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Trabajo Practico N° 1

SEGURIDAD, BIOSEGURIDAD Y AREAS BIOLIMPIAS EN LOS LABORATO-
RIOS BIOLOGICOS. PREPARACION DE MATERIAL

INTRODUCCION

Todos los procedimientos analiticos, de investigacion y docencia utilizados en el laborato-
rio de Microbiologia entrafian un riesgo a menudo indeterminado. Asimismo, el uso de nuevas
técnicas, reactivos quimicos y bioldgicos y aparatos requiere de conocimientos especiales, ins-
truccion y supervision adecuados para evitar accidentes. De igual manera, se entiende que en
los laboratorios se desempefia personal de diferentes caracteristicas culturales y técnicas y, por
lo tanto, se debe asumir que no todos poseen los conocimientos de seguridad y bioseguridad
necesarios para trabajar en un area determinada. El resultado de un error puede ser perjudicial
para el operario, asi como para otro personal del laboratorio o para el medio ambiente exterior.

DEFINICIONES

Seguridad y bioseguridad: se pueden concebir como la identificacion de los riesgos y los
factores concomitantes en una determinada area de laboratorio, para asi determinar las medidas
preventivas y evitarlos.

Seguro: exento de todo peligro.

Bio-seguridad: proteccion de la vida. Se logra, en parte, evitando accidentes.

Prevencién: se basa en el conocimiento del peligro y el modo de evitarlo.

AGENTES DE RIESGO

La OPS define como riesgo, en términos generales, una probabilidad para que se produzca
un dafio en un individuo o grupo poblacional en un area geografica determinada. Esta definicion
puede aplicarse al riesgo en el trabajo de laboratorio, considerandose como area geografica las
instalaciones propias del laboratorio. Los agentes de riesgo en un laboratorio biolégico pueden
ser:

* Biologicos: virus, bacterias, clamidias, rickettsias, parasitos u hongos.

* Quimicos: acidos, bases, toxinas: animales o vegetales, etc.

* Fisicos: térmico (calor, frio), mecanico (traumas), eléctrico, radiacion ionizante, etc.

La operacion en los laboratorios determina riesgos tanto dentro como fuera de sus instala-
ciones. El personal de un laboratorio de cualquier naturaleza esta expuesto a los siguientes tipos
de riesgo intralaboratorio:

* Infecciones

* Quemaduras

* Intoxicaciones

* Traumatismos

» Explosiones

e Irradiacion

El riesgo de infeccion necesita alguna de las siguientes rutas de exposicion: contacto di-
recto, inhalacion, ingestion e inoculacion o inyeccion.

FACTORES DE RIESGO EN LOS LABORATORIOS

Se consideran factores de riesgo las circunstancias ambientales y operativas que estan re-
lacionadas con la causalidad de los accidentes que exponen a las personas a los diferentes agen-
tes de enfermedad. Un accidente puede ser el resultado de una causa determinante (ej. dejar caer
un frasco de cultivo), aunque con frecuencia hay causas concomitantes que contribuyen directa
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o indirectamente a ocasionar el accidente o la exposicion a agentes de riesgo para el personal de
laboratorio (ej. sobrecarga de equipamiento que impide el transito libre del personal). La iden-
tificacion de los posibles factores de riesgo es, sin duda, fundamental para prevenir los acciden-
tes y exposicion a infecciones.

INSTALACIONES INADECUADAS

1. Distribucion de ambientes. El diseflo y distribucion de ambientes puede ser incompati-
ble con ciertas actividades. La ventilacion e iluminacion deficientes son factores de riesgo;
pisos y paredes porosas de dificil limpieza, falta de sistemas de eliminacion de desechos.

2. Distribucion y ubicacion de los equipos. La aglomeracion de equipos en una sala y la
pobre distribucion que impide la libre circulacion del personal, son factores importantes de
riesgo de accidentes en los laboratorios.

Falta de planificacién de actividades: esto conduce a la improvisacion, a la utilizacion de
métodos inseguros y a la observacion de conductas impropias.

Impedimentos fisicos humanos: se consideran riesgos para infecciones de laboratorio, las
enfermedades cronicas, alérgicas o estados inmunodepresivos, mareos, debilidad o cualquier
otro problema de salud que puede disminuir la capacidad fisica de las personas.

Conocimiento o actitud mental: las faltas de conocimiento, de atencion o de concentracion
sobre una técnica o procedimiento de laboratorio pueden convertirse en riesgos. Se consideran
en igual forma, la inhabilidad para trabajar con otras personas, el mal caracter, miedo, excita-
cidn o acciones impulsivas o involuntarias.

Elementos ajenos a la organizacion: se consideran en este grupo: animales silvestres, insec-
tos, vientos, inundaciones, rayos, terremotos, etc.

PUNTOS FOCALES DE RIESGO

Se consideran como puntos focales de riesgo, aquellos aspectos, sectores o actividades que
ofrecen mayores posibilidades para que ocurran accidentes causantes de dafo para los
laboratoristas y/o para los grupos comunitarios y fauna circundantes. Es precisamente en estos
puntos donde deben concentrarse las medidas de seguridad y bioseguridad para reducir los ries-
gos. Estos puntos son:

Técnicas y practicas de laboratorio. Se refiere a los siguientes aspectos:
* Produccion de aerosoles
* Roturas y derrames
» Uso y manejo de animales de laboratorio
* Falta de manejo de la técnica que perjudica a si mismo y a los que trabajan en el
mismo lugar.
Actitudes del personal
» Habitos de comer, beber y fumar en el laboratorio
* Uso de ropas inadecuadas
* Higiene y orden en el trabajo del laboratorio
* Ignorancia, falso coraje, imprudencia, autosuficiencia
* Pereza, temor, miedo, distracciones, irresponsabilidad
* Malas posturas o habitos
Organizacion y administracion
* Acceso no controlado, falta de senalizacion
» Acciones de emergencia, personal desprotegido, falta de primeros auxilios
* Personal no adiestrado
* Falta de limpieza y orden en el laboratorio

¢PARA QUE PRACTICAS DE BIOSEGURIDAD?
* Proteger al laboratorista
* Proteger a la comunidad
* Proteger al medio ambiente
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PRACTICAS MICROBIOLOGICAS ESTANDAR O PRACTICAS DE BIOSEGURIDAD
*Restringir o limitar el acceso cuando se esta trabajando.
*Esta completamente prohibido comer, beber o fumar en el laboratorio.
*No pipetear con la boca: usar pro pipetas o colocar algoddn en las pipetas.
*Evitar salpicaduras y aerosoles.
*Descontaminar diariamente las superficies de trabajo o mesadas.
*Descontaminar el material de descarte.
*Descartar pipetas utilizadas con material infeccioso en recipientes con lavandina.
*Uso de guantes: quitarse los guantes para hablar por teléfono, abrir heladeras, canillas o
puertas (sumergir manos enguantadas en NaOCIl al 10%).
* Mantener un programa de control de insectos y roedores.

El objetivo de la descontaminacion es permitir el manejo sin riesgo de objetos o elementos
de vidrio, metal, etc. que luego seran lavados y esterilizados. Es posible disminuir el riesgo de
contaminacion ambiental eliminando en la pileta los fluidos previamente descontaminados por
autoclave o por el agregado de sustancias quimicas. Cuando se trata de agentes de alta peligro-
sidad la descontaminacion deberia asegurar la muerte total de los mismos.

AGENTES DE RIESGO BIOLOGICO

Se clasifican en cuatro grupos de riesgo, en funcion de su peligro potencial:

* BSL 1 (BSL: Biological Safe Level). Agentes que no causan enfermedad humana.

* BSL 2. Agentes asociadas a enfermedad humana.

* BSL 3. Agentes exéticos con potencial de transmision por acrosoles, causales de
enfermedades serias o letales.

* BSL 4. Agentes exdticos peligrosos con alto riesgo de enfermedad letal, infecciones
transmisibles por aire y por vias desconocidas.

REQUERIMIENTOS GENERALES DEL LABORATORIO
* Implementacion de un nivel de bioseguridad.
* Practicas y técnicas de laboratorio: estandar y especiales.
* Equipamiento de seguridad (barreras primarias).
* Disefio y construccion de las instalaciones (barreras secundarias).

EQUIPAMIENTO DE SEGURIDAD
Consiste en poseer:
* Gabinetes de bioseguridad apropiados
* Proteccion para el personal: guantes, guardapolvos, anteojos, barbijos, etc.
* Dispositivos para pipeteo
* Dispositivos de descontaminacion del material de descarte: autoclaves

GABINETES DE BIOSEGURIDAD
Los hay de tres tipos:
Clase I
* El ingreso de aire protege al laboratorista.
* Salida de aire al exterior mediante filtros de HEPA.
Clase 11
* Proteccion para el laboratorista, el producto y el medio ambiente.
« Area de trabajo “estéril”.
« Util en el trabajo con microorganismos que se transmiten via aerosol.
» Se emplea en cultivos de tejidos y virologia.
Clase II1
* Totalmente aislado, rodeado de un flujo de aire controlado.
* Se emplea para el trabajo con agentes de BSL 3 6 4.
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AREAS BIOLIMPIAS

Un area biolimpia es aquella en la que por una serie de sistemas se lleva la probabilidad
estadistica de contaminacioén al minimo. Los procedimientos que se utilizan son asépticos, en
los cuales se trabaja con materiales previamente esterilizados por el método mas adecuado para
cada uno de ellos.

La mayoria de los contaminantes ambientales son particulas microscopicas que se mantie-
nen en el aire un largo tiempo y que seglin su tamafio pueden recorrer largas distancias antes de
sedimentar. También en cirugia es importante una baja contaminacion del area o sala de opera-
ciones, para la prevencion de infecciones.

Esto hizo que se disefiaran areas que reducen la probabilidad de contaminacion al minimo.

Las areas biolimpias pueden clasificarse en:

1. Areas biolimpias convencionales

2. Areas biolimpias de flujo laminar

1. Areas biolimpias convencionales: las 4reas biolimpias convencionales utilizadas, por ejem-
plo en la practica de la medicina y la industria farmacéutica consisten en recintos cerrados,
levemente presurizados, provistos de aire filtrado, donde por medios fisicos (radiacion UV, ca-
lor) o quimicos se esterilizan superficies, elementos de trabajo y el aire ambiente.

En el local se introduce un gran caudal de aire acondicionado y filtrado por filtros absolu-
tos a través de grillas difusoras localizadas en paredes, zonas de movimiento turbulento del aire
y zonas donde permanece quieto.

Estas areas tienen los siguientes inconvenientes:

* Al distribuirse el aire en forma turbulenta, las particulas son dispersadas en todas direc-

ciones y se depositan sobre la superficie del area, debiéndose limpiar manualmente. La

contaminacion se reduce pero llega a niveles de 120.000 particulas por pie cubico.

* La contaminacion generada dentro del local no se puede eliminar, por lo que la contami-

nacién aumentara con el tiempo, debiéndose interrumpir el trabajo para efectuar la limpie-

za.

Debido a que las areas convencionales no aportan la suficiente seguridad ya que el maximo
permitido era 100.000 particulas por pie clbico, aparecieron las areas de flujo laminar, que
tuvieron luego su aplicacion en medicina e industria farmacéutica.

2. Areas biolimpias de flujo laminar

Corresponden a los gabinetes de seguridad de clases I, I1 y III. Emplean filtros HEPA (High
efficiency particulate air)
Presentan las siguientes ventajas:

* Proveen aire limpio sin turbulencia

* Tienen capacidad autolimpiante

* Eliminan la contaminacion cruzada (flujo vertical)

 Tienen menores costos de operacion en cuanto a trabajos accesorios

MEDIDAS EN CASOS DE ACCIDENTES
Se recomienda:
* Suspender inmediatamente la tarea que se estaba realizando.
* Avisar al inspector de bioseguridad.
* Determinar con qué se produjo el accidente y en qué condiciones.
* Iniciar si fuera necesario y posible un plan de inmunizacion pasiva-activa.

CONDUCTA A SEGUIR EN EL CASO DE ACCIDENTES MAS COMUNES
* Cortes, raspaduras, pinchazos: lavar con agua y jabon.
* Salpicaduras en los ojos: enjuagar inmediatamente con agua o solucion fisioldgica repe-
tidamente sin cerrarlos.
» Aspiracion o salpicaduras en la boca: enjuagar inmediatamente con agua.
* Manchas de sangre u otros materiales en la ropa: frotar con hipoclorito de sodio concen-
trado y luego agua.
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PREPARACION Y ACONDICIONAMIENTO DEL MATERIAL

Todo material destinado a ser sometido a un proceso de esterilizacion debe estar PERFEC-
TAMENTE LIMPIO previo a su acondicionamiento.

A. Si tuviéramos materiales y equipos contaminados con microorganismos, los pasos a
seguir en su acondicionamiento para su esterilizacion, son:
1. Esterilizacion previa
. Limpieza
. Secado
. Revision
. Armado y acondicionado
. Rotulado
. Esterilizacion del material
. Conservacion del material esterilizado

0 3N B WIN

B. Si el material del que disponemos es material limpio y seco, saltearemos los pasos 1-4 y
pasamos directamente al paso N° 5.

1. ESTERILIZACION PREVIA
* Tubos, placas de Petri, frascos, etc.: autoclave 1 atm. 30 minutos.
* Pipetas: autoclave 1 atm. 30 minutos o sumergir completamente durante un dia en solu-
cion desinfectante (formalina, fenol, lisol, creolina, hipoclorito de sodio, etc. al 10%).

2. LIMPIEZA
* Durante este proceso el personal debera tomar las precauciones correspondientes utili-
zando métodos de barrera para su propia proteccion (guantes resistentes, camisolin imper-
meable y, si hay riesgo de salpicaduras en los ojos, protectores oculares).
* El lavado manual se realizara con un agente liquido neutro, tensioactivo, biodegradable
(enzimatico o no) y que no deje residuos. Se utilizaran temperaturas entre 40 - 50°C, prefe-
rentemente con el elemento sumergido. No utilizar productos que dafien o alteren la super-
ficie de los materiales.
* Se llega al enjuagado, solo cuando se cuenta con la seguridad de haber removido toda la
suciedad. Se debe enjuagar muy bien con agua corriente y potable. Si es necesario se utili-
zard agua destilada.

3. SECADO
El secado manual se hara colocando el material en canastos de alambre, boca hacia abajo o
sobre papel o pafios de tela muy absorbente; a temperatura ambiente, o en estufa a 60 - 80°C.

4. REVISION

Habra que realizarle una minuciosa inspeccion al material, una vez secado.

El material de vidrio que quede manchado sera sumergido en solucion sulfocromica duran-
te 24 horas; luego se hara el lavado y enjuagado correspondiente.
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5. ARMADO Y ACONDICIONADO

Tubos de ensayo, erlenmeyers, frascos: aquellos que no poseen tapones aptos para someter-
los a esterilizacion se les debe preparar una torunda de algodon. Deben ser confeccionadas de
tal manera de ajustarse perfectamente al cuello del recipiente, que puedan extraerse sin esfuer-
70, y cuidando que no queden flojas. El material asi acondicionado se debe ubicar boca arriba en
cestas de alambre o latas. Cubrir la parte superior del envase con papel, si es necesario atar con
piolin. De esta manera se protege al algodon del humedecimiento por accion del vapor durante
la esterilizacion o inmediatamente después, lo cual favoreceria una posterior contaminacion.

Si estos recipientes se deben esterilizar conteniendo soluciones acuosas, nunca deben lle-
narse totalmente; dejar una camara de aire para evitar que se moje el tapon.

Tubos de ensayo y frascos con tapa a rosca: deben ser ligeramente desenroscados (para per-
mitir el ingreso del vapor), ubicarlos igual que en el caso anterior en cestas y continuar los
mismos pasos.

Pipetas: colocar un trozo de algoddn en el extremo superior, de forma tal que no quede muy
apretado ni tampoco flojo. Cortar tiras de papel y envolverlas en forma individual. Preparar
paquetes de tamafio regular, con las pipetas de igual capacidad. Rotular sefialando en cada caso
volumen y una flecha que indicara la parte superior de la pipeta.

En caso de disponer de pipeteros, guardar las pipetas acondicionadas en forma individual
dentro del cilindro. Colocar la tapa dejando los orificios abiertos.

Placas de Petri: envolver con papel en forma individual o en par.

Agujas, jeringas: envolver en papel o en tubos especiales. Las jeringas se deben acondicio-
nar en forma separada ambas partes.

Material plastico, goma: proceder de la misma manera que los materiales descritos previa-
mente, teniendo en cuenta la resistencia de los mismos a las temperaturas de esterilizacion. En
caso de mangueras de goma, se deben humedecer previamente, enroscarlas de tal manera que no
formen acodos para facilitar su esterilizacion.

