desarrollo arededor del disco.

Técnica:
1)- Utilizando un ansa, tomar una porcion de una colonia bien aislada del microorganismo en
estudio y estriar un areade 3 cm. de didmetro de una placa de agar sangre.
2)- Colacar un disco de optoquina (bacitracina o novobiocina) en el centro del area estriada.
Presionar suavemente el disco con una pinza estéril, de modo que se adhieraala superficie del

agar.
3)- Invertir la placa e incubarla a 35°C durante 18 a 24 hs.

Interpretacion:
Se debe medir el halo de inhibicién del desarrollo dependiendo del antibiético usado:

SENSIBLE RESISTENTE
BACITRACINA . =10 mim < 10 mm
COPFTOQUINA =14 mm < 14 mm
NOVOBIOCINA > 16 mm < 16 mm

HEMOLISIS

Laproduccién de hemdlisis en agar sangre es una prueba orientativamuy Util paralaidentifica-
cion de cocos Gram (+) catalasa (-). Ver descripcion einterpretacion en pag 55y 72.

CLORURO DE SODIO AL 6,5%

Es una prueba que pone de manifiesto la capacidad del microorganismo de desarrollar en
medios con elevada concentracion de cloruro de sodio. Se emplea en la identificacién de Cocos
Gram (+) catalasa(-). Ej. Sreptococcus spp. El medio se preparaaiadiendo 6,5 % de cloruro de sodio
aun cado nutritivo.

Procedimiento:
Seinocula el medio con el microorganismo en estudio y seincuba 24 hs a 35°C.

Interpretacion:

CINa(+): El desarrollo del microorganismo se evidencia por un enturbiamiento del medio.
CINa(-): Laausenciade turbidez.
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FRUEBAS

— BACROS GRAM 1)

NEGATIVA,

POSITIVA

Oxidasa

solucian incolora

solucion fucsia [*)

Triple azdcar hierro (TSI)

(Fig 6.1)

Mo fermenta glucosa ni lactosa
Fermentacion de glucosa
Fermentacion de glucosa y
lactosa

Produccion de gas

Produccion de SH2

Lectura

fondo sin cambios, pico alcalino
fondo amarillo, pico alcaling
fondo amarillo, pico amarillo

sin levantamiento del medio
ausencia de color negro en el
medic

con levaniamiento
ennegrecimiento

Produccion de indol

reactivo sin cambios

reactivo vira al fucsia

Rojo de Mebilo sin cambio rojo en todo el medio

Voges Proskauer sin cambio halo rojo en superficie

Utilizacion de citrato medio verde medio azul

Motilidad (Fig 6.2} crecimiento en el sitio de crecimiento en todo el medio
puncion

Fenilalanina sin cambio verde en superficie

Produccion de ureasa

medic amarillo

medio fucsia

Fermentacion de glucosa (fig
6.4)

medio color verde

rmedio color amarillo

BACILOS GRAM (+)

| FRUEBAS | NEGATIVA POSITIVA
Catalasa sin burbujeo con burbujeo
Coagulasa ausencia de codgulo presencia de coagulo

Sensibilidad a la bacitracina

sin halo de inhibicidn

presencia de halo de
inhibicion

Sensibilidad a la bacitracina

sin halo de inhibicion

presencia de halo de
inhibician

Sensibilidad a la optoguina

sin halo de inhibicion

presencia de halo de
inhibicicn

Hidrdlisis de bilis esculina

meadio color pardo claro

medio color negro

Crecimiento en ClNa 6.5%

caldo limpido

caldo turbio

Cuadro 6.3. Lectura e interpretacion de pruebas bioquimicas.
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Figura 6.1 ¢

Thbo con TSI que &= -~ Figura 6.2
mnestra © produccicn
crecimiento en de motilidad
superficie (estria) €1 g

¥ en profindidad . hlando
fp{'c.r{:furﬂ). asi Suparticie " r o) inmévil

corme li
produceion de gas
de sulfiridrice.

SH. 7 J B v,
f
s i I.l"l
F n i | ir

Figura 6.4: Pruchas de oxidacion-fermentacion

Figura 6.3: 5. aureus produccion Hugh-Leifson.

de coagulasa libre: a) negativ
bl positiva.

| Acida I

Vasealina

Acidificacion Alcalinizacion
Bacleria fermentativas Bacteria oxidativas
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CLAVES PARA LA IDENTIFICACION BACTERIAS GRAMPOSITIVAS

ldentificacion de bacterias Gram positivas

Cocos — Prueba de la catalasa

o) ; | @
Enterococcus Utilizacidn de la glucosa (OVF)
Lactococcus
Streptococcus ]
l Fermentativa Ooadativa
Hemolisis 1 [
|Sraph.'a'-‘0¢°¢ﬂ-l'5 | |Mfcrucaccu5 |

Produccidn de esporas

S ®

i Bacilos
' '

Morfologia Tipo respiratorio

| |
I | ' |
Aerobios o Anasrobios
Anaarobios facullativos estriclos

| |
Lactobacillus | | Corynebacterium | | Bacilius | | Clostridium

Arthrobacter

Regulares [rregulares
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CLAVES PARA LA IDENTIFICACION BACTERIAS GRAMNEGATIVAS

Identificacion de bacterias Gram negativas
Cocos | Prueba de la oxidasa @ | Neisseria
| Prueba de la catalasa  (+) Moraxelia
Bacilos | * Oxidasa

e, | ©

- L
Medio Kliegler
L]
o +'I+ Glucoss .E} Glucosa E:l
Alcaligenes | Acinetobacter
| F‘seudomunas| | Vibrio | l {
Lactosa (=) Lactosa (+)

l_‘_ll—l

APP (=) APP(¥) SH(=) SH,(¥

} Proteus Citrobacter

Salmaonella Escherichia

Shigella Klebsiella

Serratia Enterobacter
Serratia

Interpretacion global de las pruebas de identificacion de bacilos Gram negativos fermentadores de
glucosa

i [=]

Medio TSI E g . E .

Super | Fondo = E‘r = %’ RM | vP | E

ficie Gas | SHz | = ™ (4]
Escherichia A A + = + i z + + S E;
Citrobacter A A 4+ W + = +- = Iz = |+
" Kiebsiella A A " = = I- FYEE BN EF I VAR
Enterobacter A A + - + A Y E . ] e
Serratia v A -+ - + ~ o - | + (V]
FProteus - A - + * |+ + Vo |+ VI EY;
Salmoneila - A < V] + = = = | ¥ T v
Shigella - A - - - = = W i + - iz

A: Acido V: Variable, Segn las especies.
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DESARROLLO DEL TRABAJO PRACTICO 6

IDENTIFICACION DE LOS MICROORGANISMOS EN ESTUDIO
1- observar y anotar lamorfologiay la coloracion de Gram.
CEPANUMERO1............

COLORACION DE GRAM: Bacilos Gram (-)

2- Preparar la bateria de pruebas para Bacilos Gram (-), ver cuadro 6.1.

3. Inocular seglin instrucciones de la Guia 'y colocar en estufa de cultivo a la temperatura 'y
tiempo gue correspondan.

A LAS?24Hs

4- |eer, interpretar y anotar |os resultados de |as pruebas bioguimicas.

PRUEBA REALLZADA RESULTADO

IDENTIFICACION FINAL .....ouiiueiecieeiseieies e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e ae e
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1- observar y anotar la morfologiay la coloracion de Gram.

CEPANUMERO?2............
COLORACION DE GRAM: Cocos Gram (+)

2- Preparar |a bateria de pruebas para Bacilos Gram (-), ver cuadro 6.2.

3. Inocular segun instrucciones de la Guia y colocar en estufa de cultivo a la temperatura 'y
tiempo que correspondan.

A LAS?24hs

4- Leer, interpretar y anotar |os resultados de |as pruebas bioquimicas.

FRUEBA REALIZADA RESULTADO

IDENTIFICACION FINAL ... .eoiiteieeieeiieetieteete et e e et e e e et e e e et e e e e e e e e e e e
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TRABAJO PRACTICO 7

SIEMBRA, AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE MICROORGANISMOS
ANAEROBIOS

OBJETIVOS:

*Trabajar en el laboratorio con diferentes atmésferas de incubacién para bacterias.
*Sembrar materiales en medios agarizados y liquidos, incubar en atmésferas aerébica y
microaer 6fila o anaerdbica y comparar resultados.

*Discutir ventajasy desventajas del uso de la jarra Gass Pack.

INTRODUCCION

Las células bacterianas, a igua que las células de todos |os organismos vivientes, realizan un
trabajo. Paraello requieren unafuente de energia. Es asi que, en base a su requerimiento de carbono,
pueden dividirse en microorganismos autétrofos y heterétrofos.

En las bacterias los sistemas que transforman la energia quimica y radiante en una forma
biol 6gicamente (itil, incluyen laRESPIRACION, laFERMENTACION y laFOTOSINTESIS. Estos
aspectos ya fueron considerados en la guia de trabaj os préacticos de la catedra “ Medios de Cultivo”.

Muchos de |os microorganismos que realizan procesos fermentativos, son anaerobios obliga-
dosy otros son anaerobios facultativos.

Recordemos que larespiracion es un proceso en el que €l O, sirve habitualmente como aceptor
final de electrones, en este caso se habla de respiracion aerobia, en el caso de respiracion anaerobia,
se emplea un compuesto inorganico tal como nitrito, sulfato o carbonato.

Lafermentacion es un proceso menos eficiente que larespiracion paraextraer energia. Cuando
los microorgani smos oxidan laglucosa se liberatodalaenergiadisponible en lamol écula de glucosa.

Entrelos microorgani sSmos que presentan respiracion aerobia se encuentran |0s aerobios obliga-
dos y los anaerabios facultativos. Ademés, algunos de |os anaerobios facultativos pueden emplear
nitrato como aceptor final de electrones.

Sin embargo los que emplean sulfato o carbonato como aceptor de el ectrones en unarespiracion
anaerobia, son anaerobios obligados.

Si bien el O, es potencia mente toxico para cualquier forma de vida, |os anaerobios son intole-
rantes al mismo aunque en diferentes grados. Existe un espectro que va desde los extremadamente
intolerantes (aerointolerantes) hasta los aerotol erantes moderados |os cuales pueden sobrevivir ala
presencia de O, durante breves periodos. Varias son las causas de la Oxigeno toxicidad. En primer
lugar el Oxigeno es un poderoso oxidante, es decir, un avido receptor de electrones, por lo tanto su
presencia en solucién es incompatible con potenciales REDOX bajos. En esta situacion €l flujo de
electrones se ve interferido por un receptor extrafio a usua de los gérmenes provocando shunts
letales. En segundo lugar el Oxigeno puede interactuar directamente con enzimas o cofactores cau-
sando inactivaciones irreversibles. En tercer lugar, y aparentemente, la causa méas importante de la
toxicidad, se atribuye a la produccién de sustancias toxicas derivadas de la reduccién parcia de la
molécula O,. Simplificando se pueden dar |as siguientes reacciones quimicas:

O, + 4H + 4e- —> H,0O (reduccion completa)
O, + 2H + 2e- —> H,O, (reduccion parcial)
0,+e—>0,-

Laformacion de Peroxidos de Hidrogeno (H,0,) puede ser catalizada por varias enzimasy su

letalidad para | as bacterias esta fehaci entemente comprobada. Por otraparte el anion Superoxido (O,-)
es altamente toxico por su participacién en la produccién de hidroxilos libres (HO-) agentes letales
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para los microorganismos. Aquellos anaerobios aerotolerantes poseen enzimas como Catalasas y

peroxidasas que descomponen losH,0, en H,O + O; otros poseen Superoxido-dismutasas (SOD) que

acttian eliminando los O,-; méas aun las SOD han sido postuladas como factores de virulenciaen los

anaerobios ya que estas enzimas permitirian la sobrevida de | as bacterias en tejidos oxigenados hasta

gue el consumo de Oxigeno creara el ambiente adecuado parala multiplicaciony desarrollo.
Basandose en los requerimientos de O,, |as bacterias pueden dividirse en:

AMAEROBIOS OBLIGADOS Crecen solo en condiciones de alta densidad reductora.

e Incapaces de utilizar O:, el cual les resulta toxico.
(Anoxibionticos) pa

AMAEROBIOS Mo mueren por exposicion al Os.
_AEROTOLERANTES

AMAEROBIOS FACULTATIVOS Son capaces de crecer tanto en condiciones aerdbicas
como anaerobicas. Ej. Enterobacteriaceae.

AEROBIOS COBLIGADOS Requieren O para su crecimianto, Ej. Pseudomonas spp.

MICROAEROFILO Cracen mejor con bajas tensiones de O; y son inhibidos
por altas lensiones de Oy, E|. Slreplococcacess

CaAPNOICO Requieren una tension de CO: aumentada antes que una
tension de O: disminuida. Ej. Brucella, Campylobacter.

AEROTOLERANTES Crecen mejor en ausencia que en presencia de Oz, Ej
Clostridium histolyticum.

Enlosanaerobios obligadosy enlosaerotolerantes, e metabolismo es estrictamente fermentativo.
Sin embargo, |os anaerobios facultativos emplean un modo respiratorio de metabolismo cuando dis-
ponen de O,, pero en su ausencia se produce fermentacion. El requerimiento de una tension de O,
reducida, en los microaerdfilos, es indicador de la presencia de enzimas que son inactivadas bajo
condiciones fuertemente oxidantes.

El conocimiento de estas bacterias es poco y relativamente reciente ya que para poder lograr
condiciones de anaerobiosis en € Laboratorio se necesitaban, hasta los afios 60, equipos costosos y
técni cas bacteriol 6gicas muy dificultosas. A partir delaintroduccién de sistemas simples para produ-
cir anaerobiosis con equiposy reactivos de bajo costo el conocimiento delos anaerobios sedesarrolla
intensamente. Aun asi, no hay un gran nimero de Microbiélogos que se dediquen a tema, lataxono-
mia estd en permanente revision einfinidad de aspectos se mantienen oscuros.