Sustancias pulverulentas y cristalizadas: estas sustancias como talco, caolin, subnitrato de
bismuto, y otras que toleren temperaturas de 160-165°C se esterilizan por calor no acuoso, en la
estufa u horno de aire caliente. Se las acondiciona en frascos o potes de vidrio con tapa metalica
que no contengan mas de 30 g de la sustancia. Si es posible se las dispone en capas delgadas.

Liquidos no acuosos: tales como vaselina, aceites, glicerina y otros. Se los debe esterilizar
exclusivamente por calor seco a 160-165°C. Se los acondiciona en pequefios volimenes de no
mas de 30 g contenido en potes de vidrio con tapa metalica. En lo posible se los debe disponer
en capas delgadas.

Gasas vaselinadas: se esterilizan exclusivamente por calor seco a 160°C; se las debe acon-
dicionar en capas delgadas de no mas de 13 a 15 mm de espesor, en cajas metalicas con tapa, se
las sobreprotege con dos hojas de papel.

El armado y contenido de un paquete debera responder a la necesidad, facilidad de su uso
y permitir la libre circulacion del agente esterilizante en todo su contenido.

6. ROTULADO

El rotulado de los materiales envasados puede ser manual o mecanico. El rotulado manual
se hara con etiquetas, evitando escribir sobre el envoltorio para no dafiar el mismo.
El material debera estar identificado con los siguientes datos:

* nombre del material,

» fecha de elaboracion, y/o

* validez del producto,

* codigo del responsable,

* nimero de lote.

7. ESTERILIZACION DEL MATERIAL

8. CONSERVACION DEL MATERIAL ESTERILIZADO
Los pasos 7 y 8 se realizaran en los trabajos practicos posteriores.

10
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les:

Cada alumno debera preparar y acondicionar para ser esterilizado los siguientes materia-

» material de vidrio (cajas de Petri, tubos de ensayos, pipetas, jeringas, etc.),

* material de plastico, goma,

* medios de cultivos,

* soluciones termoestables, erlenmeyer con agua destilada,

* liquidos no acuosos (frasco con vaselina, aceite, etc.),

* sustancias pulverulentas y cristalizadas (frasco con talco) etc.,

* hisopos.

La seleccion del método de esterilizacion se hara de acuerdo con el tipo de material.

Material necesario:

* Algodon

* Papel envolvente

* Hilo velero

* Marcador indeleble y/o boligrafo
* Encendedor o fosforos

* Cinta adhesiva
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METODOS DE ESTERILIZACION (1° PARTE).
ESTERILIZACION POR CALOR HUMEDO

INTRODUCCION

La esterilizacidn es un término absoluto que implica la pérdida de viabilidad o la elimina-
cion de todos los microorganismos contenidos en un objeto o sustancia, o su separacion de
acuerdo con el método empleado.

Se entiende por pérdida de viabilidad a la pérdida irreversible de la capacidad de reproduc-
cion sin que esto signifique necesariamente la destruccion o desaparicion de la totalidad de las
estructuras microbianas o de productos toxicos derivados de estas. Un ejemplo clasico lo cons-
tituyen las sustancias piretogenas*®, que no son eliminadas de ciertos inyectables posterior a un
proceso de esterilizacion habitual.

Eliminacion se refiere a la separacion de las estructuras microbianas presentes en un flui-
do, por ejemplo por filtracion. Tampoco en este caso se eliminan los productos metabdlicos que
son filtrables.

DEFINICIONES

La Administracién Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica (ANMAT),
de acuerdo con la Disposicion N° 6727/2003 y aprobado por Resolucién Mercosur N° 28/2003,
dispone en el presente Reglamento las siguientes definiciones.

Desinfectante: es un producto que mata todos los microorganismos patdégenos pero no ne-
cesariamente todas las formas microbianas esporuladas en objetos y superficies inanimados
(Res. GMC N° 26/96).

Sanitizante: es el agente/producto que reduce el numero de bacterias a niveles seguros de
acuerdo con normas de salud (Res. GMC N° 26/96).

Desodorizante: producto que tiene en su composicion sustancias con actividad
antimicrobiana, capaz de controlar olores desagradables (Res. GMC N° 26/96).

Esterilizante: es un producto usado con la finalidad de destruir todas las formas de vida
microbiana, incluyendo las esporas bacterianas (Res. GMC N° 26/96).

Fungicida: es un producto letal para todas las formas de hongos (Res. GMC N° 26/96).

Germicida: es un producto de accion letal sobre los microorganismos, especialmente los
patdgenos (gérmenes) (Res. GMC N° 26/96).

Sufijo “cida”: indica que la accidon antimicrobiana es la muerte de los microorganismos a
los que se refiere, por ejemplo: germicida, microbicida, bactericida, fungicida, etc.

Sufijo “statico” / prefijo “anti”: indica que la accion antimicrobiana se limita a la inhibicion
del crecimiento (multiplicacion) del microorganismo sin llegar necesariamente a producirse la
muerte del mismo, ejemplos: bacteriostatico, fungistatico, etc.

Esporicida: producto letal para las formas esporuladas de bacterias.

Es importante tener claro el concepto de esterilizacion.

Antiséptico: agente que controla y reduce la presencia de microorganismos potencialmente
patégenos sobre piel y/o mucosas (solo pueden aplicarse externamente sobre seres vivos).

METODOS DE ESTERILIZACION

Para lograr la esterilizacién de un material determinado, se cuenta con varios métodos
cuya eleccion depende de:

*Piretogenas son sustancias por lo general no proteicas, que introducidas al torrente sanguineo provocan un
cuadro febril.
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1- Sensibilidad del material al agente esterilizante

2- Penetrabilidad del agente en el material a esterilizar

3- Presentacion del material (volumen total o fraccionado)

4- Uso posterior del material

A excepcidn de la filtracion esterilizante, que se basa en la separacion fisica de los
microorganismos contenidos en un fluido, todos los demas provocan in situ la pérdida irreversi-
ble de la capacidad de reproduccion de los microorganismos expuestos. En estos casos, salvo
excepciones, los productos de degradacion permanecen asociados al objeto o sustancia ahora
estéril.

METODOS HABITUALES DE ESTERILIZACION

Calor
Radiaciones

Fisicos

Métodos que provocan la
pérdida de la viabilidad

QuIMICOS Oxido de Etileno
Oxido de Propileno
Formaldehido

Soluciones antisépticas

Métodos que se basan en la - — -
separacion de microorganismos4| Filtracion esterilizante

METODOS QUE PROVOCAN LA PERDIDA DE VIABILIDAD

CALOR
Todos los microorganismos son susceptibles, en distinto grado, a la accion del calor. La

mayoria de los hongos y las células vegetativas de varias bacterias patdogenas pierden la capaci-
dad de reproducirse en unos pocos minutos a temperaturas entre 50-70°C, y los esporos de
varios agentes patégenos a 100°C.

El calor provoca desnaturalizacion de proteinas, fusion y desorganizacion de las membra-
nas y/o procesos oxidantes irreversibles en los microorganismos. Cada uno de estos procesos
incide en distinto grado sobre la pérdida de viabilidad, segiun el método empleado. Los métodos
que se basan en la aplicacion del calor como agente esterilizante son preferidos y aplicables a la
mayoria de los materiales.

La utilizacion de este método y su eficacia depende de dos factores: tiempo de exposicion,
temperatura. Abarcan el empleo de: calor himedo y calor seco.

—|Accic')n del agua caliente l— - Ebullicién directa

- Bafio de Maria hirviente

Calor himedo

—|Accic’)n del vapor de agua |— - A presion sup. a la normal
P 9 (vapor saturado a presion)

- A presién normal
(Vapor fluente)

—|Accic’)n directa de la llama l— - Flameado

- Rojo Incipiente

- Incineracion
Calor seco - Accién llama del

alcohol

—| Accion indirecta de la Ilama|—|- Estufas de calor seco
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Es imprescindible tener claro el concepto de que, métodos incluidos en el Cuadro como
ebullicion directa, baiio de Maria hirviente y accion del calor de agua a presion normal son
dificilmente controlables y de muy baja eficiencia en muchos casos. Solo deben ser usados
como excepcion en caso de emergencia, o cuando no puede ser utilizado otro método.

ESTERILIZACION POR CALOR HUMEDO
ACCION DEL VAPOR DE AGUA

Agente esterilizante: vapor de agua saturado a presion superior a la normal.

Mecanismo de accién: el principal mecanismo responsable de la muerte microbiana es la
coagulacion de proteinas como consecuencia de una liberacion de energia (de 540 cal/g), por
accion del vapor de agua saturado.

Precauciones: el vapor de agua es un agente esterilizante de superficie, de modo que esta-
blece su accion solo sobre esta. Por lo que las mismas se deberan exponer libres a la accion del
agente esterilizante permitiendo su pasaje, ej: pinzas abiertas, jeringas desensambladas, etc.

Los materiales humedos conducen el calor mucho mas rapido que los materiales secos por
la energia liberada durante la condensacion.

Para lograr una esterilizacion confiable, el método estandar es el vapor saturado en auto-
clave, a temperatura de 121°C durante no menos de 15 minutos. Esta temperatura se logra por
vapor de agua a una atmosfera de presion sobre la atmosférica. Sirve para destruir organismos
formadores de esporas.

El autoclave es el aparato mds comunmente utilizado en los laboratorios para esterilizar
cultivos y soluciones que no formen emulsiones con el agua y que no se desnaturalicen a tempe-
raturas mayores a 100°C (aceites, vaselina). También se usa para esterilizar material textil (siem-
pre que el autoclave esté provisto de un sistema de secado por vacio); elementos tubulares con-
viene humedecerlos con agua destilada, para que el vapor generado expulse el aire. El material
de vidrio puede ser esterilizado en autoclave, pero luego debe ser secado en estufa.

El autoclave de Chamberland consta de: una caldera de cobre sostenida por una camisa
externa metalica, que en la parte inferior recibe calor por combustioén de gas, ésta se cierra por
la parte superior con una tapa de bronce. Esta tapa posee tres orificios, uno para el manometro,
otro para el escape de vapor en forma de robinete, y el tercero para la valvula de seguridad que
funciona como contrapeso o a resorte.

En el uso del autoclave es muy importante, permitir que el vapor fluente desplace en forma
total el aire de la camara de esterilizacion antes de que la presion aumente. De no ser asi, la
presion resultante sera la suma de las presiones parciales del aire y del vapor de agua, la tempe-
ratura resultante sera tanto menor cuanta mayor proporcion de aire contenga la camara.

Autoclave de Chamberland simple:

1. Tornillos moviles

2. Elemento que debe ser esterilizado
3. Canilla de desagote de la caldera
4. Fuente de calor

5. Gas

6. Agua

7. Apoyo para alejar los elementos del agua
8. Caldera

9. Mandmetro

10. Espita

11. Valvula de seguridad.
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INFLUENCIA DE LA DESCARGA INCOMPLETA DE AIRE EN LA TEMPERATURA DEL AUTOCLAVE

Presion Temperatura (°C)
(atm.) |[Descarga completa del aire| Descarga de 2/3 del aire Descarga de 1/2 del aire  Sin descarga del aire
1/3 109 100 90 72
2/3 115 109 100 90
1 121 115 109 100
4/3 126 121 115 109
5/3 130 126 121 115

CONDICIONES DEL PROCESO
Las condiciones a tener en cuenta son: temperatura y tiempo.

Temperatura Tiempo de exposicion minimo
(°C) (minutos)
121 20
126 10
134 7

VENTAJAS DEL CALOR HUMEDO
» Rapido calentamiento y penetracion
* Destruccion de bacterias y esporas en corto tiempo
* Bajo deterioro del material expuesto (por< temperatura y < tiempo)
* No deja residuos toxicos
* Econdémico

DEeSVENTAJAS
* No permite esterilizar soluciones que formen emulsiones con el agua (grasas, polvos)
* No apto para aplicar en materiales termolabiles
* Es corrosivo sobre ciertos instrumentos metalicos.

MATERIALES QUE SE PUEDEN Y NO SE PUEDEN ESTERILIZAR CON VAPOR

Materiales esterilizables con vapor Materiales no esterilizables con vapor
Material textil Sustancias oleosas
Material de vidrio Sustancias grasas
Material de goma Polvos
Instrumental quirdrgico de acero inoxidable Instrumental quirdrgico cromado o niquelado
Soluciones acuosas Articulos eléctricos sin cobertura especial
VAPOR FLUENTE

Consiste en someter el material a la accion del vapor fluente del agua, y se aplica corrien-
temente 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 el interior de
un autoclave y se procede al calentamiento, dejando la espita abierta. El tiempo se computa
desde que comienza a escapar vapor.

TYNDALIZACION

Esta técnica se emplea cuando se desea esterilizar sustancias que se descomponen o se
alteran a ciertas temperaturas, como el caso de sueros sanguineos, soluciones albuminosas, azu-
caradas, etc.

Se coloca el material en recipientes adecuados, se calienta a baflo de Maria a una tempera-
tura que varia entre 55 y 100°C, durante una hora. Se deja enfriar y se mantiene a la temperatura
ambiente, durante 24 horas, repitiendo el calentamiento al cabo de este lapso de tiempo y a
través de las 48 horas.

Calentando a menor temperatura se hace necesario aumentar el nimero de calentamientos.
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Durante el primer calentamiento se destruyen las formas vegetativas, quedando con vida
los esporos, que se desarrollan luego. Las formas vegetativas por ello producidos son las que se
destruyen en los posteriores calentamientos.

PASTEURIZACION

El principio general de la pasteurizacion es la destruccion selectiva de la poblacion
microbiana sensible al calor, que se encuentra en la leche y otros alimentos.

Consiste en mantener la leche o los alimentos en recipientes a 63°C, 30 minutos e inmedia-
tamente refrigerarlos.

La pasteurizacion elimina todos los gérmenes patdégenos, no esporulados, deja
microorganismos sobrevivientes que produciran alteracion del producto pasteurizado (ej. leche)
si no se la refrigera adecuadamente.

Este método no “esteriliza”, si reduce la carga microbiana no afectando las propiedades
del material.

CONTROL DE ESTERILIZACION

Es el que se realiza para comprobar si se cumplieron las condiciones del método empleado.

Existen diversos medios de control de esterilizacion:

Sustancias que funden a temperaturas de esterilizacion: vienen envasadas en ampollas que,
al alcanzar temperatura de 160°C funden y son tefiidas de un color muy vivo, a causa de que la
sustancia del interior de la ampolla estd acompafiada de un colorante s6lido, responsable, de tal
tincion.

Cintas de papel o cartén: procesadas con sustancias quimicas que, al llegar a determinadas
temperaturas, cambian de color. Se usan generalmente en la esterilizacion en autoclave, ya que,
al ser expuestas al vapor saturado en un tiempo precisado, viran de color o aparecen en ella
inscripciones con la palabra “esterilizado”.

Tirillas impregnadas o ampollas con microorganismos muy resistentes al calor: una tirilla con
Bacillus stearothermophilus se introduce junto con la carga a esterilizar. Finalizado el proceso
se analiza para verificar su eficacia. Para el caso de control de esterilizacion de estufas (aire
seco), por lo general son usados los esporos de Bacillus subtilis var niger.

El indicador debe procesarse de acuerdo con las recomendaciones de su fabricante.

CONTROL DE ESTERILIDAD

Se realiza sobre muestras o alicuotas del material esterilizado, con el objeto de comprobar
la total ausencia de microorganismos en el mismo.

Permite comprobar en forma probabilistica si el material quedé completamente esteriliza-
do, puede ser que sea un porcentaje representativo de todo el material.

Transferencia directa a medio de cultivo: se transfiere una parte de muestra a medios de
cultivos apropiados que permitan el crecimiento de cualquier contaminante.

Tioglicolato para anaerobios y aerobios 37°C.

Tripticasa-soja para aerobios 25°C.

Filtracién por membrana: se utiliza para determinar la esterilidad de medios de cultivo,
soluciones de antibidtico, etc.

Se filtran los medios y se procesa el filtro como un control de esterilidad para determinar si
hay microorganismos presentes.
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Desarrollo Practico N° 2. (1° parte)

ESTERILIZACION POR CALOR HUMEDO

Cada alumno preparara y esterilizara por calor hiimedo en autoclave a presion el siguiente
material: vidrio, plastico, goma, medios de cultivos, soluciones termoestables.

PROCESO DE ESTERILIZACION POR AUTOCLAVE

1- Verificar el estado general del equipo y limpieza interior.

2- Verificar el nivel del agua del autoclave, asegurando que el mismo se encuentre a la
altura de la tapa de la base. Si fuera necesario, reponer el agua con agua destilada (no sobrepasar
los orificios de la bandeja).

3- Verificar que la junta de la tapa esté en buenas condiciones, sin roturas ni grietas. Ante
la posibilidad de un mal cierre de la misma, proceder a su reemplazo.

4- Colocar la carga a esterilizar o descontaminar dentro del autoclave (sobre la tapa de la
base) en forma ordenada y en recipientes, de forma tal que ninglin objeto quede suelto dentro de
la misma y dejando un espacio no menor de 5 cm, entre dichos elementos y el borde superior del
autoclave.

5- Colocar en el interior de la carga un control térmico de esterilizacion (quimico y/o
bioldgico). Ubicar los controles en aquellos lugares donde considere mas dificil el acceso al
vapor.

6- Cerrar la tapa superior del autoclave y ajustar las mancuernas con las manos de a pares
enfrentados. Nota: no ajustar las mancuernas del autoclave empleando objetos como, palos,
cafos, etc. La tapa esta diseflada para ser cerrada con la fuerza de las manos.

7- Verificar que la espita esté abierta. En caso contrario abrirla.

8- Abrir la llave de paso del gas y encender el mechero.

9- Regular la entrada de aire para que la llama del mechero sea maxima controlando que la
totalidad del mismo esté encendida.

10- Colocar la manguera proveniente de la espita en una lata con agua fria.

11- Verificar la purga del aire mantenido en el interior del autoclave. Cuando el aire inte-
rior se elimina totalmente, el sonido del burbujeo se hace metalico con golpe seco del vapor que
reemplazo a aquel.

12- Comprobada la total eliminacion del aire interior, cerrar la espita suavemente.

13- Una vez alcanzada la presion de trabajo (1,0 atm. 121°C), regular la llave de gas de
manera tal que la presion se mantenga en dicho valor.

14- Mantener la temperatura y presion constantes durante 15 minutos si se trata de medios
de cultivo, y 30 minutos si se trata de material de vidrio o decontaminacion. Verificar constan-
temente que se mantengan dichas condiciones.

15- Transcurrido el tiempo indicado en 14, proceder a cerrar la llave de gas.

16- Una vez que la presion haya alcanzado el valor 0 atm., proceder a abrir la espita permi-
tiendo que se igualen las presiones interior y exterior.

17- Colocarse los guantes de amianto.

18- Liberar las mancuernas y proceder a abrir la tapa del autoclave, cuidando de alejar el
rostro de la boca del autoclave.

19- Verificar que se disponga de lugar para descargar el contenido del autoclave.

20- Retirar los elementos del interior del autoclave.

21- Verificar el control de esterilizacion. En caso contrario debe repetirse la operacion si la
carga lo permitiera. En caso de repetirse la operacion de esterilizacion, esta debera ser registra-
da.
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22- Si se hubieran derramado elementos en el interior del autoclave, proceder a su vaciado
y limpieza utilizando agua, detergente y esponja.

23- Recordar, si se vuelve a esterilizar inmediatamente, reponer el agua fria en el fondo,
caso contrario se limpia y seca perfectamente.

24- Colocar la tapa de manera tal que cubra la boca del autoclave.

iPRECAUCIONES!

Nunca purgar de mas, porque variara el volumen de los medios, soluciones, etc. Recordar
que el agua esta hirviendo.

Nunca cerrar la espita fuerte. Las sales del agua y el efecto de la dilatacion de los metales
haran que no la pueda abrir con facilidad una vez finalizada la esterilizacion.

Nunca abrir el autoclave si la presion manométrica no esta en cero. Recordar que la presion
que indica el manoémetro esta por encima de la normal. Es decir, autoclavar a 1 atm. significa 1
atm. por encima de la presion atmosférica normal (760 mm Hg).
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Trabajo Practico N° 2

METODOS DE ESTERILIZACION (2° PARTE)
ESTERILIZACION POR CALOR SECO

INTRODUCCION

El calor seco produce procesos oxidativos y fusion de membranas por sobre la
desnaturalizacion proteica. Estos efectos se deben a la transferencia de calor desde los materia-
les a los microorganismos que estan en contacto con estos. La accion destructiva del calor sobre
proteinas y lipidos requiere mayor temperatura cuando el material esta seco o la actividad del
agua del medio es baja.

POR ACCION DIRECTA DE LA LLAMA

Flameado: se aprovecha la llama de un mechero de Bunsen. Se usa para varillas y planchas
de vidrio, espatulas, bocas de recipientes de vidrio, etc. Mas que un método real de esteriliza-
cion, reduce la probabilidad de contaminacién ambiental.

Rojo incipiente: consiste en calentar directamente a la llama, llevando hasta rojo incipiente
y manteniendo unos segundos en este estado. Se utiliza para ansas de platino, lancetas, agujas
de diseccidn, etc.

Accién de la llama del alcohol: se vierte una cantidad apropiada de alcohol que permita, al
encenderlo, que su llama alcance toda la superficie a esterilizar durante varios minutos. Se
utiliza para morteros, materiales de vidrio, cirugia, etc.

Incineracién: se utiliza para material de descarte.

POR ACCION DEL SOBRECALENTAMIENTO DEL AIRE

Agente esterilizante: aire caliente.

Mecanismo de accion: la muerte del microorganismo se produce como consecuencia de la
liberacion de energia, siendo uno de los mecanismos la oxidacion degradativa.

Precauciones: dado que el aire es un mal conductor del calor, es necesario extremar los
cuidados en la preparacion del material. El mismo debe estar limpio, libre de materia organica,
grasa o aceites que aislan los microorganismos.

Parametros para tener en cuenta: estos parametros variaran de acuerdo con la carga, volu-
men, peso, resistencia térmica del material, tipo y potencia de la estufa.

» Temperatura. Las temperaturas de esterilizacion fluctuan entre 160°C a 180°C. La tempe-
ratura empleada no deberad estar por debajo de los 160°C durante una hora, pues es la
minima condicion, cuando el tenor de agua es de 0%. Tampoco deberan usarse temperatu-
ras superiores a las establecidas, (por encima de 180 °C), ya que el material sufriria serios
deterioros.
* Tiempo. Para definir los tiempos de todo el ciclo se considera:
1. El tiempo que necesita el aire dentro de la camara para alcanzar la temperatura de este-
rilizacion (tiempo de precalentamiento).
2. El tiempo que tardan los materiales en alcanzar la temperatura de esterilizacion.
3. El tiempo de esterilizacion propiamente dicho.
» Equipos. Estufas eléctricas u hornos son utilizados para este fin. El agente esterilizante
es el aire caliente seco. Este proceso de esterilizacion requiere mayor temperatura y tiempo
que en el caso del vapor saturado, ya que tiene una menor capacidad para tomar, transpor-
tar y ceder calor. El calor penetra a través de cualquier “materia” sea cual fuese ella, atra-
vesandola, y se dirige desde los puntos de mayor temperatura a los de menor temperatura
hasta igualarse la misma en todos los puntos.
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La estufa presenta una doble camara, el aire caliente generado por una resistencia circula
por la cavidad principal y por el espacio entre ambas camaras. Se mantiene una temperatura
estable mediante termostatos de metal, que al dilatarse por el calor cortan el circuito eléctrico.
Debe permitirse la conveccion del aire no colocando grandes paquetes de material que obstru-
yan su circulacion.

El papel y algodon, asi como el material acondicionado con estos elementos, no deben
esterilizarse a mas de 160°C dado que se carbonizan.

Bajo ningun concepto debe abrirse la puerta de la estufa durante el proceso de esteriliza-
cion, pues se producen disminuciones de temperaturas de hasta 25°C en el interior de la cama-
ray de hasta 40 °C en el interior de las cajas. Esto afecta el correcto proceso de esterilizacion.

MATERIALES QUE PUEDEN Y NO SE PUEDEN ESTERILIZAR POR CALOR SECO

Materiales que pueden esterilizarse Materiales que no pueden esterilizarse
Instrumental cromado Material textil
Objetos de vidrio, aluminio, porcelana Materiales sintéticos y gomas

Compuestos minerales termoestables en forma de polvos | Instrumental 6ptico, eléctrico

(talco, bérax, etc.)

Vaselina, parafina, sustancias grasas, aceites Materiales sensibles a altas temperaturas

Respecto a las sustancias grasas y pulverulentas es importante sefialar que las mismas de-
ben acondicionarse en volumenes pequefos, para asegurar que el calor penetre en toda la masa
del material a esterilizar ya que son malos conductores térmicos.

Ventajas

-No es corrosivo para metales e instrumentos.

-Permite la esterilizacion de sustancias en polvo, viscosas, no acuosas. (No volatiles).
Desventajas

-Requiere mayor tiempo de esterilizacion, respecto al calor himedo, debido a la baja pene-
tracion del calor.

RADIACIONES
Su accion depende de:
1. Tipo de radiacion
2. Tiempo de exposicion
3. Dosis
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Radiaciones ionizantes: producen iones y radicales libres que alteran las bases de los acidos
nucleicos, estructuras proteicas y lipidicas, y componentes esenciales para la viabilidad de los
microorganismos. Las mas utilizadas son los rayos gamma por su gran penetrabilidad, y se em-
plean para esterilizar materiales termolabiles como jeringas descartables, sondas, agujas, prote-
sis, catéteres, etc. Se utilizan a escala industrial (antibioticos, vacunas, alimentos, etc.), ya que
se requiere de instalaciones complejas y costosas. No son utilizadas para medios de cultivos o
soluciones proteicas porque se producen alteraciones en sus componentes.

Rayos ultravioleta: afectan a las moléculas de ADN de los microorganismos. Con longitu-
des de onda entre 240 a 280 nm (nanometros), afectan principalmente los acidos nucleicos de
los microorganismos, dado que las uniones covalentes entre residuos adyacentes de pirimidinas
forman dimeros, los que llevan a la pérdida de viabilidad. Estos distorsionan la forma del ADN
e interfieren en el apareamiento normal de las bases, da como resultado inhibicion de la sintesis
de ADN y por lo tanto el crecimiento y la respiracion.

La radiacion ultravioleta puede producirse artificialmente con lamparas de vapor de mer-
curio.

Son escasamente penetrantes y se utilizan en el control de infecciones llevadas por el aire,
por ejemplo, esterilizacion de quir6fanos, de superficie, etc.

AGENTES QUiMICOS

Generalmente se utilizan agentes alquilantes. Estos reemplazan a los atomos de hidrégeno
labiles de los grupos amino, hidroxilos, formando uniones de alta energia que llevan a la pérdida
de las actividades biologicas de las moléculas con las que se combinan y provocan la pérdida de
viabilidad de los microorganismos. Son activos tanto para esporos como para células vegetativas.

Variables de esterilizacion por agentes quimicos:

1.Concentracion del agente

2.Temperatura del proceso

3.Tiempo de exposicion

4 Humedad

5.Presion

OXIDO DE ETILENO

Agente esterilizante: es un gas sumamente explosivo cuando se mezcla con el aire. Es una
sustancia altamente reactiva; con agua forma etilenglicol.

Mecanismo de accion: actia por alquilacion de las proteinas constituyentes de las membra-
nas microbianas.

Efectos adversos: produce irritacion de mucosas, manifestaciones gastrointestinales (nau-
seas, vomitos); otras mas severas: disnea, cianosis, migrafias, somnolencia, prurito, hemolisis,
aberraciones cromosdmicas, teratogenicidad y carcinogenicidad.

Debido a estos efectos adversos, se lo considera como una sustancia altamente peligrosa y
de uso restringido a profesionales debidamente capacitados y en instituciones habilitadas.

Este método se utilizara s6lo cuando no se pueda aplicar el calor y ademas los materiales lo
permitan.

Equipos. Se recomienda el esterilizador por 6xido de etileno, que permita la realizacion de
un ciclo completo (esterilizacion/desgasificacion) dentro de una misma camara. El equipo debe
tener:

* Un panel de control para medir presion, temperatura y tiempo del proceso.

* Estara equipado con sistemas de ventilacion y desgasificacion de los materiales.

* El funcionamiento sera a presion negativa, para seguridad global del personal.

* Debera estar equipado con un dispositivo de calentamiento y humidificacién, como asi

también con un sistema de seguridad en su cierre.
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MATERIALES QUE PUEDEN Y NO SE PUEDEN ESTERILIZAR POR OXIDO DE ETILENO

Materiales que pueden esterilizarse
Instrumental 6ptico y de microcirugia, implantes.

Materiales que no pueden esterilizarse

Todos aquellos que pueden ser
procesados por el calor humedo o seco.

Prétesis, marcapasos, respiradores, reanimadores.

Los materiales de PVC esterilizados por
radiacion gamma no deben ser sometidos
a esterilizacion por 6xido de etileno.

Materiales termosensibles que no se alteren por la
esterilizacion con 6xido de etileno y no admitan
otro procedimiento.

Nivel maximo ambiental

1 ppm
para jornada de ocho horas de trabajo.

Nivel maximo permitido para materiales
5 ppm. Segun decreto 255-Ministerio de Salud Publica y Accidn Social.

Proteccion del personal

El personal destacado en esta area debe estar perfectamente instruido y se le debera reali-
zar controles médicos cada 180 dias con estudios especificos al respecto. No trabajar en el area
de conocer su condicion de embarazo.

SELECCION DEL METODO DE ESTERILIZACION

MATERIALES CALOR HUMEDO CALOR SECO EtO

Material textil (gasas, ropas, vendas, etc.) R No N
Material plastico R-1-8 No 0-3
Material de goma R N 0-3
Instrumental de acero inoxidable R 0-2-3 0-3-4
Instrumental cromado y niquelado N R O0-5
Material de vidrio R R O0-6
Talco N R N
Vaselina/ Aceites N R N
Instrumental optico R-8 N 0-8
Prétesis /marcapaso / implantes R-8 N 0-8
Contenidos acuosos R N N
Cepillos para cirugia R N 0-9

R = Recomendado 1: solo si resiste la temperatura del calor himedo
2: solo cuando no se dispone de autoclave a vapor
3: solo cuando se deteriora con la accion del calor himedo
O = Optativo 4: solo para instrumental muy delicado de microcirugia
5: solo cuando no se dispone de estufas
6: solo cuando este tipo de materiales pertenece a un conjunto
que debe esterilizarse con EtO
7: solo en casos de urgencia y bajo normas
8: solo cuando lo recomienda el fabricante

9: solo cuando contienen plastico o son de este material

N = No recomendado

Aldehidos: son agentes alquilantes que actian sobre las proteinas, provocando una modifi-
cacion irreversible en enzimas e inhiben la actividad enzimatica. Estos compuestos destruyen
las esporas.

Glutaraldehido: consiste en preparar una solucion alcalina al 2% y sumergir el material a
esterilizar de 20 a 30 min. y luego un enjuague de 10 min. Este método tiene la ventaja de ser

24



GUIA DE TRABAJOS PRACTICOS

rapido y ser el Unico esterilizante efectivo frio. Puede esterilizar plastico, goma, vidrio, metal,
etc.

Formaldehido: se utilizan las pastillas de formaldehido, las que pueden disponerse en el
fondo de una caja envueltas en gasas o algodon, que después pueden ser expuestas al calor para
una rapida esterilizacion (accion del gas formaldehido). También pueden ser usadas en estufas
de formol, que son cajas de doble fondo, en donde se colocan las pastillas y se calienta hasta 60°C
y pueden esterilizar materiales de latex, goma, plasticos, etc.

Las pastillas de formalina a temperatura ambiente esterilizan en 36 horas.

Esterilizacién por gas-plasma de peroxido de hidrogeno: es un proceso de esterilizacion a
baja temperatura, la que consta en la transmision de peroxido de hidroégeno en fase plasma
(estado entre liquido y gas), que ejerce la accion biocida.

Ventajas Desventajas

No se pueden esterilizar objetos que contengan
No deja residuo téxico celulosa, algododn, liquidos, humedad, madera o

instrumental con lumenes largos y estrechos.

Se convierte en agua y oxigeno al final del proceso

El material no precisa aireacion

El ciclo de esterilizacion dura entre 54 y 75 min. Es el método de esterilizacion mas caro de los descritos.

La validez de la esterilizacion esta condicionada a los eventos a los que el material esta
expuesto, y se considerara el tipo de envoltorio y el lugar donde se almacenan los materiales
esterilizados.

METODOS QUE SE BASAN EN LA SEPARACION DE MICROORGANISMOS

Filtracion: se usan membranas filtrantes con poros de un tamafio determinado.

La filtracion se utiliza para esterilizar: emulsiones oleosas, algunos tipos de pomadas, so-
luciones termolabiles, oftalmicas, intravenosas, antibidticas, vitaminas, drogas diagnoésticas,
radiofarmacos, medios para cultivos celulares.

El tamafio del poro dependera del uso al que se va a someter la muestra. Los filtros que se
utilizan no retienen virus ni micoplasmas que estan en el limite de separacion segun el tamafio
del poro de la membrana que se utilice. Las particulas mayores van a ser retenidas en la super-
ficie, y las menores seran atrapadas en la matriz del filtro. Esto es particularmente importante en
la filtracion del aire, ya que particulas mucho menores que el tamafio del poro son retenidas por
atraccion electrostatica, impacto, etc.