METODOS Y PROCEDIMIENTOS

L os procedi mientos basi cos usados para gérmenes anaerobios difieren delos usados para aerobios
o facultativos, principalmente porque laincubacién se hace en ausenciade aire.

Loscultivosincluyen el uso de Jarras anaerébicas, bolsas plésticas, el método PRAS de Hungate
y laCémarade anaerobiosis 0 “cdmara de guantes’. Los dos Ultimos métodos son muy caros, requie-
ren equipamiento complejo, son lentos y se usan para estudios de Flora Normal y en laboratorios
altamente especializados.

Desde el punto de vista préactico las Jarras pequefias y |0s sobres o bolsas son equiparables en
rendimiento alos mas sofisticados y son aceptables para los estudios de anaerobios de interés médi-
co. Con estos sistemas son posibles |os cultivos en medios solidos para la obtencion de aislamientos
gue permitan laidentificacion bacteriana. El uso de medios liquidos en forma exclusiva no es reco-
mendable (salvo para hemocultivos) ya que la mayoria de las infecciones por anaerobios son
polimicrobianas incluyendo facultativos o microaerdéfil os.
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M edios liquidos (solo parahemocultivos). Existen varios medios comercia mente disponibles.
Algunos contienen (SPS) sodium polyanetol sulfonate el cual estimulael desarrollo delosanaerobios,
aunque al parecer seria inhibidor para Peptococcus anaerobius. Se trata de frascos de 100 ml, a
vacio, con el agregado de CO,, una base nutritiva (digerido triptico de soja o peptonas) y un agente
reductor (thiol o thioglicolato). El porcentaje de sangreainocular esdel 5al 10 % v/v. Losfrascos se
examinan diariamente buscando turbidez, hemdlisis o gas; se consideran negativos definitivamente a
los 10 dias de incubacion previo subcultivo final.

JarrasdeAnaerobiosis. Existen varias marcas comerciales de jarras con performance aceptable
paragenerar atmésferade anaerobiosis. El fundamento del sistemamas utilizado (Gas Pak)- se basaen:

1. Lageneracion de H, y CO, por medio de unareaccion quimica cuyos sustratos se encuentran
separados en un sobre al cual se le agrega agua, desencadenando la reaccién.

2. Lacombinaciondel H,y el O del aire paraformar aguageneran laanaerobiosis, estareaccion
se cataliza utilizando granallas de Zinc recubiertas de Paladio | as cual es se encuentran deposita-
das en una canastilla dentro de la jarra. Una tirilla de papel impregnada en Azul de metileno
(azul en presencia de O,, incoloro en ausencia) introducida en la Jarra es el indicador de
Anaerobiosis. Se fundamenta mas adel ante.

Sobres de Anaeraobiosis. El sistema BioBag consiste en una bolsa pléastica transparente, gas
impermeable, una ampolla de indicador de anaerobiosis (resarzuring) y una ampolla generadora de
anaerobiosis. Una o dos placas de Petri pueden introducirse antes de sellar la bolsa mediante un
sellador plastico por calor. Luego se rompen las ampollas de indicador y generador. Los gérmenes
crecen y se mantienen viables por |o menos una semana. Este sistematiene las ventajas de su econo-
miay practicidad.

L os medios comercial es para anaeraobios evitan al laboratorio latarea de preparar medios espe-
cides.

El procedimiento critico es €l aislamiento de colonias; a igual que con otros microorganismos,
deben obtenerse colonias aisladas, que deben ser el resultado de la agrupacion de células bacterianas
individuales, siendo |as de algunas especies muy sensibles a O,, incluso en pequefios vestigios.

El metabolismo anaerobio es mucho menos eficiente que €l aerobio para obtener energia, por
tanto, los medios de cultivo tienden a ser mucho maés ricos que los de uso comun para aerobios y
facultativos. Ademas, se requiere una incubacién mas prolongada, usandose 2 o mas dias para €
aislamiento general.

No todos | os anaerobios poseen relaciones similares con el O,, en realidad, forman un espectro
continuo, desde |os microorgani smos gque son capaces de crecer, aungue apenas, sobre las superficie
de medios sdlidos expuestos al aire, hastalosincapaces de crecer si laatmosferacontiene solo 0,03%
deO,.

2La indicacion de género y especie se hace como paralos facultativos o aerobios, aunque dando
mayor importanciaalos productos de fermentacion (g.: Ac. Léctico, Ac. Succinico, Ac. Propioénico,
etc.).

1. EXTRACCION DEL O, DE LOS MEDIOS DE CULTIVO

A) CALOR: realizar siempre esta operacion con todos los medios de cultivo antes de la siem-
bra para anaerobios.

Como &l O, es menos soluble en agua caliente que en fria, es suficiente colocar a los tubos
conteniendo medio de cultivo en un bafio de agua hirviente durante 15 a 20 minutos, y luego introdu-
cirlos en agua friarapidamente sin agitar. De esta manera se eliminael O, de los medios de cultivo.

B) SISTEMA GASPAK: explicado en € punto anterior, es el mejor método parael cultivo de
bacterias anaerobias. Permite utilizar medios liquidos o solidificables en profundidad o superficieen
tubos 0 en cajas de Petri. A diferencia de otras jarras, no tiene conexiones externas.

Se utiliza un sobre descartable para la generacion de Hidrogeno y de Anhidrido carbonico,
eliminando de esta manera la necesidad de bombas de vacio, tanques de gases, manémetros, etc. Se
empleaun catalizador de Paladio atemperaturaambiente, eliminando el uso de conexiones el éctricas
para calentar €l catalizador.
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El sobre Gas Pack contiene como generador de hidrégeno tabl etas de borohidruro de sodio, que,
al reaccionar lentamente con €l agua, desprende H, en cantidad necesaria para producir anagrobiosis.

BH,Na+2H,0...coooerrrrrrnnee BO,Na+4H,

Como fuente de anhidrido carbénico se utilizan tabletas de &cido citrico o bicarbonato de Na.
El indicador de anaerobiosis es € azul de metileno.

Técnica:

1. Colocar los cultivos en la jarra conjuntamente con un sobre de Gas Pak.

2. Cortar la esquina sobre Gas Pak y adicionar 10 ml de agua.

3. Colocar latapay agarraderay apretar €l tornillo.

El hidrégeno producido reacciona con el oxigeno en presencia del catalizador, produciendo
anaerobiosis. Tambiéen desprende la cantidad suficiente de CO,,.

Durante laincubacion, lareaccion entreel O,y el H,, se pone de manifiesto por lacondensacion
de agua que empana ligeramente la superficie interna de lajarra, y por el calentamiento de la tapa
sobre el catalizador.

El indicador alas pocas horas se tornaincoloro.

C) OTROS SISTEMAS: todos los medios de cultivo para anaerobios deben protegerse de la
accion del O, del aire. Es necesario, por lo tanto, realizar alguno de estos procedimientos:

-Cierre de parafina, vaselina o agar. Tubos conteniendo medio liquido estéril o, después de
sembrados, se cubren con una capa de vaselina o parafina estériles (liquidas).

-Medios solidificables. En los medios solidificables la difusion del O, se efectuia en las capas
superiores, en cambio la parte inferior se considera casi anaerobia.

Se aconsgjadepositar el indeulo en €l fondo del tubo con una pipeta pasteur, y luego adicionarle
15 a20 ml del medio de cultivo agarizado, previamente fundido y enfriado a 50°C.

Todos los procesos de extraccion de O, tienen como consecuenciaunadisminucion del rH. Los
métodos de proteccion también incluyen esta particularidad. Pueden por tanto, adicionarse al medio
de cultivo sustancias reductoras como cisteina, ac. tioglicolico y otros para evitar la formacién de
Oxidosy perdxidos que son toxicos para las bacterias.

2. RECOLECCION DE LAS MUESTRAS

Latomade muestraideal mente debe realizarse en €l |aboratorio, evitdndose a maximo el con-
tacto con el O, de los gérmenes supuestamente presentes en €l material, o que implica el rapido
procesamiento del mismo. El tener que transportar la muestra es un factor fundamental que afectael
éxito final de los cultivos para anaerobios.

L as bacterias deben ser protegidas de los efectos |etales del O,, desde €l momento de la obten-
cion de lamuestra hasta que es colocada en un medio ideal para anaerobios.

Inmediatamente después de su obtencidn, |os especimenes deben ser colocados en un medio de
transporte para anaerobios. Como ejempl os de estos, se citan los siguientes:

A) TECNICA CERRADA: tubo con doble tapaque contiene N,0CQO, libredeO,, y unsistema
de agar o caldo con indicador. Se inyectala muestra através de un tapén de goma, evitando laintro-
duccion de aire. Puede asi mantenerse hasta el momento de su inocul acién.

B) TECNICA EN TUBO ABIERTO: requierelaintroduccion de gas libre de O, mediante una
cénula.

C) AGUJA Y JERINGA: unavez tomadala muestra se introduce la punta de lajeringa en un
tapdén de goma estéril. Este es un método muy econdmico y muy usado paralaclinica

D) HISOPADO: no muy recomendado. Se prepara en un tubo anaerébico y luego seintroduci-
ra (yacon lamuestra) en un medio de transporte anaerébico: Cary Blair (pras), otros. Hay excesiva
exposicion delos gérmenesal O,.

Deben procesarse |as muestras dentro de las 2 horas de obtenidas.
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3. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

A) EXAMEN MACROSCOPICO: anotar caracteristicas macroscopicas y caracteres
organol épticos de las muestras examinadas.

B) EXAMEN MICROSCOPICO: preparar un extendido para realizar coloracion de Gramy la
observaci6n microscdpicaen objetivo deinmersion (Lacoloracionirregular y pleomorfismo resultan
muy COMuNEs).

C) SIEMBRAY AISLAMIENTO

Todos|os materiales destinados a estudio de bacterias anaerobias deben sembrarse también en
aerobiosis. Pueden emplearse medios liquidos y solidos.

1) Medios Liquidos: € uso de medios liquidos como Unicatécnica de cultivo para anaerobios
no resulta muy satisfactoria, excepto en el caso de los hemocultivos.

Una de las desventajas mas importantes es gue no es factible la determinacion cuantitativa.

Estos solo se utilizan como auxiliares de otros medios, por ejemplo para la reactivacion de
esporas, € medio caldo de arvejas utilizando vaselina para conservar atmésfera de anaerobiosis.

Ejemplos. Caldo Sangre para anaerobiosis, Caldo ICC, suplementado con extracto de levadu-
ras, caldo thiol, caldo carne suplementado, etc. (Fig. 7.1 @)

2) Medios Sdlidos: tal como se explicaraanteriormente, deben ser masricos que los medios de
uso frecuente para aerobios o facultativos.

- Agar sangre paraanaerobios: el agar base puede ser agar Brucella, o Agar |CC complementado
con heminay extracto de levadura. Se agrega sangre animal normal (5%), vitamina K1 (10 mg/l),
Extracto de levadura (0,5%) y cisteina (0,05%).

- Placaidéntica, pero adicionando un aminoglucosido parainhibir €l desarrollo de facultativos.

- No son convenientes placas de agar T.S.A., |.C.C. sin suplementos.

- Se puede utilizar también agar Mc Conkey, Agar Base Columbia(con colistina, ac. nalidixico),
agar sangre alcohol feniletilico anaerobio, etc. (Fig. 7.1b)

Importante esrecordar que deben ser medios de reciente preparacion, hervidosen el momen-
todeusar.

D) IDENTIFICACION
Unavez aid ados|os gérmenes, debe comprobarse su condi ¢i6n de anaerobi o mediante subcultivos
en aerobiosisy en atmosfera enriquecida con CO.,.

ESQUEMA DE IDENTIFICACION PARA ANAEROBIOS

L osanaerobios se presentan corrientemente en cultivos mixtos con otras especi es sea anaerobias,
microaerdfilas o facultativas.

El primer paso es, pues, la observacion delas coloniasy su correspondiente Gram para estable-
cer distintas especies, las cuales seran subcultivadas para establecer agrotolerancia “aire, CO, y
anaerobiosis’.

Informaci dn complementaria puede obtenerse observando las placas de Petri bajo luz UV para
determinar lafluorescenciadelas colonias. En las placas de Subcultivos (con mediosricos, sel ectivos
y/o diferenciales), segin la sospecha de Género, pueden agregarse Discos de Vancomicina 5 g,
Kanamicina 1000 pg, Colistin 10 pug, SPSy NOS3, los cuales aportan datos para la identificacion
preliminar. En el diagrama siguiente se esquematizan |0s pasos a seguir:
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- OBSERVACION MACROSCOPICA

Cultivo en placa

Registrar Realizar:
Morfologia de colonias Gram
Pigmento Indol

- Hemolisis Catalasa
Flourescencia Test de NO

Susceptibilidad a:
Vancomicina
Kanamicina
Colistin
SP5

Actividad lipasa

Actividad lecitinasa

- OBSERVACION MICROSCOPICA

En lareaccion de Gram, observar la morfologia de las células vegetativas y su disposicion en
racimos, cadenas, etc., la presencia o ausencia de esporos, movilidad y flagel os son puntos claves en
laclasificacion e identificacion de las bacterias anaerobias.

CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS. Utiles para la Diferenciacion de las Bacterias
Anaerobias.

Lamayoriadelos Laboratorios deben conformarse con larealizacion delos Testsde | dentifica
cion preliminares. Laidentificacion final quedareservada paraloslaboratorios de Referenciay com-
prende:

- Estudios de fermentacién de azlcares y estudio de los productos finales del metabolismo, los

cuales pueden agruparse en: Acidos grasos volétilesy alcoholes. Metabolitos no volétiles. Aci-

do férmico. Produccion de Hidrégeno. Estos estudios se realizan utilizando la Cromatografia

Gas-liquida.

- Reacciones en agar yema de huevo (lecitinasa, lipasa, protedlisis).

- Produccién de Indol, H,S, ureasa.

- Hidrdlisis de esculinay almidon.

- Fermentacion de Hidratos de Carbono (glucosa, manitol, lactosa).

- Reduccion de Nitrato.

- Accion sobre laleche, gelatina.

- Crecimiento en presencia de 20% de hilis.

- Catalasa.
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Aeroblas Agrobias o Anasroblas
estrictas Anaerobias facultativas esfricias

Figura 7.1: Relacion de las bacterias con el oxigeno.

"

Aesrobias Anaerobias Facultativas

10

Figura 7.2: Crecimiento de bacterias aerobias, anaerobias y facultativas en cultivos “ agitados’ de agar. Los tubos con
agar nutritivo derretido y enfriado se inoculan y mezclan, y se dejan endurecer. Aparece €l crecimiento de coloniasen la
forma indicada, segln los requerimientos de oxigeno del microorganismo.
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DESARROLLO DEL TRABAJO PRACTICO 7

SIEMBRA DE MATERIALES PARA BUSQUEDA DE MICROORGANISMOS
MICROAEROFILOS Y CAPNOICOS.

Cada grupo de trabajo debera:

* Trabajar con muestras cedidas por |os docentes.

» Efectuar siembra para aislamiento de los materiales en medios agarizados. Agar Sangre 5%,
Agar Chocolate.

* Incubar 24 — 48 hs en lata con la vela acondicionada segun las instrucciones del docente.

* Discutir lafundamentacion del proceso de incubacion 'y los resultados esperados.

* Analizar los desarrollos luego de laincubacion.

» Efectuar tipificacion bioquimica e informar.

REACTIVACION DE ESPOROS:

Preparacion del mosto para la reactivacion de esporos de Clostridium acetobutilicum.
Caldo de arvejas
Pesar 0,4 g de harinade arvejas eincorporarlaen tubos de ensayo (0,49 de harina por tubo), alo
gue se agrega 10 cc de agua destilada.
Colocar los tubos en un bafio de agua fria e ir calentando hasta ebullicion, agitando frecuente-
mente |os tubos para evitar laformacién de grumos.
Unavez gelificados, acondicionarlosy esterilizarlos por vapor fluente durante 20 minutos.
Pueden asi guardarse en heladera hasta ser usados.

Siembra de los esporos:

Los esporos de C. acetobutilicum se conservan en tierra, como se explica mas adelante, en
ampollas.

Colocar los tubos preparados con harinade arvejas en bafio maria hirviente. Cuando han alcan-
zado latemperatura del mismo (aproximadamente 10 minutos), se retiran del bafio y, en condiciones
deasepsia, incorporar unaporcion detierracon esporosdel microorganismoy unos0,3 ml devasdlina
o parafinaliquida estériles.

Volver a bafio mariainmediatamente y mantenerlos ali durante 2 minutos (choque térmico). Al
cabo de este tiempo, retirar los tubos del bafio y colocarlos debajo del agua de canilla unosinstantes.

Incubar en estufaa 37°C durante 24 y 48 horas.

Transcurrido de ese tiempo se manifiestael desarrollo por laproduccion de gasy formacion de
sombrero. (Selevanta el medio con lavaseling).

Se complementa el estudio con la coloracién de Gram.

USOS: En el estudio de Fermentacién acetobutilica.

Conservacion de las cepas:

Seinoculan tubos conteniendo tierra estéril (tubos adel gazados en el medio), mediante el agre-
gado ddl caldo que hasido incubado durante 72 horas 0 més (hastala comprobacion de esporulacion
con el microscopio).

Proceso de Activaciéon de esporos:

Preparacion del mosto:

Sedistribuyen en tubos de ensayo porciones de 0,4 g de harinade arvejas, agregando luego 10cc
de agua por tubo. Tapar con algoddn y llevar a bafio maria (a temperatura ambiente) eir calentando
hasta que se gelifigue (unos 20 minutos). Agitar frecuentemente para evitar laformacién de grumos.
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Esterilizar por Vapor Fluente durante 30 minutos.

Los tubos asi esterilizados pueden conservarse durante varios dias en la heladera.

Inéculo de espor os de Clostridium acetobutilico conser vados en ampollas con tierra estéril.

Calentar lostubos con €l caldo de arvejas en bafio Maria hirviente unos 3 minutos.

Inocular con una porcion de tierra con esporos.

Agregar por las paredes del tubo vaselina estéril 0 una mezcla de vaselina - parafina a 45°C
(aproximadamente 0.3 ml).

Choque térmico:
L ostubosinocul ados deben ser sometidos abafio maria hirviente 2 minutos, y luego llevados a
agua corriente de canilla rapidamente unos instantes sin agitar para no redisolver el O, eliminado.

Incubacioén:

Incubar en estufaa 37°C durante 24 a 48 horas.

Laactividad de las bacterias se manifiesta por laformacion de gas (SOMBRERO: elevacion de
laharina gelificada del medio. Separacion en dos fases).

El estudio se puede continuar luego con coloracion de Gram, siembraen agar maltaincubado en
atmosfera para anaerobios, obtencion de colonias aisladas, pruebas Bioquimicas, etc. No obstante, €l
proceso de reactivacion de esporos tiene utilidad en estudios de fermentacion acetobutilica.
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POTENCIALES REDOX

El potencial de Oxido Reduccion (Eh) de una pargga REDOX eslamedidaen VOLTIOS dela
tendencia espontanea a donar o recibir electrones por parte de uno de los integrantes de la pargja
(flujo de electrones). Una pareja REDOX posee una forma reducida (dador de electrones) y una
forma oxidante (receptor de electrones).

Reductor <—> oxidante + electrones.

En consecuencia, cuanto menor sea la cantidad de formas oxidantes, menor 0 més bajo sera el
potencial REDOX. La presencia de O, en los cultivos o en el medio natural debe ser eliminada
imprescindiblemente del microclima de desarrollo (O, atmosférico y en solucion). Ain més, el des-
censo de los Eh debe afirmarse con la presencia en el medio de sustancias reductoras que superen en
gran nimero alas oxidantes.

FLORA NORMAL ANAEROBIA

El hombre (conjuntamente con |os animal es mamiferos, aves, peces) eshospedero en susepitelios,
mucosas y aparatos, de un gran nimero de Especiesy de un gran nimero de individuos anaerébicos.
Estos son miembros de unaFL ORA NORMAL beneficiosay hasta, en algunos casos, esencial parala
vida. El conocimiento de esta flora normal es importante desde varios angulos. Si pensamos que
muchas i nfecciones anaerdbicas se desarrollan en la vecindad de | as superficies mucosas en las cua-
les estos gérmenes predominan como flora autdctona, € conocimiento de la misma se presenta de
gran utilidad para sospechar quiénes estarian involucrados en | os procesosinfecciosos. Estainforma-
cion ayudaal Clinico para establecer unaantibioticoterapiaempiricaracional y al microbidlogo para
seleccionar los Medios de Cultivo mas apropiados a aislamiento e identificaci én bacterianos.

Fiel V.IR.S.(#) Boca Intestino Genitales Uretra ‘Vagina
extarnos
Bacilos Gram |
{+)esporulados o & ) S ¢ ) 1
clostridia
Bacilos Gram (+) no 0 2 2 1 a0 0 0
esporulados i 0 2 1 L1} 0 2
Actinomyces 1 1 2 3-4 d d 1
Bifidobact. 0 0 2 2 0 1 3-4
Eubacterium 24 2 1 1 d 0 2
Lactobac. (%)
Propionibact.
Bacilos Gram (-jno 0 2 3-4 2 2 2
esporulados i 2 3-4 2 2 2 1
Bacteroides
Fusubacterium
Cocos G (+) Z 34 | 34 2 1 2
"Cocos G (-) o | 2 34 2 i d =2

Tabla 7.1 muestra el predominio de las especies mas comunes como flora normal humana segdn diferentes localizaciones.
(#) Vias Respiratorias Superiores: incluye vias nasalas. Orofaringe y amigdal as.

(*) Incluye anaerobios, facultivos y microaer &filos.

(d = desconocido) (0 = no encontrados o raros) (1 = hallazgo irregular) (2 = habitalmente presentes) (3-4 presentes)
Fuente: Anaerobios, En: http://www:.higiene.edu.uy/cefa/Libro02002/Cap%2026.pdf
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ANTIMICROBIANOS

OBUJETIVOS

* Realizar un ensayo de sensibilidad a antibi6ticos de un aislamiento bacteriano utilizando el
método de Kirby Bauer.

* Leer losdiametros de halos e Interpretarlos para cada caso como sensibles, intermedios o
resistentes, y hacer el informe correspondiente.

» Conocer otras metodologias de evaluacion de sensibilidad en bacterias.

INTRODUCCION

El uso y abuso de los antibiéticos en las terapias contrainfecciones de origen bacteriano conlle-
vaalaseleccion de cepas bacterianas resistentes. La diseminacion de estas resistencias a otras cepas
de la misma o diferente especie se ve facilitada cuando los marcadores de resistencia (genes) se
encuentran en elementos genéticos moviles como son Plésmidos y/o transposones.

Tal como se vera més adelante, la susceptibilidad de los microorgani smos a los antibi6ticos se
determina mediante técnicas basadas en ladilucion o difusion del antibiético en un medio de cultivo
donde desarrolla el microorganismo en estudio.

ANTIBIOTICOS

L os antibidticos forman un grupo heterogéneo de sustancias que interfieren en determinadas
reacciones metabdlicas de |0s microorgani smos, ocasi onando detencidn de lamultiplicacion o muer-
te de los mismos.

En realidad, solo los antibidticos del grupo de las penicilinas actllan exclusivamente contralas
bacterias (pues estos agentes bactericidas inhiben la sintesis de la pared celular), mientras que los
demas antimicrobianos interfieren sobre los procesos metabdlicos tanto del huésped como de las
bacterias. Larazon por lacual las bacterias son las preferentemente afectadas, reside en €l hecho de
que los procesos metabdlicos microbianos son més rapidos que los observados en las células del
huésped.

Para gjercer su accién, los antibiéticos deben llegar en concentracion suficiente a sitio de la
infeccion (un antibiético es efectivo en muy bajas concentraciones 1/10 ppm por gjemplo), para€ello €
f&rmaco debe atravesar varias barreras de permeabilidad variable, a través de difusion simple depen-
diente de un gradiente de concentracion o por medio de transporte contra gradiente de concentracién.

A nive celular, laaccién delos antibi6ticos sobre |as bacterias se g erce por uno delos mecanis-
mos siguientes:

1) Inhibicion de la sintesis de la pared celular, g.: penicilinas, cefalosporinas, cicloserina.

2) Alteracion de la permeabilidad de lamembrana celular, g.: polimixinas, imidazoles.

3) Inhibicion de lasintesis de DNA, g.: quinolonas (&cido nalidixico, ciprofloxacina).

4) Inhibicion delasintesis protei ca bacteriana (ribosomas), € .: aminoglucosidos, cloranfenicol,

Tetraciclinas.

5) Bloqueo de la sintesis de ciertos metabolitos esenciales para la célula bacteriana, €.

sulfonamidas, trimetoprim, isoniazidas.

La accién antibacteriana de | os antibi6ticos que actlian sobre la pared celular se gjerce durante
el proceso de crecimiento y replicacién bacteriana, (g.: cicloserina: bloquea la incorporacion de d-
alanina en el pentapéptido de la pared; penicilina, en etapa fina de la formacion de la pared) ello
determina pérdida de la capacidad bacteriana para conservar su estructura, es decir, lisis dada la
hipoosmolaridad circundante.
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PRINCIPALES SITIDS VULNERABLES
ALAS DRGGAS DE USO ORAL YO
INYECTABLE

BIOSINTESIS DE
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BIOSINTESIS DE
PARED CELULAR
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'NJEE.?AMB?L‘::::HEES ESTRUCTURA DE LA
MEMBRANA
CITOPLASMATICA

Figura 8.1. Principales sitios de accidn de los antimicrobianos. (Tomado de Basualdo, Coto y Torrez).

Los antibidticos que ateran lafuncién y permeabilidad de lamembrana modifican la estructura
lipoproteica de lamisma, o que determina pérdida de la barrera osmética celular y anula funciones
metabdlicas oxidativas de la bacteria, situadas en cercanias de dicha membrana. (Ej. Polimixina:
como detergente se une aradicales fosfato de la membrana).

Antibioticos como el &cido Nalidixico bloquean la sintesis del ADN por su semejanza con las
purinas.

L os antibi6ticos que alteran lasintesis proteica, determinando |a formaci6n de proteinas defec-
tuosas, son bactericidas (Aminoglucésidos), mientras que los que inhiben ciertos pasos metabdlicos
en laformacion de proteinas son bacteriostéticos (Cloranfenicol).

El lugar de accidn de cada uno de estos antibidticos es variable.

Finalmente, los antibi6ticos que inhiben lasintesis de metabolitos esencialestienen, en general,
una estructura semejante a ciertas moléculas esencial es para el metabolismo microbiano y, a excep-
cion de lalsoniacida, son bacteriostéticos.

Tanto las Sulfonamidas, las Sulfonas como & acido Paraaminosalicilico, son parecidas en su
estructura al &cido Paraaminobenzoico, componente esencial en lasintesis del &cido Fdlico.

La Trimetoprima, en cambio, acttia bloqueando la sintesis del acido Fdlico por inhibicion dela
enzima reductora del mismo.

Lalsoniazida, al parecer, actUaincorporandose alamoléculade NAD, blogueando el transporte
de hidrégeno en la célula bacteriana.

DETERMINACION DE LA SENSIBILIDAD EN EL LABORATORIO

L os principales métodos utilizados para determinar la sensibilidad de un microorganismo aun
antibi6tico comprenden:

 -LAS PRUEBAS DE DILUCION: en tubos con caldo o en placas de ager.