El tamafio del poro va a depender del uso a que vamos a someter el sistema. Ejemplo:

Diametro del poro Usos
0,1-0,2 pm Filtracion esterilizante
0,45 pm Analisis de coliformes en agua
5 pm Anadlisis de células en fluidos corporales

Capacidad del sistema: el tamafio de la membrana estara relacionado con el volumen a
filtrar. Asi, generalmente las membranas de 13 a 25 mm de diametro van a ser utilizadas para
volumenes de 1 a 25 ml, normalmente contenidas en una jeringa. Duplicando el diametro se
cuadriplica la capacidad.

Existen tres tipos basicos de filtros:

* Filtros profundos o de profundidad: consisten en un material fibroso o granular prensado,
plegado, activado o pegado dentro de los canales de flujo. En este tipo de filtro la retencion de las
particulas se produce por una combinacion de absorcion y de retencién mecanica en la matriz.

* Membranas filtrantes: tienen una estructura continua, y la retencion se debe principal-
mente al tamafio de la particula. Particulas mas pequenas al tamafio del poro quedan retenidas
en la matriz del filtro debido a efectos electrostaticos.
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El tamafio de los poros de los filtros de membrana, compuestos por ésteres de celulosa
bioldogicamente inerte, varia entre 14 m a 0,023 m. El filtro de 0,22 m es el mas usado por ser
menor que el tamafio de las bacterias. Siempre debe utilizarse con soluciones en las cuales
pueden estar presentes especies de Pseudomona u otras bacterias pequefias. En la filtracion de
liquidos, un gran nimero de particulas algo menores que el tamafo de los poros es retenido por
las fuerzas de van der Waals, por atrapamiento al azar en los poros y por suma de particulas
retenidas previamente.

* Filtros de huella de nucleaciéon (nucleoporo): son peliculas muy delgadas de policarbonato
que son perforadas por un tratamiento conjunto con radiacion y sustancias quimicas. Son filtros
con orificios muy regulares que atraviesan la membrana verticalmente. Funcionan como tami-
ces, evitando el paso de toda particula con tamafio mayor del poro.
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ESTERILIZACION POR CALOR SECO

Cada alumno preparara y esterilizara por calor seco en estufa:
» material de vidrio: cajas de Petri, pipetas, jeringas de vidrio (armadas),
» material metalico cerrado;
* polvos, talcos, vaselina, aceites (conviene distribuirlos previamente en pequefias propor-
ciones), plastico, goma, medios de cultivos, soluciones termoestables.

NORMAS DE USO GENERAL
* Cargar la estufa de esterilizacion a temperatura ambiente
* Disponer los materiales acondicionados en forma tal que:
* no impida la conveccion de aire;
* no toque las paredes.
» Ubicar controles de esterilizacion en aquellos lugares donde se considere de dificil acce-
so el calor.
* Controlar la posicion del termometro (el bulbo no debe tocar la carcaza metalica ni puer-
ta) pues se podrian registrar temperaturas falsas mayores a las reales.
* Poner en funcionamiento.
» Cuando alcanza la temperatura deseada, comenzar a contar el tiempo de esterilizacion.
» Terminado el tiempo de esterilizacion, dejar enfriar antes de retirar el material.

FILTROS
El instructor indicara sobre la preparacion, acondicionamiento, esterilizacion, empleo y
uso de los distintos tipos de filtros.

BIBLIOGRAFIA
-Microbiologia. Zinsser y col. Ed. Med. Panamericana. Ed. 17, 1985.
-Biologia de los microorganismos. Brock y col. Ed. Omega, 1990.
-Diagnostico Microbiologico. Bailey y Scott. Ed. Med. Panam., 7a. Ed., 1989.
-Manual de esterilizacion. Bidou y Grupillo. Ed. 1983.
-Manual de esterilizacion Moderna. Pintos, J. C. Ed. Zanetti, 1970.
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Trabajo Practico N° 3

METODOS OPTICOS PARA EL EXAMEN DE LAS MUESTRAS.
EXAMEN MICROSCOPICO DIRECTO

PREPARACION DE LA MUESTRA

Las muestras que se reciben en un laboratorio de microbiologia para su analisis pueden ser
diversas. A veces consisten en muestras de alimentos, materiales clinicos, liquidos de diversos
origenes, etc. El responsable del laboratorio debera considerar su naturaleza y posible conteni-
do del espécimen, y conocer las dificultades para el cultivo y la tincion de ciertos
microorganismos.

RECOLECCION DE LA MUESTRA

La correcta recoleccion de una muestra para su estudio microbiologico es, posiblemente,
la etapa mas importante para lograr el aislamiento de microorganismos responsables de conta-
minaciones y/o infecciones. Para ello se debe tener en cuenta:

1- Elegir el material que refleje con mayor posibilidad el proceso de contaminacion/ infec-

cion.

2- Establecer periodos optimos para la recoleccion de muestras, a fin de tener la mejor

oportunidad de aislar los microorganismos causales.

3- Obtener suficiente volumen de muestra para llevar a cabo las distintas técnicas de estu-

dio.

4- Utilizar dispositivos de recoleccion, recipientes para las muestras y medios de cultivo

adecuados para asegurar el 6ptimo aislamiento de microorganismos.

5- Siempre que sea posible, obtener las muestras antes de administrar/agregar

antimicrobianos.

6- El envase recolector de la muestra debe ser estéril.

7- Utilizar medios de transporte adecuados, en caso necesario.

8- Remitir a la brevedad la muestra al laboratorio para su estudio microbioldgico.

EXAMEN DIRECTO DE LA MUESTRA

* Examen macroscoépico

El examen macroscopico de la muestra ofrece inmediata informacion, imposible de lograr
de ningun otro modo. Si hay evidencia que la muestra ha sido recogida incorrectamente, si hay
cantidad insuficiente de material, si el recipiente es inadecuado, o si hubo excesiva demora en el
envio, se debe solicitar una segunda toma de muestra. El examen macroscopico puede proveer
caracteristicas valiosas en cuanto a la naturaleza y calidad de la muestra recogida.

Los caracteres macroscopicos a observar comprenden: olor, color, aspecto, presencia de
gas, granulos, etc.

* Examen microscoépico

La importancia del examen microscopico de las muestras, no solo puede convalidar la
calidad de las mismas, sino que la observacion de distintos tipos de células, bacterias, micelios,
levaduras, estructuras parasitarias, cristales, polvos, granos de almidon, globulos de grasas, etc.,
pueden proveer informacion suficiente para formular un diagnostico presuntivo.

El examen microscopico directo puede también proporcionar evidencia sobre la presencia
de especies bacterianas anaerobias.

Para examinar al microscopio los aislados microbianos o los microorganismos de ciertos
materiales clinicos existen dos maneras: en estado vivo y por fijacion.
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EXAMEN EN FRESCO. EN ESTADO VIVO

Muchas veces es necesario examinar algunos microorganismos en estado vivo, porque no
se los puede colorear convenientemente ni se los puede cultivar con facilidad. También, al exa-
minarlos in vivo, no se altera su morfologia y es posible observar su movilidad y otras caracte-
risticas.

Las muestras pueden ser extendidas directamente sobre la superficie de un portaobjetos o,
si el material es espeso, puede diluirse con solucion fisioldgica estéril para facilitar la diferen-
ciacion de los distintos elementos. Se coloca un cubre objetos sobre la superficie del material, y
se seca con papel absorbente el exceso de liquido que escapa por los bordes. Este tipo de prepa-
racion se conoce como montaje directo o montaje en fresco. Para observaciones posteriores se
lo puede conservar, sellando los bordes con esmalte para ufias o mezcla parafina-vaselina (Vaspar).

Este tipo de preparaciones y otras con algunas modificaciones se observan con microsco-
pio de campo claro o de contraste de fase.

Las preparaciones huimedas con frecuencia se emplean para detectar: huevos, quistes,
trofozoitos moéviles de parasitos, células de distintos tipos, elementos fungicos, etc.

En el Cuadro N° 1 se detallan distintas técnicas que se utilizan para el examen directo de
muestras sin tefir.

Cuabro N°1. TECNICAS DE EXAMEN DIRECTO DE MUESTRAS SIN TENIR

Métodos y materiales

Propésito

Técnicas

Montaje en solucion salina
Cl Na acuoso 0,85%
Portaobjeto
Cubreobjeto

Esmalte de ufia o
Vaspar

Determinar actividad biolégica de
microorganismos, incluyendo movilidad.
Huevos, quistes, larvas, trofozoitos
moviles de parasitos. Elementos
fungicos.

Sobre un portaobjeto suspender en una
gota de solucién fisioldgica una pequefia
cantidad de muestra.

Colocar un cubreobjeto y examinar al
microscopio con objetivo de 10x y 40 x.
Bajando el condensador para reducir la
cantidad de luz transmitida.

Sellar el cubreobjeto con esmalte de uia.

Montaje en iodo

- Solucién de Lugol (lodo 5
g, KI 10 g, agua dest 100
ml. Disolver el Kl y afiadir
el iodo hasta disolucion.
Filtrar y conservar en
frasco c/tapa hermética.
Diluir 1:5 con agua antes
de usar)

- Portaobjeto
- Cubreobjeto

- Esmalte de ufia / Vaspar

Se emplea habitualmente en paralelo con el
montaje en solucion fisioldgica al examinar
heces u otros materiales p/detectar protozoos
intestinales o huevos de helmintos.

El iodo tifie nucleos y organelas
intracitoplasmaticas de modo que se
visualicen con mas facilidad.

No se puede usar en reemplazo del
montaje en solucion fisioldgica, pues el iodo
paraliza la movilidad de bacterias y
trofozoitos.

Suspender sobre un portaobjeto en una
gota de solucion de lugol, una pequefia
cantidad de materia fecal u otro material.
Mezclar y colocar un cubreobjeto.

Examinar al microscopio.

En caso que se deba demorar la
observacioén o se desee un preparado
semipermanente para futuros estudios,
sellar los bordes.
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Montaje en hidroxido de
potasio (KOH)

1. KOH 10% acuoso
2. Portaobjeto
3. Cubreobjeto

4. Esmalte de uha o
Vaspar

- Ayuda a detectar

elementos fungicos en

muestras que contienen

queratina (piel, pelo, ufia).

- EI KOH disuelve la

queratina de fondo desenmascarando los
elementos fungicos

hasta hacerlos mas visibles.

- Suspender en una gota de

KOH al 10 % costras de piel, pelo o
ufas.

- Colocar un cubreobjeto y dejar
asentar a temperatura

ambiente aprox. 30 min. El
preparado se puede calentar
suavemente en la llama de un
mechero para acelerar el proceso de
aclaramiento. No dejar hervir.

- Examinar al microscopio

p/ detectar hifas/esporos.

Técnica de la tinta china
Tinta china o nigrosina
Portaobjeto

Cubreobjeto

- Observacion microscépica directa de
capsulas de varios microorganismos. La tinta
china da un fondo semiopaco contra el cual se
pueden ver facilmente las capsulas claras.

Ej. capsula de Cryptococcus neoformans en
lig. Cefalorraquideo (LCR) u otras secreciones.

- Centrifugar ligeramente el LCR u
otra muestra liquida, para concentrar
los microorganismos en el sedimento.

- Emulsionar sobre un portaobjeto
una pequeia cantidad de sedimento
en una gota de tinta china y colocar
un cubreobjeto. La emulsién de
contraste no debe ser muy espesa, ya
que puede bloquear totalmente la luz
transmitida.

- Evaluar al microscopio con
objetivo de 10x para “screening” y con
40x para confirmar la presencia de
microorganismos capsulados
sospechosos.

Examen en campo oscuro

- Microscopio compuesto,
equipado con condensador
de campo oscuro

- Portaobjeto

- Cubreobjeto

- Soluciodn fisiolégica

- Esmalte de ufia o Vaspar

- Visualizar ciertos microorganismos
delicados, que son invisibles en campo brillante
y se tifien con dificultad.

- Especialmente util para detectar
espiroguetas en materiales bioldgicos, sobre
todo en orina con sospecha de contener
leptospiras o en chancros sifiliticos en los que
se sospecha la presencia de Treponema
pallidum.

- Se recoge una pequefia porcién
del material sobre un portaobjeto.
Colocar un cubreobjeto.

- Examinar directamente con un
microscopio provisto de condensador
de campo oscuro con objetivo de 40x
0 100x.

Las espiroquetas aparecen como
“tirabuzones” méviles y brillantes
contra un fondo negro.

Reaccion de Neufeld
“quellung”

- Suero anticapsular
homologo

- Soluciodn fisiolégica
- Portaobjeto

- Cubreobjeto

Cuando las bacterias capsuladas se ponen en
contacto con suero que contiene anticuerpo
anticapsular homoélogo, sus capsulas sufren un
hinchamiento visible al microscopio.

Esta técnica serologica es util para identificasn
diversos tipos de Streptococcus pneumoniae
liquidos bioldgicos o cultivos.

Extender un asa del material sobre
un area de 1 cm en ambos extremos
de un portaobjeto.

Dejar secar y extender sobre una de
las areas un asa de suero tipificador
anticapsular especifico y sobre la otra
un asa de solucion salina como
control.

Colocar sendos cubreobjetos y
examinar al microscopio con objetivo
de 100x de inmersion con aceite.

Los organismos que exhiben una
reaccion positiva aparecen rodeados
de un halo refringente y trasltcido
producido por la opacificacion
capsular. Comparar con el control de
solucién salina, donde no debe
observarse hinchamiento de capsulas
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Técnica de la gota pendiente

- Portaobjeto de gota pendiente (es
de vidrio grueso, con concavidad
central en la superficie superior)

- Cubreobjeto

- Soluciodn fisiolégica

- Esmalte de ufia / Vaspar

Persigue el mismo propésito que el
montaje con solucién fisioldgica, salvo
que hay menor distorsién por el peso
del cubreobjeto y se puede lograr un
campo de foco mas profundo dentro de
la gota.

Se usa generalmente para estudiar
movilidad de bacterias.

Colocar una pequefia cantidad de
Vaspar alrededor del borde de la
concavidad de la superficie superior de un
portaobjeto de gota pendiente.

En el centro del cubreobjeto, suspender
las células de la colonia bacteriana en
examen en una gota de agua o sn. salina.
Invertir el portaobjeto y presionarlo sobre
el cubreobjeto, guiando la gota de
suspension bacteriana hacia el centro de
la concavidad. Volver cuidadosamente el
portaobjeto a la posicion normal para el
examen microscopico directo.
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METODOS OPTICOS PARA EL EXAMEN DE LAS MUESTRAS.
EXAMEN MICROSCOPICO DIRECTO

1.EXAMEN MACROSCOPICO
Se dispondra de distintas muestras para realizar la observacion y descripcion macroscopica.
Registrar datos tales como (de acuerdo con el tipo de muestra): cantidad, olor, color,
aspecto, consistencia, presencia de gas, granulos, sedimento macroscopico, pH, etc.

2.EXAMEN MICROSCOPICO DIRECTO
Realizar las distintas técnicas de examen microscopico directo, segun el Cuadro N°1.
* Montaje en solucion fisiologica
* Montaje en lodo
* Montaje en hidroxido de potasio
* Técnica de tinta china
* Examen en campo oscuro
* Reaccion de Neufeld “quellung”
* Técnica de la gota pendiente
Esquematizar en cada caso las observaciones microscopicas realizadas.
Indicar aumento del objetivo que realiza la observacion (10x; 40x, etc.).
Jerarquizar las medidas relativas de los distintos elementos visualizados.

BIBLIOGRAFIA
Diagnostico Microbiologico. Koneman Elmer y cols. Editorial Panamericana, 1983.
Manual de Infecciones bacterianas agudas. Gardner-Provine. Ed. Panamericana, 1979.
Biologia de los microorganismos. Brock y col. Ed. Omega S.A. Ed. 1995.
Atlas de microscopia. Bernis Mateu J. Ediciones Jover, 1995.
Diagnostico Microbiologico. Bailey Scott. Editorial Panamericana, 1983.
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METODOS OPTICOS PARA EL EXAMEN DE LAS MUESTRAS
TECNICAS DE COLORACION. GRAM

PRINCIPIOS GENERALES DE LAS TECNICAS DE COLORACION

Por lo general, las bacterias y otros microorganismos son transparentes, y ello dificulta el
estudio de los detalles morfoldgicos cuando se los examina en su estado natural. Los primitivos
métodos de fijacion y coloracion iniciados por Paul Erlich y Robert Koch permitieron distinguir
detalles estructurales que antes no se veian.

Se aconseja utilizar cultivos jovenes para los métodos de coloracion de rutina. Las células
viejas pierden su afinidad para la mayoria de los colorantes. Salvo que se trate de organismos
que tengan un tiempo de generacion muy prolongado, los mejores resultados se deben esperar
de un cultivo de 24 horas.

PREPARACION DEL EXTENDIDO

Para los métodos de coloracion en general, el primer paso lo constituye la preparacion del
extendido.

1- Recoger por medio de un ansa el cultivo o la muestra liquida y extender sobre una parte
de un portaobjeto limpio y desengrasado, hasta formar una pelicula. Si se parte de una colonia
de un cultivo se suspende sobre una gota de agua colocada en el portaobjeto, extendiendo con el
ansa la suspension. La pelicula debe ser homogénea.

2- En ningln caso la mezcla o el extendido se haran enérgicamente; esto resulta potencial-
mente peligroso cuando se trabaja con material patolégico porque puede crear aerosoles. Ade-
mas el tratamiento brusco tiende a destruir la disposicion caracteristica de las células, como las
cadenas estreptocdcicas y otras.

3- Dejar secar el extendido con el aire y luego, si es necesario, fijarlo por medio del calor
pasandolo suavemente por una llama de Bunsen para que las células se adhieran al portaobjetos.
El recalentamiento ocasiona deformaciones y por eso debe evitarse.

4- Dejar enfriar el portaobjetos.

5- Cuando se va a examinar un gran nimero de cultivos por medio de un método de tincion
de rutina, como la coloracion de Gram, se haran varios pequefios extendidos en un mismo
portaobjeto, en secciones demarcadas previamente.

COLORACION DE LAS BACTERIAS

* COLORACION SIMPLE
1- Fijacion del extendido.
2- Cubrir el extendido con el colorante (violeta cristal, fucsina, azul de metileno o safranina).
3- Dejar reaccionar el tiempo necesario (30 segundos a 3 minutos, segln el colorante).
4- Lavar suavemente con un chorro de agua.
5- Secar entre dos pliegos de papel de filtro y examinar bajo lente con aceite de inmersion.
6- Es buena practica desechar el papel secante utilizado en este procedimiento y en otros
que intervengan microorganismos patdogenos.
7- Los portaobjetos, si no se conservan como elemento de referencia, se colocaran en des-
infectante.
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CuADRO 4.1. TINCION SIMPLE. AZUL DE METILENO DE LOEFLER

Tincién Componentes Propésito
Azul de metileno | Azul de metileno 0,3 gr Coloracién simple directa empleada para revelar morfologia de
de o microorganismos, y especificamente en la identificacion de
Etanol, 95% 30,0 mi Corynebacterium diphteriae, en el cual los granulos metacromaticos
Loeffler Agua destilada 100.0 ml se tifien intensamente diferenciandose del citoplasma azul mas
) claro.

* COLORACIONES ESPECIALES

Coloracién de Gram

La formula de los colorantes utilizados en la técnica de Gram se expone en el Cuadro 4.2.
El cristal violeta (o violeta de Genciana) actua como colorante primario, que se une a la pared
celular bacteriana luego de un tratamiento con una solucion débil de yodo (mordiente). Algunas
especies bacterianas, debido a la naturaleza quimica de sus paredes celulares, poseen la capaci-
dad de retener el cristal violeta, atin luego del tratamiento con un decolorante organico, tal como
una mezcla de acetona y alcohol. Tales bacterias se denominan Gram positivas.

Las bacterias Gram negativas, presumiblemente debido a un mayor contenido lipidico en
su pared celular, pierden la coloracion primaria del cristal violeta cuando son tratadas con el
decolorante.

El colorante secundario, contracolor utilizado es la safranina/fucsina basica. Las bacterias
Gram negativas que han perdido el cristal violeta aparecen rojas o rosadas vistas al microscopio,
habiendo fijado la safranina como contracolor a sus paredes celulares.

CuADRO 4.2. TINCION ESPECIAL. COLORACION DE GRAM

Tincién Componentes Propésito
Coloracion de | Cristal violeta: Coloracion diferencial utilizada para demostrar las
Gram ) . propiedades tintoriales de todos los tipos de
e Cristal violeta 2,0gr bacterias.
® Etanol 20,0 ml
e Oxalatode NHs; 0,8 gr Las bacterias Gram positivas retienen el cristal
. violeta tras la decoloracién y aparecen de color
® Agua destilada 100,0 ml azul intenso.
lodo de Gram: Las bacterias Gram negativas no son capaces de
retener el cristal violeta tras la decoloracién y se
® |oduro de potasio 2,0 gr contracolorean de rojo con la safranina.
e |odo (cristales) 1,0 gr
e Agua destilada 100,0 ml Las caracteristicas de la coloracion de Gram

pueden ser atipicas en cultivos muy jovenes, viejos
muertos o en degeneracion.
Decolorante:

® Acetona 50,0 ml

e Etanol, 95% 50,0 ml

Contracolor:

® Safranina 2,5 ml
® Etanol 95% 100,0 ml
Afnadir 10 ml a:

Agua destilada 100,0 ml

TECNICA DE LA TINCION DE GRAM

1- Preparar un extendido fino del material en estudio y dejarlo secar al aire.

2- Fijar el material al portaobjeto de modo que no sea arrastrado durante el proceso de
tincion, pasando el portaobjeto dos o tres veces por la llama de un mechero de Bunsen.
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3- Colocar el preparado sobre un soporte de tincion y cubrir la superficie con solucion de
cristal violeta.

4- Luego de un minuto de exposicion al cristal violeta, lavar bien con agua.

5- Cubrir el preparado con yodo de Gram durante un minuto. Lavar nuevamente con agua.

6- Sostener el portaobjeto entre el pulgar y el indice y bafiar la superficie con unas gotas de
decolorante acetonaalcohol hasta no arrastrar mas colorante violeta. Esto requiere habitualmen-
te unos 10 segundos o menos.

7- Lavar con agua corriente y colocar nuevamente el portaobjeto sobre el soporte. Cubrir la
superficie con contracolor safranina durante un minuto. Lavar con agua corriente.

8- Colocar el preparado en un soporte de tincion en posicion vertical, dejando que escurra
el exceso de agua y que se seque el extendido.

9- Examinar el preparado al microscopio con objetivo de 100x de inmersion (aceite). Las
bacterias Gram positivas se tifien de azul oscuro; las bacterias Gram negativas aparecen rojo-
rosadas.

EXAMEN DEL EXTENDIDO COLOREADO CON EL GRAM

Pueden reducirse los errores de interpretacion y el tiempo necesario para el examen de los
extendidos coloreados con el Gram mediante el examen sistematico del portaobjeto, de la si-
guiente manera:

1- Un breve examen macroscopico del portaobjeto informara al examinador si la sustancia
colorante ha quedado en el portaobjeto, qué lado del mismo esta coloreado, y si el frotis es
demasiado grueso o esta poco decolorado o muy decolorado.

2- Con poco aumento, evaluar la conveniencia del espécimen

a- La sefial de infeccion bacteriana aguda es la presencia de leucocitos polimorfonucleares.

b- La ausencia de granulocitos o la presencia de un numero importante de células epiteliales

o de otro tipo indicara la probabilidad de que el espécimen no sea el adecuado. Se tratara

de recolectar una nueva muestra.

c- Con poco aumento, en general es posible diferenciar los granulocitos de las células

epiteliales y esto permite al observador concentrarse en areas con predominio de células

inflamatorias.

d- Con poco aumento se ven a menudo grandes formas fingicas y por lo comun es posible

determinar las caracteristicas de coloracion de los nucleos celulares.

e- La lente de inmersion en aceite (100x) se usara cuando se buscan bacterias.

3- Mediante la lente de inmersion en aceite, evaluar la conveniencia técnica de la colora-
cion. Hay que insistir en que la mayoria de los errores de interpretacion de los frotis coloreados
con el Gram se deben a errores en la preparacion del portaobjeto, con un extendido demasiado
grueso, excesiva fijacion por el calor que puede alterar la morfologia normal de las bacterias y
células, y decoloracion escasa o excesiva.

a- Se puede evaluar con rapidez si la coloracion por el Gram es adecuada, comparando

diferentes areas del portaobjeto (con lente de inmersion en aceite). Las variaciones en los

resultados de la coloracion se observan en la figura 2-4. Los nucleos granulocitos y los
organismos Gram negativos en un area delgada del frotis deberan colorearse de rojo, y los
organismos Gram positivos de purpura (Fig. 2-4 C). El hallazgo de bacterias rojas proxi-
mas a elementos celulares ligeramente purpureos (decoloraciéon marginal) en una parte

mas gruesa del frotis, confirmara que se encuentran organismos Gram negativos (Fig. 2-4

B) y que no son bacterias Gram positivas decoloradas en exceso (Fig. 2-4 D). Los campos

totalmente poco decolorados (Fig. 2-4 A) indican so6lo la presencia de bacterias pero no por

fuerza sus caracteristicas de coloracion.

b- Puede controlarse la técnica de coloraciéon de Gram coloreando una muestra de flora

bucal por ejemplo, que contiene organismos Gram negativos y Gram positivos y células

epiteliales.

c- Si el frotis coloreado con el Gram es técnicamente inadecuado, hacer uno nuevo y volver

a colorearlo.
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4- Cuidado con los artificios. El material Gram positivo de forma irregular es precipitado
de ordinario por la coloracion de Gram mas que los cocos Gram positivos; a menudo los
granulocitos proximos resultan menos coloreados que las partes mas finas del frotis.

5- Recordar que los organismos Gram positivos viejos, muertos o tratados con antibioticos,
pueden aparecer como Gram negativos. Porque sus propiedades fisicas y quimicas estan altera-
das y sus paredes celulares son mas permeables al agente decolorante y hay menor retencion del
colorante principal.

6- Examinar el fondo. Alli pueden esconderse bacterias Gram negativas dificiles de obser-
var, como Nocardias.

7- Examinar varias dreas del frotis. Aun cuando los organismos vistos en la primera obser-
vacion pueden confirmar nuestras sospechas.

8- No interpretar con demasiado entusiasmo lo que se ve. Se debe describir lo que se
observa, por ejemplo, cocos Gram positivos en pares, e interpretar la observacion junto con
otros datos, reconociendo las limitaciones de la descripcion morfologica para establecer una
etiologia especifica.

9- Tratar de hallar mas de uno de los organismos antes de sacar conclusiones, general-
mente “una golondrina no hace verano”. Aunque los organismos sean escasos es raro encontrar
solo uno o dos después de una busqueda prolija. Cuando hay dudas, conviene mas hacer otro
frotis en vez de buscar exhaustivamente en el mismo.

Reconocer las limitaciones de la coloracion de Gram. No constituye un método para capsu-
las, esporas, micobacterias u hongos que no sean algunas formas de levaduras. Esta coloracion
puede proporcionar indicios de la presencia de capsulas o esporos; por ello, deberan usarse
otros medios de coloracion mas especificos para destacar estas estructuras.

a- Las micobacterias no captan bien la coloracion de Gram, si hay sospecha de ello proce-

der a una coloracion acido-resistente.

b- Los hongos son por lo general, de tamafio elefantidsico en comparacion con la mayoria

de las bacterias. Si bien los hongos son nominalmente Gram positivos la mayoria se revela

mal o no se revela. Como excepcion algunas levaduras se colorean como Gram positivas.

Se detectan mejor los hongos con un montaje himedo conveniente, examinado con objeti-

vo seco de gran aumento.

11- Familiarizarse con el habitat normal, el tamanio promedio y las caracteristicas de
coloracion optimas de las bacterias (figs. 2-5).

12- Conservar el frotis. Es parte importante de los datos basicos de la muestra. El portaobjeto
debe guardarse o agregarse al informe. La inmersion en aceite se limpiara con xilol o por medio
de papel absorbente.

COLORACION DE CAPSULAS

La capsula de las bacterias no tiene la misma afinidad por los colorantes que otros compo-
nentes de la célula, y por eso exige el empleo de métodos de coloraciones especiales. Ejemplos:

-Método de Anthony

-Método de Muir

-M¢étodo de Hiss

-Otros

COLORACION DE ESPORAS

Las esporas son relativamente resistentes a los agentes fisicos y quimicos y no se colorean
con facilidad. En la coloracion de Gram aparecen como cuerpos refractiles no coloreados. En
general, en los métodos especiales de coloracion se requiere el calor para permitir la penetra-
cion del colorante en las esporas. Estas pueden descubrirse en el examen con campo oscuro.
Ejemplo:

- Método de Dorner o su modificacion
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COLORACION DE FLAGELOS

Los flagelos son apéndices fragiles, termolabiles y requieren un trato cuidadoso y la colo-
racion por procedimientos especiales. El éxito de la coloracion depende de la frescura y la
eficacia del mordiente. Como los flagelos se hallan fuera del poder de resolucion del microsco-
pio optico, para poder visualizarlos es necesario aumentar su tamafo. Esto se consigue cubrien-
do su superficie con un precipitado de una suspension coloidal inestable (el mordiente). El
precipitado sirve como una capa de material tefiible y cuando se aplica el colorante adecuado
aparece la estructura filamentosa de los flagelos. Ejemplo:

Método de Gray

COLORACION DE GRANULOS METACROMATICOS

Existen diversos métodos para la coloracion de granulos metacromaticos. Se consideran
las mas usadas :

- Coloracioén con azul de metileno

- Coloracion de Albert

COLORACION DE ESPIROQUETAS
En general, las espiroquetas tienen poca afinidad para los colorantes estandar y requieren

métodos y colorantes especiales, como el método de impregnacion argéntica conocido con el
nombre de Coloracion de Fontana-Tribondeau.
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METODOS OPTICOS PARA EL EXAMEN DE LAS MUESTRAS
TECNICAS DE COLORACION. GRAM

1- COLORACION DE AZUL DE METILENO

a) Materiales necesarios

- Portaobjetos - Aceite de inmersion

- Ansas - Cultivos bacterianos y de hongos
- Mecheros - Muestras

- Hisopos - Bandeja para coloraciones

- Microscopio - Pipetas

B) COLORANTES
- Azul de metileno al 0,3 gr%

2-COLORACION DE GRAM
Materiales necesarios: Idem (1)
b) Colorantes de Gram

|- CRISTAL VIOLETA
Solucién A Solucién B
- Cristal violeta ~ 20 gr - Oxalato de amonio 0,8 gr
- Alcohol etilico 200 ml - Agua destilada 80,0 ml
Mezclar y disolver Mezclar y disolver

1- Agregar la solucion A a la solucién B
2- Conservar durante 24 horas
3- Filtrar antes de su empleo

Il- SOLUCION DE I0DO DE GRAM

Cristales de yodo 1 gr
Ioduro de potasio 2 gr
Agua destilada 300 ml

1- Moler las sustancias sélidas en unos 20 ml de agua

2- Agregar el resto liquido

3- Filtrar en frasco color caramelo

4- Guardar a resguardo de la luz, desecharlo cuando el color comienza a aclararse

Ill- SOLUCION DECOLORANTE
Alcohol 95° 400 ml
Acetona 100 ml

IV- SOLUCION DE FUCSINA

Fucsina basica 4 gr

Fenol 8 ml

Alcohol absoluto 20 ml

Agua destilada 100 ml

Disolver la fucsina basica en el alcohol y agregar lentamente el agua mientras se agita,
luego agregar el fenol fundido.
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TECNICA
Se seguiran los pasos descriptos en los contenidos tedricos de coloracion de Gram
1°) Preparacion de la muestra y/o suspensiones seglin indicaciones del instructor
2°) Preparacion de extendidos
3°) Coloracion y observacion

BIBLIOGRAFIA
Diagnostico Microbiologico. Koneman Elmer y cols. Editorial Panamericana. 1983.
Manual de Infecciones bacterianas agudas. Gardner-Provine. Ed. Panamericana. 1979.
Biologia de los microorganismos. Brock y col. Ed. Omega S.A. 1995.
Atlas de microscopia. Bernis Mateu J. Ediciones Jover. 1995.
Diagnostico Microbiologico. Bailey-Scott. Editorial Panamericana. 1983.

CoOLORACION DE GRAM

Fig. 2-3 Método de coloracién de Gram

{ 7

Preparar un frotis fino. Dejar secar el aire y
fijar por calentamiento.

(2]

- Banar con violeta de cristal durante 10 Segundos. - Bafiar con yodo de Grama durante 10 Segundosl

- Enjuagar.

(3] o

- Bafiar con colorante de contraste saframina

- Paso critico: Decolorar y enjuagar durante 10 segundos.
- Enjuagar.
- Secar al aire o con papel absorbente.

Fig.- 2-4 Posibles variaciones de una coloracién con el Gram ideal
Ideal
A 4
(A B} C) (D)
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(1) Staphylacoccus

9 Streptocaccus y heumococos
O Neisseria

O Leucocito polimorfonuclear
O Listeria

@ Acinetobacterium (Mima, Herellea)
@ wicrococcus

(3] Corynebacterium (difteroides)
O Nacardia o Actinomyces

@ célula epitelial

® Fusobacterium y Borrelia

Fig. 2-5 Morfologia y caracteristicas de coloracién con el Gram de organismos de hallazgo comun
en especimenes clinicos.

Los organismos de tamafio mediano, que aqui se muestran en escala y como aparecen en condiciones 6ptimas, se
observan por lo general a 1.000 X (lente de inmersién en aceite).