+ -LASPRUEBAS DE DIFUSION en placas de agar: usando discos de papel impregnados con
el antibidtico.
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Cada método tiene sus ventgjas y sus limitaciones. En cuanto alas pruebas de sensibilidad por
dilucién en caldo, que fue una de las primeras en llevarse a cabo, aun hoy sigue usandose como
método de referencia, porque permite la determinacion bastante exactade lasensibilidad a antibi6ti-
co (en volumen medido en unidades o en microgramos), pero llevatiempo y es costoso, por lo que su
uso queda limitado a casos especiales.

EL ANTIBIOGRAMA

La resistencia de las bacterias es €l principal obstaculo para la eficacia terapéutica de los
antibi6ticos, pues no solo puede anular laaccion curativasi se manifiestaen el curso del tratamiento,
sino quetiene, alalarga, consecuencias todaviamas graves para el conjunto de la poblacién, ya que
provocaladesaparicion delas cepas susceptiblesy la propagacion de las resistentes. Ese esel motivo
por el cual ladeterminacion de la sensibilidad de | as bacterias alos antibi 6ticos haya adquirido tanta
importanciay seaindispensable hacer de los antibiéticos un uso racional parapreservar laeficaciade
este grupo tan valioso de agentes terapéuticos.

El conocimiento delasensibilidad alos antibi6ticos, del microorganismo causante de unaenfer-
medad no es solo importante para hacer la seleccién inicial del agente terapéutico correspondiente,
sino gque ademas, en aguellos casos en los cuales € paciente presente intolerancia a determinado
farmaco, permite seleccionar el mas adecuado para ese paciente en particular.

Cualquiera que sea € método sdleccionado, € medio de cultivo a emplear ha de ser aquel que
permita un buen desarrollo del microorganismo cuya sensibilidad se determinay ademés no debe gjercer
ningun efecto inhibidor sobre la actividad antibacteriana de |os antibi éticos o quimioterpi cos ensayados.

Usuamentese utilizad agar de Mueler-Hinton en | as pruebas de sensi bilidad de mi croorganismaos
aerébicos de rgpido crecimiento. Cuando se trata de estreptococos u otros microorgani smos exigen-
tes, sele afiade a Mudler-Hinton, 5% de sangre desfibrinada, generalmente ovina.

Delos métodos existentes, el més popular es el del disco de papel. Lavariante mas utilizada de
este método eslade Kirby Bauer, la cual consiste en utilizar una sola concentracion de antibiético y
medir el tamarfio de la zona de inhibicién.

FUNDAMENTO DEL METODO DE KIRBY BAUER

En el método de Kirby Bauer €l microorganismo es inoculado en la superficie de una placade
agar, sobre la cual se colocan discos impregnados con una concentracion conocida del antibiético.
Las placas se incuban por 16-18 horas a 35-37°C. Durante la incubacién, € antibiético difunde
radialmente desde el disco através del agar, por |o que su concentracion va disminuyendo a medida
que se aga del disco. En un punto determinado, la concentracion del antibiético en el medio es
incapaz de inhibir al germen en estudio. El didmetro del area de inhibicién alrededor del disco puede
ser convertido a las categorias de sensible, intermedio o resistente (S, I, 0 R) de acuerdo a tablas
publicadas por |os organismos encargados del control detales métodos, por € emplo el Comité Nacio-
nal de Estandar de L aboratorios Clinicosdelos Estados Unidos de Norteamérica (National Committee
for Clinical Laboratories Standards, actualmente CLSI: Clinical Laboratory Standard I nstitute).

Dado que las pruebas de sensibilidad in vitro dan solamente una idea aproximada de la accién
inhibitoria contra los microorganismos, es necesario tener presente que la verdadera respuesta de
estos ante |os antibi6ticos, eslarespuestaclinicadel paciente luego de administradaladosis adecua-
dadel mismo.

Las pruebas de sensibilidad se indican para cualquier microorganismo causante de un proceso
infeccioso que necesite tratamiento antimicrobiano, y cuya sensibilidad no puede ser predecida.

Existen microorganismos que muestran sensibilidad variable a los antibiéticos de uso comin:
Estafilococos, Enterobacterias, Pseudomonas, Enterococosy agunos bacilos Gram (-) no fermentadores
de glucosa.

Deberealizarse el antibiogramacon cepa pur a, utilizando varias colonias de aspecto semejan-
te del germen a probar.
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METODOLOGIA

-PREPARACION DE LAS PLACAS CON EL MEDIO DE CULTIVO:

Debe utilizarse Agar de Mueller Hinton, no otro. El pH esde 7,2 a7,4.

Este agar es el masindicado porque:

* Presenta buena reproducibilidad de resultados lote alote.

* Espobre en contenido de timina (compiten con las sulfonamidas, trimetoprimay tetraciclinas,

lo que dariafalsasresistencias).

* Brinda buen crecimiento a muchos patégenos.

* Se encuentra gran cantidad de datos sobre pruebas de sensibilidad con este medio.

Deben verterse por placade 25 a30 ml de agar fundido paraobtener unaaturade 4 mm. Esto es
importante parano obtener hal os excesivamente reducidos o ampliados. Preparadasy envueltas, pue-
den conservarse de 4 a7 dias en la heladera.

Para evitar las gotas de condensacion en la superficie del agar, secar las placas de 15 a 30
minutos invertidas en estufa a 37°C antes de la siembra.

-PREPARACION DEL INOCULO:

Setoman 3 a10 colonias bien aisladas con un ansay seintroducen en 5 ml de caldo detripteinas
soya. Se pretende obtener laturbidez del testigo (0,5 delaescalaMc Farland: 0,5 ml de BaCl, 0,048
M (1,175 % P/V) + SOH, O, 36 N (1% V/V). En base a esta comparacion se determina s es
necesario incubar a 37°C, diluir en Sn Fisiolégica o directamente sembrar en agar Mueller Hinton.

-SIEMBRA DE LAS PLACAS:

Se sumerge un hisopo estéril de algodon en el indculo, oprimiendo el algoddn contralas paredes
del tubo paradescartar €l exceso deliquido. Se aplicael hisopo sobre la superficie del agar estriando
uniformemente y rotando la placa cada 60°. Se seca unos 5 minutos antes de aplicar los discos.

-COLOCACION DE LOS DISCOS:

Se realiza con una pinza estéril, cuidando que hagan buen contacto con la superficie del agar
(haciendo unaligera presion).

En las placas de 100 mm se recomienda utilizar solamente 7 discos, puessi se excede su nime-
ro, y hay superposicién de halos, se dificulta lalecturay pueden darse fenémenos de sinergismo y
antagonismo.

Luego de 15 minutos de col ocados | os discos, seincubaen estufaa37°C durante 16 a 18 horas.

-SELECCION DE ANTIMICROBIANOS:

Existen listas de antimicrobianos sugeridas para pruebas de rutina que se basan en factores
microbiol 6gicos, clinicosy farmacol 6gicos.

En general se prueba un representante de cada familia de drogas relacionadas y con semejante
espectro de sensibilidad.

Ciertas drogas se usan solo parainfecciones urinarias, por 1o tanto no deben probarse ni infor-
marse en gérmenes aislados de otros material es. Por ejemplo: Acido Nalidixico, Nitrofurantoina, Ac.
Pipemidico.

-MEDICION DE LAS ZONAS DE INHIBICION:

Con unareglao calibre se mide el diametro delos halosincluyendo el disco de 6 mm de diame-
tro.

Cuando se leen los resultados en cepas gue crecen con el desarrollo invasor (Proteus mirabilis
o Proteus vulgaris), se debe ignorar €l ligero velo y medir el halo a partir de donde se detiene €
desarrollo confluente. Algunos antibiéticos inhiben e desarrollo invasor y otros no.

Cuando aparecen colonias aisladas dentro del halo de varios antibi6ticos con distinto mecanis-
mo de accion, por gemplo cloranfenicol, fosfomicina, y gentamicina, corresponde a cultivos impu-
ros, por fallas en el aislamiento. Se deben realizar, en tal caso, antibiogramas por separado de cada

especie.
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Cuando las colonias aparecen en un sol o antibi6tico o en antibi 6ticos muy rel acionados (penici-
linay ampicilina), suele obedecer a bacterias previamente resistentes en la poblacion usada como
inoculo. Es prudente informar como resistente y sugerir una CIM 0 CBM en caso de que se desee
administrar el ANTIBIOTICO en cuestion.

-INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS:

Para cada antibiético ensayado puede concluirse que el germen es sensible, moderadamente
sensible, de sensibilidad intermedia o resistente, cotejando nuestra lectura con lade tablas.

Aungue siempre deben informarse solo como Resistentes 0 Sensibles, se debeindicar al médico
la existenciade antibi6ti cos de sensibilidad i ntermedia o moderadamente sensibles cuando el germen
presenta resistencia a todos |os deméas antibi 6ticos ensayados o cuando €l criterio clinico lo exijay
aconseje su uso.

Con respecto ala categoria intermedia, debido a la discrepancia que puede haber por factores
técnicosno controlados, los resultados con estas drogas deberian informarse con pruebas de dilucion.

La categoria moderadamente sensible, indicaria sensibilidad bajo ciertas condiciones. Por €.
Betalactamicos usados en ciertasdosis o en sitios del cuerpo humano donde se concentran lasdrogas
fisiol6gicamente.

VERANEXO 2 - TP 8: “PUNTOS DE CORTE PARA LA INTERPRETACION DEL METO-
DO DEKIRBY BAUER (K-B)”.

-CONTROL DE CALIDAD:

Conviene realizar quincenalmente controles con cepas para las cuales los halos de inhibicion
son conocidos. Asi se evalUala calidad de los discos, medios y metodol ogia usada.

Estas cepas son E.coli ATCC 25922, S aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853.

El contenido de timina del medio de M. H. debe controlarse con discos de trimetoprima-
sulfametoxasol frente a S. faecalisATCC 29212.

VER ANEXO 3 - TP 8: “TABLA DE VALORES DE CORTE PARA REALIZAR EL CON-
TROL DE CALIDAD DEL METODO DEK-B".

OTRAS PRUEBAS DE SENSIBILIDAD

Debemos recordar que latécnica de Kirby Bauer es usada para microorgani smos que desarro-
llan répidamente y que no son nutricional mente exigentes. Para gérmenes nutriciona mente exigen-
tes, aerobios y anaerobios de desarrollo lento, microaerdfilos, etc., existen técnicas y metodologias
especiales, por g emplo:

Para Haemophilusinfluenzae, debe usarse agar de M .H. suplementado con 1% de hemoglobina
0 5% de sangre equinay 1% de | sovitalex, suplemento VX o suplemento sintético equivalente. Ajus-
tarapH 7,2.

ParaMicobacterias, €l agar de el eccidn esLowestein Jensen o agar 7H11, aunque esisten otros.
Recordemos que el tiempo de incubacion es prolongado.

Para anaerobios se realizan antibiogramas por métodos de elucion de antibiéticos en caldo.
También suelen realizarse en placas empleando otras técnicas.
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DESARROLLO DEL TRABAJO PRACTICO 8

Se prepararan las placas seguin las instrucciones del docente, y a partir de una cepa aislada se
realizard un antibiograma en medio sdlido, que se leeratranscurrido el tiempo correspondiente.

MATERIALES:
Ansaojal
Pinzas metélicas
Reglilla
Hisopos estériles
Placas estériles
Pipetas
Tubos estériles
Medio de cultivo agar Mueller Hinton
Solucion fisiol bgica estéril
Discos con antimicrobianos
Microorganismos de ensayo
Patrén de turbidez (sn BaCl,)
Cepas control (E. coli, S. aureus, Ps. aeruginosa)
Vaso de precipitado con alcohol
METODO:

a) Fundir el medio, enfriar a50°C y distribuir en placas de Petri hasta una aturade4 mm (25 a
30 ml para placas de 9cm).

b) Dejar solidificar y secar en la estufa a 35°C (si hay exceso de humedad en la superficie del
agar), colocando las placas abiertas invertidas de 10 a 30 minutos.

¢) Preparar una suspensién del microorganismo en estudio, en caldo o Sn Fisiol 6gicaestéril con
unaturbidez comparable al standard.

d) Dentro delos 15 minutos de ajustada la turbidez, sumergir €l hisopo estéril en la suspension,
rotar el hisopo contralapared del tubo pararemover el exceso deinéculo.

€) Sembrar en superficie diseminando el inéculo (con el hisopo) sobre el agar M.H. Repetir este
procedimiento rotando 60° |a placa cada vez, para asegurar una distribucion uniforme.

f) Esperar 10 a 15 min. y colocar los discos.

0) Incubar a35°C durante 16 a 18 horas.

h) Realizar también este procedimiento con una cepa patrén para controlar los discos.

RESULTADOS:

Verificar la Sensibilidad de los microorganismas frente a los distintos antibi6ticos, midiendo
con una reglilla el diametro de la zona de inhibicion completa incluyendo el diametro del disco y
comparando con la tabla estandar (ANEXO 2 - TP 8). De acuerdo a los resultados obtenidos se
redlizara el informe SEGUN EL SIGUIENTE MODELO:
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ANTIBIOGRAMA

Germen

ANTIBIOTICO CONCENTRACION DIAMETRO DE ZONA INTERPRETACION

Observaciones:

Compare sus resultados con |os de otros comparieros. Anote sus conclusiones.
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ANEXO 1 - TP 8: DEFINICIONES OPERATIVAS

AGENTE ANTIMICROBIANO: cualquier sustancia quimicaque matao inhibe laprolifera-
cion de los microorganismos.

QUIMIOTERAPICOS: QUIMIOTERAPIA. Ramade lafarmacologia que se ocupa del estu-
dio de sustancias de composi ci 6n quimicadefinida gue, introducidas en el organismo, son capacesde
lesionar o destruir especificamente |os agentes patégenos vivos, sin presentar efectos tdxicos acen-
tuados sobre el huésped.

Todas |as sustancias que responden a esta definicion seran consideradas quimioterapicos.

Segun su origen, se clasifican en:

* QUIMIOTERAPICOS DE SINTESIS.

* QUIMIOTERAPICOS DE ORIGEN NATURAL (producidos por microorganismos).

BACTERICIDAS: sustancias que matan bacteriasy pueden 0 no matar otros microorganismos.

Losagentes“cidas’ con amplio espectro, sellaman GERMICIDAS. Se dividen en dos grupos:
ANTISEPTICOSy DESINFECTANTES.

Las sustancias que no matan, sino solo inhiben la proliferacién, se denominan
BACTERIOSTATICOS, no obstante algunos bactericidas en bajas concentraciones pueden ser
bacteriostaticos.

ANTISEPTICOS: son aquellas sustancias que se oponen a desarrollo de gérmenes sobre la
piel 0 mucosas, heridas, etc., ya que son inofensivos para estos tejidos, no asi paraingerirlos.

DESINFECTANTES: son aguellas sustancias quimicas capaces de destruir en 10 a15 minutos
agérmenes depositados sobre material es de distinta natural eza (no asi a sus esporas necesariamente),
alterando lo menos posible e sustrato donde reside y abarcando en esa destruccién todas las formas
vegetativas, hongos y agunos virus. Son potentes microbicidas, pero hasta cierto punto téxicos e
irritantes para los tejidos vivos, por 1o que se aplican preferentemente en superficies ambientales u
objetos contaminados.

ANTIBIOTICOS: seincluyen aqui aguellos compuestos que conservando la estructura base
del antibidtico inicia (natural), son obtenidos por via sintética 0 semisintética.

Tres grupos de microorganismos son |os responsables de la produccion de la mayoria de los
antibi 6ticos usados en medicina

1) Hongos (especialmente Penicillium) gque producen antibiéticos como la penicilinay la

griseofulvina.

2) Bacterias del género Bacillus, de las que se obtienen antibi6ticos como la bacitracinay la

polimixina.

3) Actinomycetos (del género Streptomyces), que fabrican antibi éticos como laestreptomicina,

cloranfenicol, tetraciclinay eritromicina.

DETERMINACION DE LA CIM POR DILUCION EN CALDO:

1. Seredlizan diluciones a medio decrecientes del o los antibidticos, en tubos conteniendo 1 ml de
caldoMueller-Hinton.

2. Se siembra 1ml de una suspensi6n bacteriana de aproximadamente 10° bacterias por ml que equi-
vale aunadilucion 1/500 del tubo 1 de laescalade Mc Farland.
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3. Serealizaun control de crecimiento inoculando un caldo sin antibi6tico y un control negativo con
caldo sininocular.

4. Se incuban todos los tubos a 37°C durante 24 horas. Luego se observa turbidez indicativa del
desarrollo bacteriano.

5. Sedeterminala CIM como aquella concentracion del antibi6tico contenida en el tubo que poseela
mayor dilucion del mismo, enlaque se detectafaltade turbidez. Laminimaconcentracion queinhibe
el crecimiento bacteriano.

DETERMINACION DE LA CIM POR DILUCION EN AGAR:

En el método de dilucién en agar, el agente antimicrobiano esincorporado en el medio con cada
placa que contenga una concentracién diferente del agente antimicrobiano.

Losindcul os pueden ser aplicados répiday simultdneamente alas superficiesde agar utilizando
un aparato de replicacion del indeulo. Lamayoriade replicadores disponibles transfieren de 32 a36
inéculos a cada placa.

El agar Mueller-Hinton es preparado de una base deshidratada. El pH del agar debe estar entre
7,2y 7,4 atemperatura ambiente. No deben afiadirse cationes suplementarios.

Puede ser suplementado con 5% de sangre de cordero desfibrinada o sangre de caballo lisadaen
€l caso de Sreptococcus pneumoniae .

Las ventgjas de las pruebas de dilucion en agar incluyen lareproducibilidad de los resultados y
el crecimiento satisfactorio de la mayoria de | os organismos no fastidiosos.

Sin embargo, sus desventgjas incluyen el trabajo requerido para preparar las placas de dilucién
en agar y su relativamente corto tiempo de almacenamiento.

Generalmente las pruebas de dilucion en agar no se realizan en laboratorios clinicos de rutina
pero pueden ser ideal es paralaboratorios regional es de referencia o laboratorios de investigaci 6n que
deben analizar un gran nimero de cepas.
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ANEXO 2:
PUNTOS DE CORTE PARA LA INTERPRETACION DEL METODO DE KIRBY

BAUER
Diametro de ia zona de
o i Conlenido inhibicidn en mm
Agente antimicrobiana dol dieen e r——— Sersibie >
Intermedic o
o= o=
BETALACTAMICOS, PENICILINAS
Ampicilina Enterobacleriaceas 10 pg 13 14-16 T
Estafilococos 10 pg 28 e 9
Enterococos 10 pg 18 — 17
Estreptococos B-hemolllicos 10 pg 18 189-25 26
Oxaciling Estafilococa 1ug 10 11-12 13
Meumococos para evaluar sensibilidad a 1pg - == 20
peniciing
Penicilina G Estafilococos 10U 25 - 29
Enterccocos U 14 -— 15
Eslreptococos B-hamoliticos 1ou 19 20-27 28
Piperacilina Pseudomonas asruginoss 100 pg 17 - 18
Entercbacteriaceas 100 pg 17 18-20 21
COMBINACION CON INHIBIDORES B -LACTAMASA
AmowicilinatAcido clavulanico Estafilococo 20010 pg 19 - 20
Entarobacteraceas 2010 pg 13 14-17 18
Amplailina/Sulbactama 10M0 - pg 1 12-14 15
PiperacilinaTazebaclama Enlerobactenas 100110 pg 1T 18-20 21
Preudomonas Beruginass 10010 g 17 - 18
Eslafilococes Meticlina S 10010 17 - 18
CEFALDSPORINAS
Cefaclor 30 pg 14 15-17 18
Cefazolina 30 pg 14 15-17 18
Cefepime 3 g 14 15-17 18
Cefixima 5pg 15 16-18 19
Celoparazana 75 ug 15 16-20 21
Cefotaxima 30 pg 14 15-22 23
Cefoxitina 30 yg 14 15-17 18
Ceflazidima 30 pg 14 15-17 18
Ceftixazima 30 yg 14 15-19 20
Cefliaxons 30 ug 13 14-20 A
Cefuraxima sodica parenteral 30 pg 14 15-17 18
Celalotina 30 g 14 15-17 18
CARBAPEMEMS
Imipenem 10 pg 13 14-15 16
Meropenern 10 pg 13 1415 16
MONOBACTAMAS
Azlreonam [ 30 g 15 | 16-21 | 22
GLICOPEFTIDOS
Tecoplanina 30 pg 10 11-13 14
Vancomicing Enterococos 30 pg 14 15-16 1T
Estafilococos 30 pg — - 15
AMINOGLUCOSIDOS
Amicacing 30 pg 14 15-18 17
Gentamicing 10 pg 12 13-14 13
Kanamicing 30 po 13 14-17 18
Metilmicina 30 pg 12 13-14 15
MACROLIDOS
Azitromicina 15 pg 13 14-17 18
Claritromicina 15 pg 13 14-17 18
Eritromicina 15 pg 13 14-22 23
TETRACICLINAS
Minociching 30 pg 15 16-20 21
Tetracicling 30 pg 15 18-18 14

121




CATEDRA DE MICROBIOLOGIA

QUINDLOMAS
Ciprofloxacing 5 ug 15 16-20 21
Levoflaxacina 5 ug | 15 16-18 19
Maliikata Acida 30 pg 13 14-18 10

_Merfloxacina Wpg | 12 38 17
Ofioxacing 5 pg | 12 13-15 16
Trovafloxacing 10 pg 13 1d=1 17
OTROS ANTIMICROBIANOS

_Claranfenicol 30 pg 12 117 18
Clindamicina 2 ug 14 15-20 21
Mitrofurantoina 300 g 14 15-16 17
Rifampicina 5 pg 16 17-19 20
Sulfanamidas 300 wg 12 13-16 17
Trimetoprima-Sulfametoxasol N.25/23.75 ug 10 11-15 16

ANEXO 3: CONTROLES DEL METODO DE KIRBY BAUER

DIAMETRD DE LA ZONA DE INHIBICION
(en mmj
ANTIBIOTICO CONCENTRACION CON S. aureus ATCC CON E. coli ATCC
DEL DISCO 25923 25922
Ampicilina 10 pg 24-35 15-20
Bacitracina nou 17-22 -
Cefalotina 30 pg 25-37 18-23
Cloramfenicol 30 g 19-26 21-27
Calistina 10 ug - 11-15
Eritromicina 15 ug 22-30 B-14
Gentamicina 10 ug 19-27 19-26
Kanamicina 30 ug 19-26 17-25
Meticilina 5 pg 17-22 =
Neomicina 30 pg 18-26 17-23
MNovobiocina 30 ug 22-31 -
Cleandomicina 15 ug 19-28 -
Penicilina G 10U 26:37 -
Paolimixina B ago 7-13 12-16
Estreptomicina 10 ug 14-22 12-20
Tetraciclina 30 ug 19-28 18-25
Vancomicing 30 ug 15-19 -
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TRABAJO PRACTICO 9

CONTROL HIGIENICO DE MEDICAMENTOS

OBJETIVOS

* Reconocer la importancia del control higiénico de medicamentos.

* Interpretar los criterios microbiol dgicos utilizados.

* \erificar si el medicamento analizado se ajusta a la hormativa vigente.

» Realizar control de esterilidad del medicamento, control general, inactivacion del
conservante, pruebas definitivas.

* Poner en practica diferentes técnicas microbioldgicas: vertido en placa, inoculacion de
microor ganismos de prueba, etc.

INTRODUCCION

Larealizacion de este ensayo es hecesaria para evitar las consecuencias nocivas causadas por
microorganismos en el empleo de |os medicamentos.

La prueba se basa en la estimacién del nimero de microorgani smos aerobios, anaerobios, hon-
gosy levaduras, e identificacion de microorgani smos patdgenos presentes en productos farmacéuti-
cos que han sido elaborados asépticamente.

El control higiénico de medicamentosterminados, el aborados en condiciones asépticas, verifica
si |os mismos se ajustan microbiol 6gicamente a las normas vigentes.

Limites microbioldgicos para productos farmacéuticos no obligatoriamente estériles de
acuerdo con la via de administracion.
Disposiciéon 7352/99 Salud Publica

CATEGORIA 1
Categoria 1.1. Productos para ser aplicados sobre escaras, ul ceraciones o quemaduras graves.
Ausencia de gérmenesrevivificables.
Categoria 1.2. Productos para ser administrados por viainhalatoria.
Recuento de aerobios viables totales: no mas de 10 por gramo o mililitro.
Ausencia de Enterobacteriaceae en un gramo o mililitro.
Ausencia de Pseudomonas aeruginosa en un gramo o mililitro.
Ausencia de Saphyl ococcus aureus en un gramo o mililitro.

CATEGORIA 2
Productos para ser administrados por via nasal, Gtica, rectal, topicay vaginal.
Recuento de aerobios viables totales: no més de 10? por gramo o mililitro.
Ausencia de Entobacteriaceae en un gramo o mililitro.
Ausencia de Pseudomonas aeruginosa en un gramo o mililitro.
Ausencia de Saphyl ococcus aureus en un gramo o mililitro.

CATEGORIA 3
Productos paraser administrados por viaoral.
Recuento de aerobios viablestotales: no més de 10° por gramo o mililitro.
Recuento de hongosy levaduras: no mas de 10? por gramo o mililitro.
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Recuento de Entobacteriaceae: no méas de 10? en un gramo o mililitro.

Ausencia de Pseudomonas aeruginosa (solamente en forma farmacéutica oral liquida) en un
mililitro.

Ausencia de Saphylococcus aureus en un gramo o mililitro.

Ausencia de Escherichia coli en un gramo o mililitro.

Ausencia de Salmonella en un gramo o mililitro.

Productos farmacéuticos cuyas materias primas se consideren fuentes de contaminacion.
Ausencia de anaerobios sulfitoreductores en un gramo o mililitro.

CONDICIONES A TENER EN CUENTA

L os ensayos deberan realizarse por duplicado y bajo condiciones asépticas maximas, paraevi-
tar la contaminacion con gérmenes extrafios no pertenecientes al material en ensayo.
Paralaapertura del recipiente se tendra en cuentalaforma de presentacion del medicamento a

ensayar.

APERTURA DE LOS RECIPIENTES
Limpiar bien las superficies exteriores de las ampollas y tapas de los viales y frascos con un
agente descontaminante adecuado. Acceder al contenido de manera aséptica.

PREPARACION DEL MATERIAL DE ENSAYO

Consiste en preparar €l material de prueba segiin €l tratamiento apropiado a sus caracteristicas
fisicas de tal forma que no se atere el nimero y género de microorganismos, presentes paralareali-
zacion de procedimientos posteriores.

SéLipos
L os s6lidos que no se disuelven completamente, reducirlos a polvo fino en mortero estéril.

LiQuiDos Y DISPERSIONES

Los liquidos y dispersiones se toman directamente con una pipeta estéril o con agujay jeringa
estéril y se transfiere asépticamente el volumen especificado del material desde su envase hasta un
recipiente con el medio de cultivo adecuado, se mezclasin airear excesivamente.

UNGUENTOS, CREMAS Y CERAS
Setransfieren los miligramos correspondi entes a cada muestra asépticamente al reci piente con-
teniendo el medio de cultivo, mezclar, si es necesario calentar a bafiomariaano mas de 35 - 40°C.