® candida
® Asperigillus (los hongos superiores
por lo general no captan coloracién con Gram)
® Bacteroides
® Haemophilus (y otros organismos,
a menudo raros, como Pasteurella)
® Vibrio
® Pseudomonas
® Enterovacteriaceae (Escherichia coli, Proteus,
Salmonella, etc.)
@ Clostridium, Bacillus o Lactobacillus




Trabajo Practico N° 5

METODOS OPTICOS PARA EL EXAMEN DE LAS MUESTRAS
COLORACION DE ZIEHL-NEELSEN

PRINCIPIOS GENERALES DE LAS TECNICAS DE COLORACION ACIDO ALCOHOL RESISTENTE

Otra técnica de coloracion diferencial que depende de la composicion quimica de la célula
bacteriana es la coloracion acido-alcohol resistente, que se emplea en la tincién de bacilos
tuberculosos y otras micobacterias. Estos contienen acidos grasos (acidos micoélicos) de cadena
larga de 50-90 atomos de carbono, que les confieren la propiedad de impermeabilidad a los
colorantes y su acido-alcohol resistencia en las tinciones, resistencia a la accion letal de acidos
y alcalis, resistencia a la accion bactericida de los anticuerpos.

La tincion de estos microorganismos resulta dificil con los colorantes habituales, se usan
colorantes basicos, con el agregado de un volumen controlado de 4cido, y se aplican general-
mente con calor. Una vez coloreado, el bacilo tuberculoso es resistente al tratamiento siguiente
con alcohol acido, mientras que la mayoria de las demas bacterias pierde su coloracion. Para la
mejor apreciacion, se aplica un colorante de fondo que contrasta con el bacilo. El método que
se emplea con mayor frecuencia es el de Ziehl-Neelsen, aun cuando también se recomienda el
procedimiento con fluorocromo.

Los microorganismos como Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium marinum,
Cryptosporidium se caracterizan por sus propiedades de acido-alcohol resistente. Son dificiles de
colorear y, una vez logrado esto, no se decoloran con facilidad. Se han presentado muchas teorias
para explicar esta propiedad de la resistencia acida. El criterio mas aceptable es que la misma esta
determinada por la permeabilidad selectiva de la membrana citoplasmatica. La brillantez del color
rojo se debe a la retencion del colorante, carbolfucsina, en solucion dentro de la célula. Si la célula
se desorganizara mecanicamente, se perderia su propiedad acido-alcohol resistente.

COLORACION DE ZIEHL-NEELSEN

1- Colocar un trozo de papel de filtro que cubra el frotis sobre el portaobjeto fijado por el
calor, después inundar el portaobjeto (y el papel) con carbolfucsina. Cubriendo el frotis con
papel de filtro se impide su desecacion cuando se lo somete al vapor y los posibles artificios
resultantes.

2- Someter al vapor durante 3-5 minutos (no hervir ni deshidratar). Dejar descansar cinco
minutos. Lavar el portaobjeto (quitando el papel de filtro) con agua corriente, en chorro lento.

3- Decolorar completamente con alcohol-acido hasta que no aparezca color en el liquido de
lavado. Enjuagar con agua.

4- Coloracién de fondo con un colorante de contraste como el azul de metileno o verde mala-
quita. Enjuagar con agua, dejar secar al aire. Observar con lente de inmersion en aceite.

Resultados: los bacilos acido-resistentes se tefiiran de rojo; el fondo, los elementos celula-
res, y las bacterias que no son acido-alcohol resistentes tomaran el color del colorante de con-
traste (azul/verde).

FUNDAMENTO DE LA COLORACION DE ZIEHL-NEELSEN

El fenol forma parte del colorante, es soluble en lipidos, y estos son importantes compo-
nentes de las bacterias acido-alcohol resistentes.

El calentamiento favorece la solubilidad y por lo tanto la penetracion en la micobacteria.
El fenol también es soluble en alcohol y agua, aunque en menor grado que en lipidos.

El fenol con la fucsina forman el compuesto fenol-color (FC). Al ponerse este compuesto
en presencia del citoplasma bacteriano, el fenol se encuentra en un medio donde su coeficiente
de solubilidad es mayor y por lo tanto FC se fijara fuertemente y coloreara de rojo la bacteria.
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En el tercer paso de la técnica se agrega alcohol-acido. Debido a la permeabilidad especial
de la membrana citoplasmatica, penetran con dificultad y se encuentran con FC. El fenol se
encuentra con dos sustancias en las cuales es soluble, pero como lo es mas en los lipidos, la
mayor parte del color quedara en el citoplasma y una pequeia cantidad se perderd por
solubilizacidn en acidos y alcohol. Este paso, el de la decoloracion, es muy importante, y des-
pués de lavar con agua se debe observar a trasluz si no quedé colorante, caso contrario se repite
el procedimiento hasta que las partes delgadas del preparado queden incoloras y las partes mas
gruesas rosadas.

Si se produce destruccion de la pared bacteriana, ya sea por medios fisicos, quimicos,
quimioterapicos, antibioticos, etc., la capacidad de acido-alcohol resistencia se pierde porque el
alcohol y el 4acido entraran en forma masiva y arrastraran el colorante.

En general, la afinidad por el colorante esta dada por el coeficiente de solubilidad del fenol
en los lipidos y por la resistencia de la membrana a la penetracion de los colorantes.

EXAMEN DEL FROTIS TRATADO CON COLORACION ACIDO-ALCOHOL RESISTENTE

1- Con lente de inmersion, los bacilos acido-alcohol resistentes de Mycobacterium tuber-
culosis son tipicamente bastoncillos delgados, apenas curvos, que se tifien de rojo. Pueden estar
unidos formando cuerdas o como “cuentas de rosario” por la presencia en el cuerpo bacilar de
puntos mas coloreados.

2- En un frotis grueso o decolorado de modo insuficiente son posibles artificios acido-
resistentes, como asi también raspaduras del portaobjeto. Solo los microorganismos
morfologicamente definidos deberan considerarse como bacilos acido-resistentes.

3- Si solo se encuentran algunos organismos acido-resistentes, se debera repetir el frotis.

4- Debe examinarse el frotis por lo menos durante 10 a 15 minutos (30 minutos o mas para
muestras de LCR) antes de descartarlo como negativo.

5- No es posible efectuar la determinacion de la especie de un organismo sobre la base de
una coloracion acido-resistente de la muestra sola.

6- La acido-alcohol resistencia de un organismo puede variar por factores como la edad,
exposicion a drogas, etc.; también de acuerdo con el método de coloracion. El Mycobacterium
tuberculosis es acido-alcohol-resistente en forma constante, pero no asi el M. leprae, Nocardia y
otros que se consideran solamente acido-resistentes.
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METODOS OPTICOS PARA EL EXAMEN DE LAS MUESTRAS
COLORACION DE ZIEHL-NEELSEN

COLORACION DE ZIEHL-NEELSEN

a) Materiales necesarios
) b) Colorantes

-Portaobjetos
-Ansas Solucién 1: carbolfucsina / fucsina fenicada
-Mecheros
-Hisopos Solucion 2: decolorante: Alcohol-4cido
-Microscopio Alcohol 95* 485 ml
-Aceite de inmersion Acido clorhidrico puro 15 ml
-Muestras
-Bandeja para coloraciones Solucién 3: solucion de azul de metileno al 0,3%
-Pipetas

Técnica

Tomar un portaobjeto sin ralladuras, lim-

pio y desengrasado.
1- Depositar sobre ¢l una ansada de espu- |6~ Cubrir con la solucién decolorante durante
to. Se quemard el ansa previamente |10 segundos y lavar rapidamente con agua.
inmersa en un frasco de arena con alco- |Observar a trasluz la presencia de color rosa-

hol. do tenue en las partes mas gruesas del prepa-
2- Secar y fijar a la llama. rado.

3- Colocar el portaobjetos sobre la ban- |7- Cubrir con el colorante de contraste durante
deja de coloracion. un minuto

4- Cubrir con fucsina fenicada. 8- Lavar con agua

5- Pasar la llama de un hisopo (embebido |9- Secar al aire

en alcohol) debajo del portaobjeto hasta [10- Observar y esquematizar
desprendimiento de vapores blancos. Sus-

pender el calentamiento en ese momento.

Dejar un minuto y repetir el procedimien-

to hasta tres veces, con la precaucion de

no secar el preparado y evitar ebullicion.

BIBLIOGRAFIA

- Koneman Elmer y cols. Diagndstico Microbiologico. Editorial Panamericana. 1983.

- Gardner-Provine. Manual de Infecciones bacterianas agudas. Ed. Panamericana. 1979.
- Brock y col. Biologia de los microorganismos. Ed. Omega S.A. 1995.

- Bernis Mateu J. Atlas de microscopia. Ediciones Jover. 1995.
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FIG. 2-9 Coloracién acido-recidente de Ziehl-Neelsen

{ 7

Preparar un frotis fino. Dejar secar al aire libre y
fijar por calentamiento.

o 2]

Cubrir el frotis con papel de fieltro.
Bafiar con carbolfucsina.

Calentar a vapor 3-5 minutos. Dejar descansar. Enjuagar.

3 (4]

Decolorar con alcohol &cido hasta que Contracolorear durante 20 segundos con azul
el liquido aparezca limpio. de metileno. Enjuagar. Dejar secar al aire.
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Trabajo Practico N° 6

MEDIOS DE CULTIVO (1° PARTE)

INTRODUCCION

Para el estudio de las caracteristicas de las bacterias y diagndstico microbioldgico de las
enfermedades infecciosas, es necesario obtener un cultivo puro de las mismas. Para ello se
deben utilizar en el laboratorio, de acuerdo con sus necesidades particulares, medios de cultivo
que les ofrezcan los nutrientes y las condiciones dptimas de crecimiento. En el siglo XX mucho
se ha aprendido acerca de los requerimientos nutricionales de las bacterias y otros
microorganismos y, con pocas excepciones, en la actualidad se puede cultivar en medios artifi-
ciales la mayoria de los gérmenes patogenos, fuera de su habitat normal.

DEFINICION

Se entiende por medio de cultivo al conjunto de nutrientes asimilables, balanceados en su
concentracion que, junto a factores ambientales adecuados, permiten el crecimiento y multipli-
cacion de los microorganismos intentando reproducir artificialmente las condiciones de su habitat
natural.

UTILIDAD DE LOS MEDIOS DE CULTIVO

Los medios de cultivo se utilizan para una amplia variedad de propositos en el laboratorio,
tales como:

1- Aislamiento y propagacion de bacterias, hongos y, en algunos casos, parasitos de anima-
les y del hombre.

2- Estudio de las propiedades culturales, fisiologicas, metabolicas, morfoldgicas, antigénicas
y patogénicas de los microorganismos que sirven, entre otras cosas, para su identificacion. Por
ejemplo: produccion de acido y gas, en medios de fermentacion de hidratos de carbono o hemdlisis
de eritrocitos en medios de agar sangre, etc. Las variaciones en la composicion del medio pue-
den alterar estas caracteristicas.

3- Transporte y conservacion de microorganismos.

4- Estudio de la sensibilidad de los gérmenes a los antimicrobianos.

5- Fabricacion de antigenos para desarrollo de vacunas y preparacion de suspensiones bio-
logicas para diagnostico seroldgico.

6- Seleccion de mutantes o variantes genéticas microbianas.

COMPOSICION

Los medios de cultivo pueden contener una gran variedad de sustancias; deben incluir los
elementos indispensables para satisfacer todas las necesidades nutricionales de los
microorganismos que se desea estudiar. A continuacion se seflalan los componentes mas impor-
tantes:

1- Agua: constituye aproximadamente el 80-95% del medio de cultivo, permitiendo man-
tener en solucion o suspension a los demas constituyentes del medio.

2- Peptonas: se obtienen por hidrolisis acida o enzimatica de proteinas. Se denominan
segun el origen de la proteina, por ej: de gelatina, de carne, de soja o de lactalbumina. Constitu-
yen una fuente fundamental de nitrégeno, pero también de carbono y azufre.

3- Extractos de carne vacuna: son concentrados de productos hidrosolubles de la carne
de composicion indefinida (corazoén, cerebro, musculo o higado de buey), aportan elementos
muy ricos como xantina, glucégeno, vitaminas, oligoelementos, etc.
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4- Hidratos de carbono: los medios de cultivo pueden contener cualquier clase de mono, di
y polisacarido; se los usa habitualmente como fuente de energia para el germen, o de lo contra-
rio para el estudio de su capacidad fermentativa.

5- Minerales: habitualmente se los usa en forma de sales inorganicas. Los mas utilizados
son sodio, calcio, potasio, cloro, fosforo, azufre, hierro, cobre y magnesio; el uso de un determi-
nado elemento depende de las exigencias del microorganismo en estudio.

6- Factores de crecimiento: otras sustancias que los microorganismos son incapaces de sin-
tetizar por si solos, como aminoacidos, vitaminas, bases puricas y pirimidinicas.

7- Agentes selectivos: son sustancias quimicas que, adicionadas al medio de cultivo, impiden
el desarrollo de un grupo de bacterias sin inhibir otros. Son utilizados como agentes selectivos:

* Colorantes: por ejemplo, cristal violeta (inhibe bacterias Gram (+), verde brillante se usa

en medios altamente selectivos p/eliminar la flora acompafante Gram(+) y Gram (-).

* CINa: en altas concentraciones inhibe a casi todas las bacterias excepto las halofilas.

-pH: ¢j. pH 5,6 en medio Sabouraud p/hongos; pH 8,0-9,0 para aislamiento de Vibrio

cholerae.

 Antimicrobianos: cloranfenicol, cicloheximida, sulfamidas.

* Agentes reductores: se adicionan a los medios para hacerlos selectivos y proveer desarro-

llo de microorganismos anaerobios. Ej.: acido ascorbico, tioglicolato de sodio, cisteina,

etc.

- Otros agentes selectivos: citrato de sodio, telurito de sodio, selenito de sodio, sales biliares,

etc.

8- Sustancias indicadoras: sirven para detectar algunas propiedades metabolicas de los gér-
menes. Ej. colorantes indicadores de pH como el azul de timol, rojo de fenol, azul de bromotimol;
sales de hierro que detectan la produccion de H,S produciendo ennegrecimiento del medio de
cultivo; telurito de potasio que cuando se reduce a teluro confiere color negro a las colonias.

9- Sustancias de enriquecimiento: son sustancias que adicionadas al medio de cultivo per-
miten el desarrollo de microorganismos exigentes. Se emplea sangre total humana o de cual-
quier otro animal, o sus componentes (plasma, suero, etc.).

10- Agentes solidificantes: se le incorporan para obtener medios de cultivo sélidos o
semisolidos. El mas utilizado es el agar, que es un polimero extraido de algas rojas; aunque es
liquido a 45°C-100°C, por debajo de 45°C comienza a solidificar, dando lugar a un gel resistente
a la hidroélisis bacteriana.

FACTORES AMBIENTALES QUE AFECTAN EL CRECIMIENTO

El desarrollo de un microorganismo en un medio de cultivo depende de una serie de facto-
res; los mas destacables son:

1- Composicién: aceptores y donadores de H, fuente de C, fuente de N, minerales y factores
de crecimiento.

2- pH (concentracidn de iones hidrogeno). La mayoria de los organismos tienen una gama
de pH bastante estrecha, crecen mejor a pH de 6,0-8,0. Los acidofilos crecen a un pH menor de
5. Ej.: para Thiobacillus thiooxidans, pH 6ptimo=2,0; mientras que los baséfilos desarrollan a
pH superiores a 8. Ej.: Alcaligenes faecalis crece a pH=8,5. El ajuste se logra con NaOH o KOH
y CIH. La estabilidad del pH se asegura mediante la adicion de tampones como el sistema KH,PO,/
K,HPO,.

3- Temperatura: la temperatura 6ptima para el desarrollo de las diferentes especies
microbianas varia ampliamente, las formas psicrofilas crecen mejor a temperaturas bajas entre
15-20°C, las mesofilas a 30-37°C, temperatura dptima para la mayoria de los microorganismos
de interés médico, y las termofilas a 50-60°C.

4- Atmosfera y potencial redox: depende del tipo de respiracion que posea el microorganis-
mo, pueden ser aerobios o anaerobios facultativos, se incuban en presencia de O,; las anaerobias
estrictas requieren un 85% de N, 10% de H, y 5% de CO, y los microaeréfilos un 5% de O,, 10%
de CO,y 85% de N..

5- Fuerza ionica y presion osmética: en menor grado, puede ser necesario controlar factores
como la presion osmotica y la concentracion salina. La mayoria de los organismos crece bien en
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medios ordinarios. Otros como las bacterias halofilas requieren altas concentraciones salinas, y
las osmofilas requieren presiones osmoticas altas.

6- Hidratacion: la presencia de agua es indispensable para el crecimiento bacteriano, por lo
que debera estar presente en los medios de cultivo en cantidad suficiente.

PREPARACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO
En el comercio existe una gran variedad de medios de cultivo deshidratado que facilitan la
labor de los laboratorios de microbiologia y que garantizan una buena calidad de funcionamiento.
La preparacion de los mismos se realiza de acuerdo con los siguientes pasos (Fig. 6.1):
1- Disolucion del medio de cultivo deshidratado.
2- Ajuste de pH.
3- Fraccionamiento en tubos (este paso en algunos casos se puede obviar).
4- Esterilizacion.
5- Conservacion de medios de cultivo listos para el uso.

1- Disolucién del medio de cultivo deshidratado. El medio de cultivo deshidratado se pesa
exactamente siguiendo las indicaciones del rotulo del envase y se coloca en un recipiente ade-
cuado para su preparacion; luego se rehidrata agregando aproximadamente la mitad de la canti-
dad necesaria de agua limpia, destilada/desmineralizada recientemente y cuya reaccion sea lo
mas cercana a la neutralidad, y se agita para conseguir una suspension homogénea. Después se
incorpora la cantidad de agua restante, aprovechando esta adicion para desprender e incorporar
al conjunto las particulas de medio de cultivo que hubieran quedado adheridas a la pared interna
del recipiente. El recipiente con el medio de cultivo se calienta suavemente a bafio de Maria o
vapor para favorecer la disoluciéon completa de la mezcla. Los medios de cultivo que no contie-
nen agar ni gelatina (caldos) no requieren calentamiento, dado que los componentes son solu-
bles en agua fria o templada.

2- Ajuste de pH. Cuando se utiliza agua neutra para su preparacion, los medios de cultivo
muestran el valor de pH indicado para cada uno de ellos, a la temperatura de incubacion prescri-
ta en cada caso. A pesar de todo, se recomienda comprobarlo, sobre todo en el caso de lotes no
recientes, y proceder a su correccion si fuera necesario. Esto se realiza adicionando HCI 1IN
para acidificar, o NaOH 1IN para alcalinizar.

3- Esterilizacién. Antes de su esterilizacion, y dentro de lo posible, es conveniente distri-
buir el medio en porciones mas pequeias, por ejemplo, en los recipientes definitivos en los que
posteriormente se lleve a cabo el trabajo (excepto placas de Petri).

Si las normas de preparacion no indican otra cosa, la esterilizacion se lleva a cabo en
autoclave, a 121°C, durante 15 minutos. En algunos casos, los medios contienen sustancias
temolabiles y requieren otro tipo de esterilizacion como el vapor fluente, la filtracion por mem-
brana, tindalizacion, etc.

Las temperaturas mas altas y los calentamientos mas prolongados que lo prescripto perju-
dican la calidad del medio de cultivo.

4- Conservacion de medios de cultivo, listos para el uso. Una vez concluida la esterilizacion,
los medios de cultivo preparados listos para su uso deben ser guardados en heladera a 4°C; de
esta forma tienen un tiempo limitado de conservacion. Cuando no se indique lo contrario se
puede contar con una conservacion de varios meses bajo condiciones adecuadas.

En caso de no disponer de heladera, es posible su conservacion durante 1-2 semanas a
temperatura ambiente y al abrigo de la luz.

Deberan protegerse contra el desecamiento del medio de cultivo que contienen, precintan-
do con cinta adhesiva su borde lateral o guardandolas empaquetadas en varias bolsas de plastico
o film de polietileno impermeables al aire, o tapando con tapones de goma esterilizados.

Los medios de cultivo liquidos, envasados en tubos o matraces, deben cerrarse asimismo
con capuchones impermeables al aire, o tapando con tapones de goma esterilizados.

En los medios de cultivo que contengan aditivos susceptibles de deteriorarse, conviene
conservar el medio basal preparado, y completarlo cuando se necesite, mezclandole esterilmente
los aditivos de dudosa conservcion (termosensibles, gases toxicos, etc.).
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Los medios de cultivo conservados en heladera deberan trasladarse a la estufa de cultivo o
a la mesada de trabajo, aproximadamente una hora antes de su empleo, con el objeto de templar-
los para evitar shock térmico en los microorganismos.

FiGURA 6.1. PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO

CULTIVO

Medio Liquido (Caldo) Rehidratar Medio Sélido (Agar)
|
l Homogeneizar 1

Agitacién | Bafio de Maria

Distribuir

"

)

Enfriar

I : ]

% Bafio a 55°C

1
Medios liquidos (Caldos)
i

Agar inclinado

CUIDADOS O PRECAUCIONES EN LA PREPARACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO
Para una buena preparacion de los medios de cultivo se debe tener en cuenta:
* El empleo de instrumental de vidrio y equipos limpios, exentos de residuos de sustancias
y detergentes. Los recipientes destinados a la preparacion se limpiaran con agua destilada/
desmineralizada.
* Los recipientes deben ser lo suficientemente grandes para que el medio de cultivo que se
prepara pueda ser agitado con facilidad.
* La tapa a rosca, tapon de plastico, han reemplazado al tapon de algoddon para los tubos.
Prevenir el empleo de tapas a presion.
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* Los tubos que se enfrian bruscamente después de la esterilizacion reciben aire, el cual
puede ser una fuente probable de contaminacion cuando se guardan los tubos de medios de
cultivo durante un largo periodo.

* No se recomienda el calentamiento directo sobre la llama. Se debe preferir el empleo de
un bafio de Maria o de vapor. La disolucion completa de los ingredientes, en el volumen de
agua necesario antes de la esterilizacion, dara un producto constante, homogéneo, unifor-
me y sin grumos.

* Los frascos que contienen medios de cultivo con agar se deben mezclar después de la
esterilizacion: ello dara la consistencia uniforme para el cultivo en placas.

* Se ha comprobado que para disolver medios de agar deshidratado que deberan ser some-
tidos al proceso de autoclave conviene usar un horno de microondas, lo cual representa una
considerable reduccion de la generacion de calor y una gran economia de tiempo.

CONTROL DE LOS MEDIOS DE CULTIVO

Antes de que un medio de cultivo sea considerado apto para ser utilizado se deben estable-
cer tres tipos de controles.

Control de esterilidad. Se efectia incubando durante 48 horas a 35°C y cinco dias a tempe-
ratura ambiente algunas placas del lote, escogidas al azar. Se considerara apto, si al cabo de
siete dias los controles muestran ausencia de cualquier tipo de crecimiento.

Control de calidad. Se realiza para comprobar que el medio contiene aquellos componentes
que lo caracterizan. Para las comprobaciones se utilizan dos gérmenes distintos, uno que crece
en el medio o da positiva una determinada prueba, y otro que no crece o la da negativa.

Control de caducidad. Para ello, los medios deben estar perfectamente rotulados con nom-
bre y fecha de preparacion; de esta manera se podra establecer en todo momento el tiempo que
falta para llegar al limite de su utilizacion. Como término medio se pueden conservar en heladera
a 4°C de 6 a 21 dias si no se introducen en bolsa de plastico, y de 10 a 90 dias si se guardan en
bolsas selladas.
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Desarrollo Practico N° 6

MEDIOS DE CULTIVO (1° PARTE)

El instructor dispondra para cada comision de trabajo los medios de cultivo y material,
necesarios para la preparacion de los mismos.

MEDIOS DE CULTIVO

Se utilizaran medios de cultivo comerciales deshidratados, en polvo o granulados para
gérmenes comunes: liquidos, s6lidos, semisdlidos, selectivos, diferenciales, de enriquecimien-
to, enriquecidos, especiales, otros.

MATERIALES

MATERIAL DE VIDRIO
* Erlenmeyers
* Probetas
* Tubos de ensayo
* Pipetas
* Varillas de vidrio

OTROS MATERIALES

» Balanza analitica * Papel

* Papel para pesar * Hilo y/o gomitas

* Algodones * Tiras de pH

* Tapones de plastico, goma, etc. e Solucion de NaOH 1 N
* Mechero y tripode * Solucioén de HC1 1 N

 Recipiente para Bafio de Maria

PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO

1- Realizar el calculo para pesar la cantidad del medio de cultivo deshidratado necesario
para preparar la cantidad asignada por el instructor.

2- Disolver mediante calentamiento, en caso de ser necesario, acorde a las indicaciones
dadas en la presente Guia.

3- Controlar el pH del medio.

4- Distribuir en los recipientes adecuados correctamente rotulados.

5- Acondicionar y esterilizar en autoclave.

6- Almacenar los medios de cultivo preparados.
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INTRODUCCION

Trabajo Practico N° 7

MEDIOS DE CULTIVOS (2° PARTE)

Como no existe un medio de cultivo universal que cubra las necesidades de todas las bac-
terias, la eleccion del medio de cultivo a utilizar para determinadas bacterias se hace a partir de
las necesidades nutritivas de estas, y del habitat natural del que se recuperan.

CLASIFICACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO
Los medios de cultivo en microbiologia pueden clasificarse de muchas maneras:

o Segun su
estado fisico

metabdlica

0 Por su finalidad |

[ a- Liquidos a- Naturales o empiricos
—{ b- Semisolidos 9 Por su naturaleza — b- Definidos o sintéticos
L c- Sélidos ¢- Semisintéticos
[ a- Minimos [ a- Pruebas bioquimicas
b- Diferenciales e indicadores b- Sensibilidad a antimicrobianos
c- Enriquecidos o Porsuuso —| © Recuentos de bacterias
d- Selectivos d- Especiales
| e- De enriquecimiento e- Transporte
| f- Mantenimiento

1- SEGUN SU ESTADO FisICO

a- Liquidos

Reciben el nombre de caldos. Los constituyentes estan disueltos en agua sin sustancias
solidificantes. Se utilizan sobre todo para inocular muestras o cuando se cultiva un unico
microorganismo para obtener una masa microbiana u observar las caracteristicas de
crecimiento; también sirven para elaborar las curvas de crecimiento. Ej. caldo tioglicolato,
caldo cerebro-corazoén, caldo nutritivo (CN).

b- Semisoélidos

Contienen agar en escasa proporcion (menos del 1%). Se utilizan como medios para analizar
una o mas caracteristicas especiales de las bacterias, por ejemplo la movilidad; o por el
medio SIM (Sulfhidrilo-Indol-Movilidad). También se emplean como medio de transporte de
muestras clinicas; medio de Stuart.

c- Sélidos

Contienen agar en una cantidad suficiente para que solidifiquen, generalmente 1,5-2%.
Permiten el crecimiento de los microorganismos en el interior o en la superficie sélida. Ej.
Agar nutritivo (AN), agar eosina-azul de metileno (EMB).

2- POR SI NATURALEZA

a- Naturales o

Son aquellos que estan constituidos por productos de origen animal o vegetal,
gelatina, leche, huevo, suero, papa, levadura, zanahoria, etc.
No se conoce su composicion cuali ni cu antitativa. Ej. caldo de carne vacuna, agar

empiricos
papa, agar harina de maiz, medio arroz, agar hojas de clavel, etc.
b- Definid Son aquellos de composiciéon quimica conocida definida cuali y cuantitativamente.
- Definidos o . . e
Sintéti Poseen una composicion constante y se utilizan para estudios de crecimiento y
intéticos

metabolismo bacteriano. Se elaboran afiadiendo productos puros e individualizados.

c- Semisintéticos

Son medios que contienen sustancias quimicas en proporciones conocidas junto a
productos de origen natural. Ej. agar Mueller Hinton, agar sangre, agar chocolate,
agar nutritivo, EMB, agar Sabouraud, etc.
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3- POR suU FINALIDAD METABOLICA

a- Minimos

Son de uso frecuente para el cultivo de microorganismos poco exigentes y contienen los
nutrientes minimos para el desarrollo. Su composiciéon es muy simple: cloruro de sodio, extractos
de carne, peptona y agua. Sirven para el desarrollo, aislamiento y conservacion de
microorganismos. También son utilizados como base para otros medios. Ej.: CN, AN, Agar
tripteina soya (ATS).

b- Diferenciales e
indicadores

Estos medios llevan incorporadas determinadas sustancias que pondran de manifiesto
visualmente la presencia de alguna caracteristica metabodlica o marcadores genéticos de
microorganismos que estan presentes en una mezcla, sin inhibir sus funciones fisiologicas. En
estos se incluyen diversos colorantes e indicadores de pH y otros componentes, que actian como
indicadores de las actividades enzimaticas y ayudan a clasificar las bacterias aisladas.

Ej.: -Agar cisteina-lactosa deficiente en electrolitos (CLDE). Permite la diferenciacion de bacterias
fermentadoras de lactosa de las no fermentadoras. La degradacién del hidrato de carbono a acido
origina un viraje de color hacia el amarillo del azul de bromotimol. La alcalinizacién provoca un
viraje a azul intenso.

Otros medios diferenciales de uso habitual son EMB, agar Mac Conkey, agar cetrimide, agar
manitol salado, etc.

c- Enriquecidos

Son medios basicos que se suplementan con sustancias muy nutritivas para bacterias exigentes,
como la sangre, el suero, etc.

Ej.: -Agar sangre (AS), aporta el factor hematico X (Hemina), adecuado para el cultivo de
Neumococos, Estreptococos y otras bacterias exigentes. También es un medio diferencial, debido
a la hemolisis que producen determinados microorganismos.

- Agar chocolate (ACh) aporta los factores hematicos X y V (NAD; Nicotina adenina dinucleétido),
utilizado para el aislamiento de H. influenzae, Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningitidis.
Algunos medios son considerados enriquecidos debido al alto contenido de nutrientes que poseen
sin el agregado de otras sustancias. Ej.: -Caldo infusién cerebro-corazon (ICC).

d- Selectivos

Estos medios permiten el crecimiento de algunas bacterias e inhiben el de otras. Si los
requerimientos de un microorganismo son conocidos, es posible desarrollar un conjunto de
condiciones en las que su crecimiento especifico sea favorecido y el de otros impedidos,
permitiendo su aislamiento a partir de poblaciones mixtas aun cuando esté en menor proporcion.
La seleccion se puede conseguir ya sea afadiendo inhibidores (colorantes, antibiéticos o sales
biliares), modificando algunas propiedades fisicas (concentracion de cloruro de sodio, pH) o
alterando algunas condiciones de cultivo como la temperatura y atmoésfera de incubacion (Oy). Ej.:
-Agar EMB: los colorantes integrantes de la formula inhiben los microorganismos Gram (+). Se usa
p/aislamiento de bacilos entéricos. Permite diferenciacion de Escherichia coli, Enterobacter,
Klebsiella 'y otros. E. coli se observa verdosa c/centro negro y brillo metalico, las otras mas
grandes, mucosas, confluentes c/centro pardogrisaceo.

-Agar Mc Conkey: contiene mezcla de sales biliares y cristal violeta que inhibe a microorganismos
Gram (+); lactosa como fuente de C y rojo neutro como indicador de pH, sirve para la
comprobacién de la degradacion de dicho azucar.

-Agar SS (agar Salmonella-Shigella): se utilliza para aislamiento de Salmonellas y Shigellas a partir
de heces/alimentos. El verde brillante, sales biliares, alta concentracion de tiosulfato y citrato,
inhiben considerablemente la flora acompafante.

-Agar manitol salado: posee alta concentracion de NaCl (7,5%). Desarrollan Estafilococos
patégenos.