AcEITEs

Se transfiere asépticamente e volumen indicado de cada muestra a un recipiente estéril. Se
realiza una suspension con la ayuda de una minima cantidad de un agente emulsionante estéril
(polisorbato, tween). Se agitalamezclaen e momento delasiembray después durante el periodo de
incubacion ainterval os frecuentes

CONTROL DE ESTERILIDAD DEL MEDICAMENTO

Loscontroles de esterilidad tienden aregular laasepsiay esterilidad de |las &reas de manufactu-
ray elaboracion de medicamentos, como asi también de las de envasado y rotulacién con € objeto de
compraobar total ausencia de microorganismos capaces de reproducirse. Incluye controles de los me-
diosde cultivo empleadosen las determinacionesy control higiénico de medicamentosterminados a
fin delograr que se g usten microbiol 6gicamente alas normas vigentes.
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« Esta prueba se realiza para enumerar 10s microorgani Smos presentes en lamuestray comparar
los limites de tolerancia establ ecidos.

« Inhibir €l desarrollo de microorganismos de prueba.

* Verificar la presencia de conservantes.

A- Metopo DE FILTRACION

Este método se utiliza principalmente para material oleoso, pomadas solubles, material de
dificil disolucién en mediosdecultivo, polvos o suspensiones, que poseen propiedades antimicrobianas
inherentes.

El aparato defiltracion se armaen condiciones asépticas, lasdistintas partes se han esterilizado
avapor saturado apresion previamente.

El medicamento investigado se disuelve en €l liquido de dilucion estéril y sefiltraatravésde
membrana de 0,45- 0,20 u de didametro de poro, con unavelocidad deflujode 55a75ml/ min y a
una presion de 70 mm de Hg., con la finalidad de retener las posibles bacterias presentes en la
muestra. Luego se toma asépticamente el filtro, se divide y se siembra en los medios de cultivo
destinados atal fin.

B- METopo: TRANSFERENCIA DIRECTA AL MEDIO DE CULTIVO

Este método se utiliza para |amayoria de los medicamentos. Setoma 1 ml del medicamento y
seinocula en los medios de cultivo correspondientes.

DETERMINACIONES: RECUENTO STANDARD DE MICROORGANISMOS

Tipos de Técnica Meadio de cultiva Tiempa de Temperatura Interprataciin
Microorganismos empleada incubacion de incubacion
Aerobios Vertido en Piate Count Agar 2aTdias 35°C

mesdfilos totales placa
Microaeroflicos- Siembra Tieglicolato 2 aTdias 3as°c
Anaerohios liguido-
liquida
Hongos y Vertido en Sabouraud 2 a7 dias 30°C
levaduras placa
Colocar 1 mi de R
medicamento / N \
/ // \\x b

A & e
& e R

v P \\q N
. E .
Plate CountAgar | | Sabouraud
| Tioglicolato |
| INCUBAR I
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INTERPRETACION DE RESULTADOS
Enumeraci én de microorganismos presentes:

* Ausenciade desarrollo microbiano: sesugiere realizar laprueba preliminar o control general.

* Presencia de desarrollo microbiano.

a) Cotejar con los limites microbiol dgicos establecidos por salud publica.

b) Si superanloslimites microbiol bgicos establ ecidos se sugiere: realizar las pruebas definiti-
vasy ensayos para evidenciar la presencia de microorganismos patégenos.

ENSAYO PRELIMINAR O CONTROL GENERAL
* Esta prueba serealiza para verificar |a presencia de conservantes en la muestra.

Laausenciade desarrollo microbiano en el control de esterilidad puede ser atribuida alaactivi-
dad bacteriostéticadel producto en si, 0 ala presencia de sustancias conservantes del medicamento.

MICROORGANISMOS DE PRUEBA
* Escherichia coli ATCC 8739
» Staphyloccocus aureus ATCC 6538
» Candida albicans ATCC 10231

Tomar asépticamente con pipeta despuntada 10 ml del medicamento de prueba, colocar en sen-
dos tubos de ensayo estériles.

a.- Inocular asépticamente dos ansadas de cada unade |as cepas patron de referencia en sendos
tubos de ensayo conteniendo 10 ml del medicamento de prueba. Incubar.

b.- Inocular asépticamente 108 UFC/ml de cadaunadelas cepas patron dereferencia con pipeta
en sendos tubos de ensayo estériles conteniendo 10 ml del medicamento de prueba. Incubar.

INTERPRETACION
La presencia de desarrollo microbiano puede ser atribuida a que:
« El medicamento de prueba no presenta actividad bacteriostética.
* El medicamento de prueba no presenta sustancias conservantes.
Serecomiendarealizar las pruebas definitivas.

Determinacion: Recuperaciéon los microorganismos de prueba

Microorganismos Técnica Medios de Tiempo de Temp. de Interpretacion
cultivo incubacion
incubacion

Escherichia coli Vertido en Plate Count 48 h 3G Presencia-
placa agar ausencia

Staphyloccocus Vertido en Plate Count 48 h G Y Presencia-
aureus placa agar ausencia

Candida aibicans Vartido en Sabouraud 48 h 0*C Fresencia —
placa ausencia

La ausencia de desarrollo microbiano puede ser atribuida a:
L aactividad bacteriostatica del producto en si.
L a presencia de sustancias conservantes.
Serecomiendarealizar la modificacion de latécnica.
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TECNICA DE CONTROL GENERAL

Colocar 10 ml
Del medicamento en
Cada tubo

Inocular 2 ansadas
de microorganismos 5. alreus E. coll C. albicans

INCUBAR

RECUPERACION DE CEPAS CONTROL GENERAL

Tormar 1 mil del
medicamento
ineculado con cepas
patrén y sembrar

=

Plate Count Plate Count

agar agar Saboureaud
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MODIFICACIONES DE LA TECNICA
» Esta prueba serealiza con lafinalidad de inactivar €l conservante presente en la muestra.

Al no haber desarrollo microbiano en el control general o prueba preliminar y de corroborarse
en las especificaciones del envase la presencia de un determinado conservante, deberd utilizarse
alguna de estas modificaciones de la técnica.

A. METODO DE LA DILUCION

Serepiten las pruebas usando | as canti dades especificadas del material que seensayay volime-
nes mayores del medio de cultivo, con el objeto de establecer la proporcién de material y medio que
no llegue a afectar al desarrollo de los microorganismos de prueba.

Si lacantidad especificada del material es bactericida o fungicidaen 100 ml de medio de culti-
vo, sedisminuirala cantidad del material hasta encontrar la cantidad maxima que no afecte aprecia-
blemente & desarrollo de los microorganismos de prueba en 100 ml de medio de cultivo.

Paraliquidosy suspensiones, si lacantidad esmenor de 1ml seincrementala cantidad de medio
de cultivo de manera que 1 ml resulte suficientemente diluido como para evitar la inhibicion del
desarrollo microbiano.

En el caso de solidos, no solubles, ni dispersables si 1a cantidad es menor de 0,05 gramos se
aumentara la cantidad de medio de cultivo de modo que la cantidad de materia utilizado resulte lo
suficientemente diluida para evitar lainhibicién del desarrollo microbiano.

En cualquieradelos casos se usara paralos ensayos de rutinalas cantidades de material y medio
de cultivo establecidos.

B. METODO DE LA FILTRACION

Agentes antimicrobianos pueden eliminarse mediante el uso de membranas con tamafio de po-
ros de hasta 470 um, método del lavado.
C. METODO DE INACTIVACION DEL CONSERVANTE

Se adiciona el agente inactivante apropiado y estéril.

Si no se especifica qué conservante posee e medicamento, se procede al tratamiento general
con unasolucién al 4% de polisorbato 80 (TWEEN 80) y/o una solucién al 5 % de lecitina de soja.
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CONSERVANTES
] i . ESTERILI-
COMNSERVANTE ACCION /IGERMENES DISMINUCION DE pH FACION Uso
ACTIVIDAD
Ac. benzolco. Ac. Bacieriostatico Inferior a pH | Autoclave | Orales
Bencenocarboxilico | Gram positivos 5 filtracién | Tdpicos
Ac.Fenllcorboxilico
Ac. Fenilfarmica
Carboxibencena
Acido sorbico Antimiicrabians ‘ Disminuye en Liquidas y
b o presencia de samisdlidos
Antifingico tensioactivos no
lonacos y en contacto
| con plasticos.
Alcohol bencilico Bacteriostatico Gram {+) | Disminuye su actividad | Limites calor Inyectables,
Fenilcarbingl Gram (<) | an preasencla da amplios Oftdimiea,
Fenlimetanal tensioactivos no de pH Oilicos
Alfahidroxitoleeno |ionicos {polisdorbatos)
Bacieriostatico
Benzoato de sodio Fungistatica Inferior a pH Via topica
&
Clorobutana! Antibacteriano En presencia de Calirios,
Clorbutana Antifingico polisorbato o Sl
polvinilpirrolidana Parenterales
Activo Gram (+) disminuye su actividad Lig.
Clorure de Wirus v protozons Aumenta al | autoclave | Oftalmicos,
Benzaleonio Inactive Gram {-) aumantar Masales,
pH parenterales
Parahidroxibeanzoatos | Antimicroblano | Sa reduce en Es aclive a autoclave
| presencia de pH
| tensioactivos no Jab
lanicos ¥ por |3 unidn a
macromaleculas,
coloides y agantes
amulsificantes en
general
Parahidroxibenzoate | Bacteriostaboo
de Butil o E. coll Staphyloccocus Su Cosmatica
Butilparatena BUrRIUS efectividad
Antifingico sa reduce al
Candida albicans. aumentar el
Sacchammices pH
Bacleriostatico
; ; Gram (-} G (+) Sy
PRRIRIHRRERNE | i efectividad
: Candida albicans. se raduca al
Elilparabena Saccharamices spg. aumentar al
Prataben pH
Bacteriostatico
Parahidroxibenzoate | Gram (-] G [+ Su
de Fungico afectividad
Metilo Candida albicans. ze reduce al
Mipagin Saccharamices spp. aumentar el
pH
Bactariostatico
Parahidroxibenzoale | Gram (=) G (+) Su
de Propilos Flngico efectividad
P. Mipagin Candida albicans. =g raducs al
Mipasol Saccharomices spp. aumentar el
pH
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TECNICA DE INACTIVACION DEL CONSERVANTE

Transferir asépticamente los ml del inactivante (tween 80) que correspondieran al 4% del volu-
men de medicamento de prueba, agitar cuidadosamente, dejar actuar durante 30 minutos.

DETERMINACION: RECUENTO STANDARD DE MICROORGANISMOS

Técnica Medio de Tipos de Tiempo de  Temperatura Interpretacion
empleada cultivo Microorga incubacién de N? de
nismos incubacidn  Microorganismos
Vertido en Plate Count Aerobios 2a7dias I7e
placa Agar mesafilos
totales
Siembra Tioglicolato Microaerofi 2aldias 37°C
liquido-liquido licos-
Anaerobios
Vertido en Sabouraud Hongos y 2al dias 30°C
placa levaduras

Tween 80 al 4%

- Tomar 1mi & inocular en medios ‘ / '\.\\\
/ o \\'\\
/ Py
/ f// N \\
i | NN
28 Sl
|F'Iate Count P-gari Sabouraud |
[ Tioglicolato

INTERPRETACION

El desarrollo microbiano puede ser atribuido ala:

» | nactivacion del conservantey/o alapresenciade contaminantes. Enumerar |os microorganismos
presentes y cotejar con los limites de tolerancia establecidos. Se recomienda realizar pruebas
definitivas.

Laausencia de desarrollo microbiano puede ser atribuida a que:

« El inhibidor utilizado no es &l adecuado y/o € medicamento de prueba no presenta contami-

nante.
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ENSAYOS DEFINITIVOS

» Se realizan teniendo en cuenta los resultados obtenidos de la técnica de inactivacion del
conservante,

A - RECUENTO TOTAL DE MICROORGANISMOS AEROBIOS MESOFILOS TOTALES

En muestras suficientemente solublesy traslUcidas, utilizar el método A1, delo contrario usar
el método A2.

A1l- Recuento en placa: si se esperaque los productos estén altamente contaminados, diluirlo
hasta que 1ml tenga entre 30 y 40 UFC/mI (unidades formadoras de colonias).

Como se supone que los productos poseen un indice bajo de contaminacion, se debe sembrar
directamente 1ml del producto en dos cajas de Petri estériles, adicionar 20 a 25 ml de medio agar
nutritivo o Tripteinasoya, previamentefundido y enfriado a45°C, mezclar con movimientosrotatorios
y dgjar solidificar atemperatura ambiente, incubar 48 a 72 horas, contar €l nimero de UFC que se
desarrolle en cada caja, hacer un promedio de estos resultados y reportar el numero de UFC/ml o
gramo de la muestra.

En e caso de haber diluido la muestra, el testigo de esta prueba consiste en colocar 1ml de
diluyente en lugar de la muestray proceder como seindicaen el parrafo anterior. Si en estas cgjas se
observa desarrollo, la prueba debe repetirse usando nuevo diluyente.

A2- Recuento en tubo: colocar en 14 tubos estériles 9 ml de medio caldo nutritivo o caldo
Tripteinasoya, separar doce tubosy colocarlos en 4 hileras de 3 tubos cada una. Marcar unahilerade
tubos como testigos. Colocar 1 ml de la muestra en cada uno de los tubos de la primera hilera de
pruebay marcarlos como “100” y 1 ml aun tubo marcado con laletra“A”. Del tubo“A” pasar 1ml a
un tubo adicional marcado con laletra“B” y a cada uno de los tubos de la segunda hilera marcarlos
con el numero “10”. Del tubo “B” pasar 1 ml acadauno delostubos de latercerahilerade pruebay
marcarlos con el nimero “1”. Descartar lostubos“A” y “B”. Agitar todos |os tubos e incubarlos.

Observar losdesarrollos einterpretar |os resultados empleando la TABLA gueindicael nimero
mas probabl e de microorgani smos mesofilos aerdbicos/ml o gramos de lamuestra. Lostubostestigos
no deben presentar desarrollo.

B - RECUENTO DE HONGOS Y LEVADURAS

Proceder como seindicaen el método A1, utilizando medio agar Sabouraud en lugar de medio
agar nutritivo, eincubar durante 5 a7 dias a 30°C.

C - IDENTIFICACION DE MICROORGANISMOS PATOGENOS

Test de Staphyloccocus aureus y Pseudomonas aeruginosa

Disolver 10 g 0 10 ml de lamuestra en agua peptonada buffer fosfato pH 7,2 hasta completar
100 ml, mezclar eincubar. Examinar €l medio de desarrollo y s existe crecimiento, con laayuda de
un ansaojal rayar lasuperficie de unaplacade Petri con medio Agar Vogel- Johnson o Baird- Parker,
Agar Manitol salado, Agar Cetrimide. Cerrar einvertir las placas.

Incubar 24 -48 h a35°C.

Interpretacion: s, transcurrido el tiempo de incubaci6n, ninguna placa contiene colonias con
las caracteristicas listadas en la tablas siguientes para los medios de cultivo utilizados, € test de
especimenes reline |os requerimientos para las cepas citadas.
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CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE STAPHYLOCCOCUS AUREUS EN MEDIOS SELECTIVOS AGARIZADOS

Medio selectivo Yogel- Jonsan Manitol Salado Baird Parker
Morfologia de la Megras rodeadas de Amarillas con zonas Megras rodeadas de
colonia Zonas amarillas amarillas Zonas claras de 2 a 5 mm.
Tincidn Gram Cocos positivos en racimo Cocos positives en Cocos positivos en racimos
racimos

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE PSEUDOMONA AERUGINOSA EN MEDIOS SELECTIVOS AGARIZADOS Y
DE DIAGNOSTICO

Agar Pseudomonas Agar Pseudomona para
Medio Agar cetrimide Para detectar detectar piocianing
fluorescencia
Merfologia de la Verdosa Amarillentas Verdosas
L colonia _ : .
Fluorescencia con luz Verdoza Amarillentas Azules
Y

Test de oxidasa Paositivo Positivo Positivo

Tincion Gram Bacilos negativos Bacilos negativos | Bacilos negativos

TEST PARA SALMONELLA SPP Y ESCHERICHIA COLI

A lamuestra contenidaen un Erlenmeyer adicionar un volumen de medio lactosado hastallegar
a 100 ml, incubar. Examinar si el medio presenta desarrollo, agitar y con una pipetatomar 1 ml del
mismo einocular en sendos tubos que contienen respectivamente 10 ml de caldos de enriquecimiento
selectivo selenito-cistinay medio fluido tetrationato; homogeneizar. Incubar 12 h a 24 h (guardar €l
remanente de caldo lactosado).

TEST PARA SALMONELLA

Tomar 1 ml delos caldos einocular por duplicado en placas de Petri, luego agregar 25 ml delos
medi os agarizados sel ectivos bismuto sulfito y agar xilosa-lisina-dexosicolato realizar movimientos
rotatorios.

Incubar 24-48 ha35°C.

Interpretacién: Ver tabla. Si son bacilos Gram negativos, paraidentificarlosrealizar unasiem-
bra en medio de transporte y luego inocular en TSI; incubar 24 h.

Inter pretacion: Alcalino/écido con presenciade produccion de sulfhidrico, presenciadel Género.

CARACTERISTICA MORFOLOGICA DE SALMONELLA SPP EN MEDIOS SELECTIVOS

Medio Descripcion de colonias
Agar verde brillante Pequefias, trasparentes o rosadas con halo
rojo
Agar xilosa- lisina- dexosicolato Rojas, con centro negro
Agar bismuto-sulfito Megras o verdes
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TEST PARA ESCHERICHIA CcOLI

Utilizar e caldo lactosado remanente. Tomar 1 ml e inocular por duplicado en placas Petri,
verter el medio agar Mac Conkey con movimientos rotatorios.

Incubar: 24- 48 h a 35°C.

Interpretacion: si lascaracteristicas no coinciden conlatablaausenciadeE. coli y si coinciden
proceder a su identificacion sembrando para aislamiento en EMB.

Incubacion: 24-48 h a 35°C.

Interpretacion: Ausenciade brillo metdlico no hay E. coli

Presenciade colonias con brillo metdlico, presenciadeE. coli. Redlizar test confirmatorios.

CARACTERISTICA MORFOLOGICA DE EscHERICHIA coLl. EN MEDIO MAac CoNKEY

Coloracion Gram Bacilos negativos

Morfologia de la colonia Rojas pueden tener un pracipitado de bilis

133



CATEDRA DE MICROBIOLOGIA

CONTROL HIGIENICO DE MEDICAMENTOS

CATEGORIA:
FECHA;
ANALISIS N*:
PRODUCTO:
LOTE N®:

FECHAVENCIMIENTG:

MICROORGANISMOS LIMITE DE TOLERANCIA RESULTADOS

Aerobios mesdfilos totales <= 10°
[ Mohaos y levaduras <=10°

Enterobacterias <=10"

Escherichia coli Ausencia

Staphyloccocus aureus Ausencia

Salmonelia spp ‘Ausencia

Pseudomona spp Ausencia

Los resultados se expresan en nimero de gérmenes por gramo o mililitro de cada muestra,

OBSERVACIONES:
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DESARROLLO DEL TRABAJO PRACTICO 9

MATERIALES:
Ansaoja
Gradilla
Placas estériles
Pipetas
Tubos estériles
Medio de cultivo: PCA; Sabouraud, Tioglicolato, A. Nutritivo
Cepas Patrén (E. coli, S aureus; C. albicans)
METODO:

Cada grupo realizara el ensayo de un medicamento a el eccién, teniendo en cuentala secuencia
detallada a continuacion:

Control de esterilidad del medicamento: Método transferencia directa.

Ensayo preliminar o control general: Método inoculacion de cepas patron.

Modificacion de latécnica: Método inactivacion del conservante.

Ensayos definitivos. recuento de aerobios mesofilos totales, anaerobios, hongosy levaduras.

| dentificacion de patdgenos.

135






ANEXO

FARMACOPEA ARGENTINA

A- CONSERVADORES QUE PUEDEN EMPLEARSE EN CUALQUIER CONCENTRACION

Acido ascérbico (todas |as vias)

Acido izo ascorbico (todas |as vias)

Palmitato y ascorbato de ascorbilo (todas |as vias)
Acido propionico (todas |a vias menos la ocul ar)
Acido sorbico (todas |as vias)

Glicerina (todas las vias menos la ocul ar)
Tocoferoles (todas |as vias)

B- CONSERVADORES QUE PUEDEN EMPLEARSE CON LIiMITE DE CONCENTRACION

Alcohol etilico (concentracién maxima 20% V/V todas las vias menos parenteral).

Anhidrido sulfuroso, sulfitos, bisulfitosy metabilsul fitos. Concentracién maxima 1 por mil cal-
culada en anhidrido sulfuroso.

Acido benzoi co, benzoato de sodio concentraci on méxima2 por mil calculada en &cido benzoico.
Acido p-hidroxibenzoico, sus ésteres metilicos, etilicos, y propilicosy |os derivados sodicos de
esos ésteres. Concentracion maxima 1,5 por mil para cada uno de esos productos o para una
mezclade varios de ellos.

Acido nordihidroguaiarético. Concentracion méxima 1 por diez mil.

Butilhidroxianisol. Concentracion méaximauno por cinco mil.

Butilhidrixitolueno. Concentracién maxima 1 por diez mil.

Galato de octilo. Concentracién maxima 1 por diez mil.

Galato de dodecilo. Concentracion méxima 1 por diez mil.

Fenol. Concentracion Maxima5 por mil en soluciones inyectables cuya esterilizacion no puede
efectuarse por accién del calor.

Cresol. Concentracién maxima3 por mil en solucionesinyectables cuya esterilizacion no puede
efectuarse por accién del calor.

p-cloro m-cresol. Concentracién maxima 3 por mil en soluciones inyectables cuya esteriliza-
cién no puede efectuarse por accién del calor.

C- OTROS CONSERVANTES QUE PUEDEN EMPLEARSE

También pueden agregarse a los medicamentos siempre que se respete cualquier disposicion
reglamentaria que rige la preparaci 6n de especialidades farmacéuticas.

Acido tetracémico y sus derivados.

Clorobutol.

Hidroximetano sulfinato de sodio.

Hidroxiquinoleinay sus sales.

Derivados organomercurial es: acetato, borato y nitrato de fenilmercurio, ortocloromercurifenol
y etilmercuritiosalicilato de sodio.
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EXCIPIENTES DE USO FARMACEUTICO

Todo farmaco, para poder ser administrado a un organismo, debe ser dotado de una forma far-
maceéutica que |o convierta en medicamento. Para ello, es normalmente imprescindible el empleo de
una serie de sustancias sin actividad terapéutica que, adicionadas al farmaco o principio activo, den
lugar alaformafarmacéutica deseada: se trata de los excipientes.

Clases de excipientes

» Conservantes

* Colorantes

* Edulcorantes

» Aromatizantes

* Otros

CONSERVANTES:

Se emplean para conservar 0 mantener las caracteristicas del medicamento el mayor tiempo
posible, evitando contaminaciones microbianas y/o fungicas, oxidacionesy otras alteraciones, para
lo cual se emplean, respectivamente, sustancias antimicrobianas, antifungicas, antioxidantesy agen-
tes complgjantes.

Conservantes antimicrobianos y/o antifiingicos:

Acido benzoico: antimicrobiano bacteriostatico, también conocido como Acido
Benzenocarboxilico, Acido Fenil carboxilico, Acido Fenilformico y carboxibenceno.

Presenta una moderada actividad antimicrobianafrente agérmenes G* y pocaactividad frente a
G, siemprey cuando el pH seainferior a5 (a pH superiores su actividad como antimicrobiano es
nula).

El acido Benzoico suele utilizarse en preparaciones orales (g.: jarabes, comprimidos, etc.) y de
aplicacion topica, (sobre piel y/o mucosa) siendo la concentracion maxima permitida del 0.2% (nor-
mal mente se emplean concentraciones que van del 0.05% al 0.1%).

En cuanto a su efecto clinico, es unasustanciairritante ocular (no emplear en colirios), irritante
de mucosasyy piel, en este Ultimo caso en tratamientos prolongados.

Acido sorbico: agente antimicrobiano y antifingico, activo frente abacterias. Levadurasy hon-
gos.

Su actividad disminuye en presencia de tensioactivos no ionicos (Tween) y en contacto con
plasticos. Debe tenerse en cuenta que es muy sensible ala oxidacién, tanto en solucién acuosa como
en formasdlida (especialmente en presenciadeluz), por lo que es aconsejable su estabilizacién conla
adicion de antioxidantes fendlicos como € galato de propilo (0.02%). Los preparados con acido
Sorbico en su composicién deben almacenarse en recipientes herméticos, protegidos de laluz, auna
temperatura no superior a 15°C y nuncallevar en su composicién agentes oxidantes.

Se emplea como conservante de preparaciones liquidas y semisolidas (g.: unglentos) alacon-
centracién de 0.05% al 0.2%, normal mente en combinacién con otros agentes antimicrobianos o con
glicoles. Estos presentan un efecto sinérgico sobre el acido Sorbico, aumentando su potencia
antimicrobiana.

Alcohol bencilico: antimicrobiano antiséptico, anestésico loca y solvente, suele denominarse
también fenilcarbinol, fenilmetanol y afahidroxitolueno. Es moderadamente activo frente a G* y
menos activo frente a G-; inactivo frente a esporas, pero si actlia frente a ellas cuando son activadas
por aplicacion de calor. Toda su actividad puede desarrollarse frente a limites amplios de pH. Es
incompatibl e con agentes oxidantesy &cidosfuertes, disminuyendo su actividad frente atensioactivos
no iénicos (Tween).

Se usa como conservante en soluciones acuosas y oleosas en concentraciones del 2% y en
colirios (normalmente de cortisona) al 0.9%. No se emplea en preparados de uso oral por sus caracte-
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risticas organol épticas, siendo empleado en preparados inyectabl es, soluciones oftAlmicas (colirios),
aerosoles y productos 6éticos.

Benzoato sbdico: antibacteriano y antifungico, se emplea a 0.1% como conservante en lugar
del &cido Benzoico, debido a su mayor hidrosolubilidad, si bien solo es eficaz a pH inferiores a 5,
pues la accién bacteriostaticay fungistética es desarrollada por el acido libre.

Esincompatible con sales férricas, calcicas, de metales pesados, plata, mercurio y plomo.

Suele emplearse en las formas farmacéuti cas de administracion por viatépica (sobre lapiel y/o
mucosas) ala concentracion del 0.05-0.1%, siempre que e pH seainferior a5.

Clorobutanol: agente antibacteriano y antiflingico, también conocido como clorbutanol.

Es efectivo contramicroorganismos G+ y G-, teniendo actividad bacteriostéticay no bactericida.
Es especia mente efectivo frente a Saphyl ococcus albus, Pseudomona aeruginosa y Candida albicans.

Debe tenerse en cuenta que su estabilidad en medio neutro o acalino es baja, no debiendo
emplearse a pH superior a4, asimismo es muy |&bil frente al calor, destruyéndose totalmente en la
esterilizacion en autoclave.

En presencia de polisorbatos (agentes tensi oactivos no ionicos) y polivinilpirrolidona disminu-
ye su actividad; sin embargo, |os alcoholes arométicos, que también incrementan la solubilidad del
Clorobutanal, son sinérgicos con él desde el punto de vista antimicrobiano.

Se suele utilizar como conservante en colirios y soluciones parenteral es (sueros, soluciones de
dextrosa, etc.) al 0.5%.

Cloruro de Benzalconio: antimicrobiano, agente humectante solubilizador y antiséptico, es
activo frente a microorganismos G+ pero inactivo frente a G- y algunas cepas de Pseudomona
aeruginosa, Micobacteriumtuberculosis, y otros. Esrelativamenteinactivo frente aesporasy mohos
pero es activo frente a algunos virus, hongos y protozoos. Su actividad aumenta al aumentar el pH.
Siendo Optimaen el intervalo de pH que vade 4 a 10.

Su actividad puede verse disminuida si las soluciones diluidas se envasan en recipientes de
cloruro de polivinilo o de poliuretano.

Sus aplicaciones farmacéuticas se centran en los productos oftalmicos, (concentraciones de
0.01-0.02%), productos nasalesy 6ticos (0.002-0.02%), productos parenteral es de peguefio volumen
(0.01%) y preparados liquidos de administracion tépica en concentraciones de 0.1 — 0.3%.

Parahidroxibenzoatos: las propiedades antimicrobianas de todos | os parahidroxibenzoatos se
reducen en presenciadetensioactivos noionicosy por launién amacromol éculas, coloidesy agentes
emulsificantes en general.

Todos | os parahidroxibenzoatos son estables apH entre 3y 6, pueden ser esterilizados por calor
himedo a 120°C durante 20 minutos sin descomponerse; en dicho preparado son estables 4 afios a
temperatura ambiente (se descompone menos del 10%), pero en preparados acuosos de pH > 8 se
hidrolizan rdpidamente.

Parahidroxibenzoato de Butilo: antimicrobiano bacteriostatico también denominado
butilparabeno. Es activo frente a un gran nimero de microorganismos, entre |os que cabe destacar,
Aerobacter aerogenes, Aspergillus niger, Bacillus cereus var mycoides, Bacillus subtilis, Candida
albicans, Escherichia coli, Penicillium digitatum, Rhizopus nigricans, Sacharomyces cerevisiae y
Saphylococcus aureus, si bien su efectividad disminuye al aumentar €l pH.

El butilparabeno se utiliza en preparados farmacéuticos y cosméticos al 0.1% solo o en combi-
nacion con otros ésteres del parahidroxibenzoico, en cuyo caso aumenta el efecto conservante.

Parahidroxibenzoato de etilo: Agente antmicrobiano también denominado etilparabeno, Etil
Chemosept, betacise, E. Napabutil y Protaben. Es activo frente agran numero de microorganismos
entrelos que cabe destacar: Aerobacter aerogenes, Aspergillus niger, Bacillus cereusvar mycocides,
Bacillus subtilis, Candida albicans, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Penicillum digitatum,
Rhizopus nigricans, Sacharomyces cereviciae y Saphyloccocus aureus. Laactividad antimicrobiana
disminuye al aumentar €l pH.
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Paraidroxibenzoato de metilo: agente antimicrobiano también denominado metil parabeno, Metil
chemosept, Metil parasept, Nipagin M y solbrol.

Esactivofrente aAerobacter aerogene, Aspergillusaryzae, Aspergillusniger, Bacillussubtilis,
Bacillus cereus var mycicides, Candida albicans, Escherichia coli, Penicillum digitatum, Proteus
vulgaris, Pseudomona aeruginosa, Rhizopusnigricans, Sacharomyces cereviciae, Sarcina lutea,
Saphyloccocus aureus, trichinoder malignorum. El metil parabeno es parti cularmente efectivo frente
a bacterias, aungue es menos efectivo frente a hongos.

Se utiliza como conservante en todo tipo de preparados farmacéuticos y cosméticos bien solo
(concentraciones del 0,025- 1,5%) o en combinacion con parahidroxibenzoato de propilo alas con-
centracionesdel 0.1% en €l primeroy 0.02% el segundo (tipicacombinacion muy usadaactual mente,
de gran accion conservante antibacterianay antiflingica).

Parahidroxibenzoato de propilo: agente antimicrobiano conocido también con el nombre de
propilparabeno, Propyl chemosept, Propyl parasept, betacide P. Nipagin P, y Nipasol.

EsactivofrenteaAerobacter aerogenes, Aspergillusniger, Bacillus cereusvar mycocides, Bacillus
subtilis, Candida Albicans, Escherichia cali, Penicillumdigitatum, Pseudomona aeruginosa, Rhizopus
nigricans, Sacharomyces cerevisiae, y staphyloccocus aureus. Estan eficaz parafrenar €l desarrollo
de las bacterias como de los hongos, si bien su actividad disminuye al aumentar €l pH debido ala
formacion del anion fenolato. Se emplea en todo tipo de preparacion farmacéuticay cosmética en
concentraciones que van del 0.05% al 0.25% si se encuentra solo. Es muy utilizada su combinacion
con el Parahidroxibenzoato de metilo.

ANTIOXIDANTES

Hidroquinona, Acido Galico y ésteres de 4cido Galico, Butilhidroxianisol (BHA),
Butilhidroxitolueno (BHT), Ac norhidroxiguayeretico (NDGA), Tocoferoles o vit. E, Pamitato de
ascorbilo y ésteres del acido Ascorbico, Compuestos sulfurados (sulfito, bisulfito y metasulfito de
sodio).

COLORANTES

Curcumina, tartracina, amarillo de quinoleina, eritrosina, xantofilas y antocianinas, etc.
EDULCORANTES

Sacarina, sorbitol, Ciclamato sédico, Aspartame, etc.
AROMATIZANTES

Mentol, etilvainillina, glutamato sodico, esencias, etc.

SUSTANCIAS BACTERIOSTATICAS Y ANTIFUNGICAS

En un medicamento es imprescindible el empleo de una serie de sustancias sin actividad tera-
péutica que son adicionadas al farmaco en forma de excipientes como |0s conservantes.

L os conservantes se emplean para mantener | as caracteristicas del medicamento el mayor tiem-
po posible, evitando contaminaciones microbianas, fungicasy otras alteraciones.

Paralo cual se emplean sustancias antimicrobianas, antifungicas como:

Acido Benzoico: Antimicrobiano frente a gérmenes Gram positivos y menos activo frente a
Gram negativos.

Alcohol Bencilico: Antimicrobiano antiséptico frente agérmenes Gram positivosy menos acti-
vos frente a Gram negativos, inactivo para esporas.

Benzoato Sodico: Fungistatico y bacteriostético.
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Clorabutanol: Efectivo bacteriostatico contra microorganismos Gram positivosy Gram nega-
tivos.

Cloruro de Benzalconio: Antimicrobiano activo frente microorganismos Gram positivos ein-
activo frente microorganismos Gram negativos.

Parahidroxibenzoatos: Todos presentan propiedades antimicrobianas.

Par ahidribenzoato de Butilo o Butilparabeno: Bacteriostético frente a Candida albican, E.
coli, Staphyloccocus aureus, Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus niger, entre otros.

Par ahidribenzoato de Etilo o Etilpar abeno: Esactivo frenteKlebsiellaneumoniae, Aspergillus
niger, Candida albican, E. coli, Saphyloccocus aureus, Saccharomyces cerevisiae, entre otros.

Par ahidroxibenzoato de Metilo o Nipagin M y Solbrol: Es activo frente a Aerobacter
aerogenes, Aspergillusorizae; Aspergillusniger, Candida albicans, Escherichia coli, Pruteusvulgaris
Pseudomona aeruginosa, Staphyloccocus aureus.

Par ahidr oxibenzoato de Propiloo Nipagin Py Nipasol: Esactivo bacteriostéticoy fungistatico

frente a Aerobacter aerogenes; Aspergillus orizae, Aspergillus niger, Candida albicans, Escherichia
coli, Pseudomona aeruginosa, Staphyloccocus aureus.
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TRABAJO PRACTICO 10

DETERMINACION DEL COEFICIENTE FENOL

OBJETIVOS
» Determinar el poder bactericida de un desinfectante.
« Valorar la utilidad de la determinacién de |a eficacia de | os distintos desinfectantes.

INTRODUCCION:

L aexistenciade numerosos productos quimicos provistos de poder germicida, hahecho necesa-
rio adoptar métodos para determinar su eficacia. Para poder elegir acertadamente |os desinfectantes,
es preciso tener una unidad de medida a que referirse.

Se han ideado varios métodos para probar €l valor bactericida de un desinfectante. Ningun
meétodo es satisfactorio paratodas |as sustancias o para cualquier estado en que se empleen.

Alguno de ellos son los siguientes:
* Coeficiente Fenol
» Método del Papel de Filtro himedo
» Método del Papel de Filtro seco
» Método de la Placade Agar
» Método de la placade Agar / Suero
» Método delos Cilindrosy Placade Agar
* Pruebas en presencia de materia organica

DETERMINACION DEL COEFICIENTE FENOL

Es uno de los métodos més antiguos el aborado para emplearse solamente en lacomparacion de
compuestos que actlian en bacterias en lamismaforma que lo hace el fenol, esto es, cresolesy otros
derivados u homologos mayores del fenol.

Este método se aplico después a sustancias quimicas que actlan por otros mecanismos, y deello
se abtuvo y publicd gran cantidad de datos indtiles y desorientadores.

El conocimiento cabal delo anterior condujo alaintroduccion de otros métodos de val oracion.

El coeficiente fenol de un desinfectante puede definirse como larelacion del poder germicida
del desinfectante en cuestion comparado con el del fenol, determinado en condicionesfijas.

Esta prueba esta aceptada como método oficial enlamayoriade lasfarmacopeasy esde aplica-
cion internacional.

Es obvio, por lo tanto, que los factores méas importantes de tal determinacion dependen de las
condiciones en que se hace la prueba.

CONDICIONES RECOMENDADAS PARA DETERMINAR EL COEFICIENTE FENOL:

El Ministerio deAgriculturadelos EE.UU. redactalas condiciones en que debe determinarse €l
coeficiente fenol y demés pruebas germicidas. A ellanos adaptamos en esta descripcion.
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1) Eleccién del microorganismo: Salmonella typhi , y Saphilococcus aureus.
2) Composicién del medio:
Extracto (Liebig) decarnebovina  5g

NaCl 59
Peptona 10g
AguaDestilada 1000cc

3) Acidez del medio: pH 6,8

4) Cantidad de Medio de Cultivo por tubo: 10 ml

5) Solucién madre de Fenol al 5 %. Debe cumplir los requisitos dela Farmacopeade EE.UU. y,
ademas, su punto de solidificacion no debe ser inferior a40 °C.

6) Cantidad de cultivo afiadido alos desinfectantes diluidos: 0,5 a5 ml.

7) Resistenciadel cultivo de pruebaal fenol (diluciones que matan en 10 minutos pero no en 5):
1/90.

8) Condiciones del tubo de prueba: cerrado con tapén de algodon

9) Temperatura de Prueba: 20°C

10) Intervalos cronol égicos de la prueba: 5, 10 y 15 minutos.

11) Cantidad de producto transferido (magnitud del asa de platino): ojal de 4 mm

12) Calculo del Coeficiente fenol: ladilucién mas alta que no mata en 5 minutos, pero si en 10
minutos, dividida por la correspondiente del fenol.

EL CALCULO DEL COEFICIENTE FENOL PUEDE EXPRESARSE CLARAMENTE ASI:

5 minutos 10 minutos 15 minutos

Desinfectante X
11300
11325

11350

11370
1/400

Fenol
1180
1100

Esevidente queladilucién masaltade desinfectante X, que no mataen 5 minutos, pero si en 10,
es 1/350; por lo que respectaal fenol es 1/90.

El coeficiente fenol seria 350/90 = 3,89.

Para evitar laimpresién de una supuesta exactitud, el coeficiente fenol se calcula hastala déci-
ma, a menos que seainferior alaunidad, de tal manera que en € caso anterior seria 3,9.
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El desinfectante que debe probarse se diluye en agua o solvente adecuado, y las diluciones se
ordenan en tubos pequefios, en una serie de diluciones creci entes (a concentraci ones decrecientes). A
cada tubo se agrega una cantidad especificada (generalmente este volumen es del 10% del volumen
de la dilucion antiséptica que contiene cada tubito) del microorganismo de ensayo en un cultivo en
caldo.

Resulta préactico adoptar |os siguientes vol imenes:

5 ml de dilucién de antiséptico a probar y agregar 0,5 ml de un cultivo de S. aureusde 24 h de
incubacion a 37°C en un caldo de composicion antes citada.

Al final de periodosfijos, exactamente medidos (5 minutos, 10 minutos, y 15 minutos), seretira
con pipeta estéril 0,5 ml de lamezcla de cultivo y antiséptico diluido, y se siembra en superficie de
sendas placas de petri, con agar nutritivo y seincuban a37°C por 24 horas.

Se pueden usar también tubos con caldo glucosado en lugar de medio sblido. Si no aparece
crecimiento en el subcultivo (colonias en €l agar o turbidez en el caldo glucosado) indican que €l
microorganismo ha sido destruido.

La mayor dilucion (es decir, la concentracién mas débil) del antiséptico que destruya al S.
aureus en un tiempo dado, se divide por la mayor dilucion de fenol que destruye en € mismo
tiempo. Esta relacion es el COEFICIENTE FENOL.

MATERIALES Y METODOS:

Material es necesarios.
ansaoja
pinzas metélicas
placas estériles
pipetas
tubos estériles
solucién fisiol 6gica estéril
microorganismos de ensayo
patrén de turbidez (sn BaCl,)
cepas control (E. coli, S. aureus, Ps. aeruginosa)
tubos estériles paradiluciones
Hexaclorofeno
Fenol
gradillas suficientes
mechero Bunsen
estufas de incubacion a 37°C
cronémetro
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PREPARAR LAS DILUCIONES DEL FENOL, SEGUN EL ESQUEMA SIGUIENTE:

DILUCIONES 3 minutos 10 minutos 15 minutos

FENOL

1:90

1:100

1:110
HEXACLOROFENCOL

1:250

1:300

1:350

* Transcurridos | os tiempos de contacto, proceder alasiembraen caldo segun indicalatécnica.
* Incubar.

e Interpretar los resultados.

* Redlizar informe.
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