-Agar Thayer Martin: medio altamente selectivo, contiene vancomicina, colistin, trimetroprima y
nistatina. Ideal p/aislamiento de gonococos y meningococos porque inhibe flora acompafante.

e- De enriquecimiento

Generalmente son caldos, destinados a promover el crecimiento de los microorganismos, Ej.: CN,
o estimular el desarrollo de bacterias presentes en nimero escaso en una mezcla de varios
grupos bacterianos. Ej.: Caldo Selenito que estimula el crecimiento de un niumero pequefio de
Salmonellas presentes en heces y suprime el desarrollo de un nimero mucho mayor de
microorganismos de la flora normal. Este es uno de los pocos medios que tiene una doble
funcion, selectivo y de enriquecimiento.
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4- PoR su uso

a- Medios p/pruebas
bioquimicas

Son aquellos que se utilizan para estudiar la accion de un solo tipo de bacterias frente a un
determinado sustrato, poniendo de manifiesto ciertas propiedades bioquimicas de los
microorganismos (investigacion de la degradacion de azlcares, metabolismo proteico, lipidico,
etc), que junto a otras caracteristicas o marcadores genéticos permiten su identificacion. Ej.:
Agar hierro triple aztcar (TSI), Agar citrato, Agar fenilalanina desaminasa, etc.

b- Medios para estudios
de sensibilidad a
antimicrobianos

Son aquellos en los que sus componentes no deben interferir con la actividad de los
antimicrobianos y no deben incluir sustratos que las bacterias usen como via metabdlica
alternativa a la via inhibida. Ej. agar Mueller Hinton.

c- Medios p/recuentos
de bacterias

Son solidos o liquidos selectivos o no. Permiten conocer la cantidad de bacterias contenidas
en materiales tales como agua, leche, carne, muestras clinicas, etc. Estos medios no son
inhibidores y se utilizan para recuento total. Ej.: Agar para recuento en placa (PCA), caldo Mac
Conkey, agar CLDE etc.

d- Medios especiales

Son aquellos cuya férmula constitutiva cumple con las exigencias vitales de un determinado
germen que soélo en ese medio halla las condiciones 6ptimas de desarrollo. Ej. Medio de
Lowestein - Jensen para Micobacterias.

e- Medios de transporte

Son medios de cultivo especiales para transporte de materiales, liquidos o semisélidos cuya
finalidad es mantener viables sin reproduccion (o minimamente) durante un tiempo a los
microorganismos presentes, permitiendo con posterioridad recuperar incluso a los que estan
minoritariamente presentes. Son utilizados p/remision de muestras al lab. Ej.: Medio de Stuart,
Cary Blair.

f- Medios de
mantenimiento

Son aquellos cuya composicion favorece el mantenimiento de los microorganismos que se
siembran en él, permitiendo mantener su viabilidad en el laboratorio a fin de realizar diversos
estudios. Aunque el método ideal para conservarlas es la liofilizacion, se pueden utilizar
medios con glicerol o leche que se mantienen a bajas temperaturas. Ej.: caldo tripticasa-
soya+glicerina.
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Desarrollo practico N° 7
MEDIOS DE CULTIVOS (2° PARTE)

1- Se realizaran grupos de discusion, para lo cual cada grupo de trabajo investigara los
medios de cultivo asignados por el instructor, buscando informacién acerca de:

* Composicion del medio de cultivo

« Utilidad y usos

* Su clasificacion de acuerdo con:

- Estado fisico

- Naturaleza

- Finalidad metabolica

- Usos

2- Cada grupo de trabajo acondicionara los medios de cultivo preparados la clase anterior
en tubos, de acuerdo con su posterior uso.

* Fundir y luego dejar solidificar inclinado para obtener un pico de flauta: tubos de agar

nutritivo, agar fenilalanina, bilis esculina, agar citrato, manitol salado, etc

* Tubos de TSI: fundir el medio y dejar solidificar inclinado pero con la precaucion de

dejar 3 cm de base y luego un pico de 3 cm.

3- Cada grupo de trabajo preparara un medio de cultivo natural asignado por los docentes.

MATERIALES

Material de vidrio
* Erlenmeyers, Probetas y Varillas de vidrio

Otros materiales
* Balanza analitica
* Papel para pesar y algodon
* Mechero y tripode
* Bafio termostatizado y recipiente para Bafio de Maria
* Papel, hilo y/o gomitas
e Tiras de pH
* Soluciéon de NaOH 1 N y Soluciéon de HCI 1 N
» Material bibliografico para la discusion grupal

Anexo

COMPOSICION DE MEDIOS DE CULTIVO MAS UTILIZADOS

1. CALDO NUTRITIVO

* Cloruro de sodio 3g
* Extracto de carne 3g
* Peptona S5g

* Agua destilada 1000 cc
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2. AGAR NUTRITIVO

* Extracto de carne 3g
* Peptona 5¢g
* Agar 12al5g
» Agua destilada 1000 cc
3. AGAR CLDE
* Peptona 4¢g
* Tripteina 4¢g
 Extracto de carne 3g
* L(-)Cisteina 0,128 g
* Lactosa 10 g
* Azul de bromotimol 0,020 g
* Agar 12 ¢
» Agua destilada 1.000 ml
4. AGAR EMB SEGUN LEVINE (Agar Eosina Azul de Metileno Lactosa)
* Peptona de Carne 10 g
* Lactosa 10g
* Fosfato dipotasico 2g
* Eosina amarillenta 04¢g
* Azul de Metileno 0,065 g
* Agar 135¢
* Agua destilada 1.000 ml
5. AGAR SANGRE
* Medio base 100 ml
» Sangre entera 5-10%

El medio base a ser utilizado en la preparacion de agar sangre y agar chocolate puede ser
agar Columbia, agar tripteina soja o agar nutritivo.

La sangre se afiade al agar estéril y enfriado a 45-50°C, evitando la formacion de burbujas.
Se prefiere la sangre de carnero, conejo y caballo, que ofrecen buenas reacciones hemoliticas.
La sangre humana procedente de Banco tiene el inconveniente de contener citrato que puede
inhibir el crecimiento de algunos microorganismos, anticuerpos, agentes antimicrobianos y glu-
cosa que falsea la reaccion de hemolisis.

PREPARACION
Puede realizarse de dos maneras:

1. Directamente en placas de Petri:

a. Fundir el agar esterilizado en tubos (20 ml) a bafio de Maria y dejar enfriar a 45-50°C.

* Colocar 2 ml de sangre en una placa estéril y verter el agar en la misma; inmediatamente
y con suavidad realizar movimientos circulares con la placa a fin de obtener una mezcla homo-
génea, cuidando de no mojar la tapa ni de hacer espuma.

* Dejar solidificar.

* Secar la superficie del medio en estufa a 37°C, 20 minutos (Placa invertida).

2. En erlenmeyer:

a. Fundir el agar esterilizado en erlenmeyer a bafio de Maria y dejar enfriar a 45-50°C.

» Anadir 510 % de sangre y homogeneizar inmediatamente con suavidad para obtener una
mezcla homogénea, evitando la formacion de burbujas.

* Distribuir en placas. Dejar solidificar y secar la superficie del medio en estufa a 37°C, 20
minutos (placa invertida).
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6. AGAR CHOCOLATE
» Agar base 100 ml

» Sangre entera 5-10%

Preparacion

Una vez fundido el agar base esterilizado, y enfriado a 45°C, agregar la cantidad de sangre
necesaria y colocar en bafio de agua. Elevar la temperatura a 80°C, mantener en estas condicio-
nes durante 5 a 10 minutos hasta color tipico agitando continuamente sin hacer burbujas. En-
friar a 45°C y distribuir en placas de Petri. Dejar solidificar y secar la superficie del medio en
estufa a 37°C, 20 minutos (placa invertida).

Nota: las placas de agar sangre y/o chocolate, de no usarse inmediatamente se conserva-
ran en la heladera a temperatura de refrigeracion.

PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO NATURALES

1. AGAR HARINA DE MAiZz:
Se utiliza para la produccion de pseudohifas y clamidosporas de especies de Candidas
* Harina de maiz 40 g
* Agar 20g
* Agua destilada 1.000 ml

PREPARACION

* Mezclar la harina de maiz con 500 ml de agua y calentar a 65°C durante 1 hora. Homoge-
neizar periddicamente para evitar la aglomeracion.

* Filtrar a través de una gasa y luego papel de filtro hasta obtener un filtrado claro.

* Reponer el agua evaporada y agregar el volumen restante de agua.

* Ajustar a pH 6,6-6,8.

* Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

2. AGAR PAPA DEXTROSA: EMPLEADO PARA FAVORECER LA ESPORULACION DE MOHOS

* Papas 250 g

* Glucosa 20 g

* Agar 15¢g

* Agua destilada 1.000 ml
PREPARACION

 Lavar la papa (no pelar), cortar en pequefios trozos y colocar en erlenmeyer con 500 ml
de agua. Calentar a bafio de Maria 30 a 45 minutos.

* Al mismo tiempo, en otro erlenmeyer fundir agar en 500 ml de agua.

* Filtrar la papa a través de una gasa y agregar el filtrado al erlenmeyer con el agar fundido.
Comprimir la gasa para escurrir el agua retenido en la pulpa de papa.

» Agregar la glucosa, mezclar y completar con agua al volumen total.

* Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

3. AGAR PAPA-ZANAHORIA: SE UTILIZA PARA FACILITAR LA ESPORULACION DE MOHOS

* Papa 20 g

» Zanahoria 20g

* Agar 20 g

* Agua destilada 1.000 ml
PREPARACION

 Lavar la papay la zanahoria (no pelar), cortar en pequefios trozos y colocar en erlenmeyer
con 500 ml de agua. Calentar a bafio de Maria 30 a 45 minutos.
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* Filtrar la papa a través de algodon y luego con papel de filtro. Agregar el agar y ajustar el
agua a 1.000 ml.

*pH 6,6 -6,8

* Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos.
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Trabajo Practico N° 8

SIEMBRAY AISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS

INTRODUCCION

En la naturaleza, la mayoria de los microorganismos no se encuentran aislados, sino inte-
grados en poblaciones mixtas. Para llevar a cabo el estudio de estos microorganismos y de sus
propiedades, es necesario separar unos de otros y trabajar con especies aisladas, obteniendo
cultivos axénicos o puros.

Un cultivo axénico o puro es aquel que contiene un solo tipo de microorganismo y que
procede generalmente de una sola célula; el crecimiento de esta origina, en medio sélido, una
masa de células facilmente visible que recibe el nombre de colonia.

Para obtener cultivos axénicos o puros a partir de una poblacion microbiana mixta, se
utilizan las denominadas técnicas de aislamiento que fueron desarrolladas durante el siglo XIX.
En un principio, Lister utilizé diluciones seriadas en medio liquido con esta finalidad, pero la
presencia de contaminacion, es decir la presencia de microorganismos no deseados, dificulto el
aislamiento. La escuela de Robert Koch introduce los medios so6lidos, complementados con
agar, y las placas de Petri en bacteriologia, que permiten asi la separacion fisica de las colonias
sobre la superficie del medio de cultivo o en el interior del mismo.

La esencia de la microbiologia la integran, por lo tanto, dos clases de operaciones: el aisla-
miento, que es la separacion de un microorganismo determinado de las poblaciones mixtas que
existen en la naturaleza, y el cultivo, que es el crecimiento de poblaciones microbianas en am-
bientes artificiales (medios de cultivo) bajo condiciones de laboratorio. Estas dos operaciones
entran en juego sin tener en cuenta la clase de microorganismo que estd manejando el
microbidlogo, son basicamente iguales para el estudio de los virus, las bacterias, hongos, algas,
protozoos e incluso para el de pequeiios invertebrados. Ademas, 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 la inoculacion de un microorganismo en un medio nutritivo adecuado, para lograr su
desarrollo y reproduccion.

OBJETIVOS DE LA SIEMBRA

La inoculacion de microorganismos en medios adecuados persigue dos objetivos funda-
mentales:

Aislamiento. Se realiza cuando se desea separar especies bacterianas contenidas en un ma-
terial contaminado, para lo cual se siembra en medios de cultivo, para permitir su separacion
mediante el desarrollo de colonias aisladas. Debe realizarse siempre en medios solidos en pla-
cas de Petri.

Subcultivo. Puede realizarse en medios liquidos o solidos, en las siguientes situaciones:

* Cuando el medio original esta agotado de nutrientes, una parte del desarrollo de este
medio se pasa a un nuevo medio con proporciones dptimas 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 para aislamiento, con el objeto de obte-
ner un cultivo axénico para posteriormente realizar otros estudios; por ¢j.: pruebas bioquimicas,
sensibilidad a antimicrobianos, etc.
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» Cuando se coloca una sola especie bacteriana en distintos medios adecuados; por ej.:
medios para identificacion, con la finalidad de que se reproduzca en ellos para observar su
comportamiento, definir propiedades, etc.

NORMAS GENERALES PARA LA INOCULACION

1- Disponer de medios de cultivo adecuados y estériles.

2- Los medios de cultivo que van a inocularse deben estar atemperados y libres de agua de
condensacion; en algunos casos conviene mantenerlos en estufa a 35-37°C. En cualquier caso,
las placas no deben estar fuera del refrigerador mas de dos horas, para evitar la desecacion de la
superficie del medio.

3- Antes de comenzar la inoculacidn, colocar ordenadamente y a mano todos los medios y
utensilios que se van a necesitar sobre una mesada limpia, desinfectada y protegida con papel de
filtro (opcional). También es necesario disponer de recipientes adecuados donde depositar el
material contaminado o desechable.

4- Efectuar todos los procedimientos microbioldgicos en condiciones de asepsia y con
utensilios perfectamente estériles. Manejar las muestras con precaucion para evitar contamina-
ciones de las mismas o por causa personal; es aconsejable el uso de guantes en todo momento y
de mascarilla. Evitar corrientes de aire durante el trabajo.

5- Trabajar siempre cerca de la llama del mechero para prevenir riesgos, sobre todo al abrir
y cerrar los envases que contienen o reciben las muestras.

6- Establecer siempre la secuencia de los pasos a seguir en el procesamiento de la muestra
con el fin de efectuar sin dificultades la inoculacion.

7- Identificar las placas, tubos, portaobjetos y cualquier recipiente de la muestra, mediante
una sigla y/o numero que asegure su reconocimiento posterior. Las placas se rotulan en la base
o parte inferior que contiene el medio; de otra manera, si se realiza en la tapa ésta puede extra-
viarse. Es conveniente colocarlas invertidas, ya que facilita su identificaciéon y manejo.

8- Flamear el asa o instrumento utilizado en la siembra inmediatamente antes y después de
su empleo, si el ansa no es de material desechable. Evitar introducirlos calientes dentro de la
muestra, porque se pueden formar aerosoles que originan contaminacién ambiental y destruc-
cion de los microorganismos por el intenso calor.

9- Flamear la boca de los recipientes después de abrirlos y antes de cerrarlos, con el fin de
crear una atmosfera caliente que prevenga la contaminacion; los tapones se toman con el dedo
meflique de la mano derecha y nunca se dejan sobre la mesada. Mientras permanezcan abiertos,
los recipientes se posicionan oblicuamente para impedir la entrada del polvo del aire.

10- Mantener las placas a la altura de la llama del mechero y a unos 20 cm de la misma,
siempre que se abran para asegurar una atmosfera estéril. La posicion oblicua de la placa es la
adecuada para la inoculacion.

INSTRUMENTOS DE SIEMBRA

El material necesario para la inoculacion primaria de muestras es relativamente simple.
Pueden emplearse asa/ansa, hisopos, pipetas graduadas, pipetas de Pasteur, jeringas, etc. La
diseminacion del inoculo en la superficie de una placa con medio sélido puede realizarse con
ansa ojal, hisopo o espatula de Drigalski.

Asa/Ansa. Esta confeccionada de un alambre de platino u otro material inserto en un man-
go para facilitar su manejo. Son mas usadas las asas de nicron, un material mucho mas barato y
resistente o las asas de plastico desechables y calibradas en diversas capacidades (1 pl, 5 pl, 10
ul). Existen distintos tipos de ansas que se utilizan en funcion del procedimiento microbiologi-
co que se requiera realizar (Fig. 8.1):

a) Ansa recta o aguja. Es un alambre recto fijado a un mango. Se utiliza para transferir
colonias de una placa a otra, sobre todo para la inoculacion por picadura de medios solidos y
semisodlidos en tubos.

b) Ansa en L. Es un alambre recto con el extremo doblado a 90°. Se emplea para repique de
hongos filamentosos en Micologia.
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¢) Ansa ojal. Es un alambre que en su extremo anterior tiene la forma de un circulo cerrado
de 2-3 mm de diametro. Su principal aplicacion es la estriacion de placas y la siembra en medios
liquidos; el ansa calibrada se utiliza para recuento de colonias.

FiGURA 8.1: AsA/ANSAS EMPLEADAS EN LA SIEMBRA DE MICROORGANISMOS. a) RECTA, b) EN L, ¢) oJAL

o I
o D .
o I o

Hisopos. Son muy utiles para efectuar la primera parte de la siembra (in6culo primario) a
partir de la muestra, para la transferencia de cultivos liquidos a placa y para la inoculacion
masiva de éstas a partir de suspensiones de colonias aisladas.

Jeringas. Son adecuadas para la inoculacion de muestras tomadas mediante puncion y trans-
portadas dentro de ellas. Ademas se aplican para los subcultivos en placa a partir de frascos de
hemocultivo y para transferir cultivos liquidos.

Pipeta graduada o micropipeta. Se emplea para transferir un inéculo primario liquido que
requiera de un volumen exactamente medido, para recuento de microorganismos.

Pipeta Pasteur. Utilizada para la inoculacion de muestras liquidas o transferencia de culti-
vos liquidos. Actualmente se emplean con preferencia las pipetas estériles de plastico desechables.

Espatula de Drigalski. Es una varilla fina de vidrio, acodada en angulo recto en uno de sus extre-
mos en forma de L o de triangulo equilatero. Se utiliza para inoculacién masiva de placas, aunque su
uso es muy limitado. Empleada en muestras de alimentos, para recuento de hongos y levaduras.

TECNICAS DE SIEMBRA

Los métodos basicos, para la siembra de gérmenes aerobios o anaerobios, se fundamentan
en los mismos principios, pero varian segun el estado fisico de los medios de cultivo:

1- Solido

2- Semisolido

3- Liquido

1. Siembra en medio sélido. El medio sélido lo podemos tener en placas de Petri o en tubo
de ensayo como agar inclinado o semiinclinado en pico de flauta (Fig.. 8.2).

FiGura 8.2:
a). Placa de Petri con medio de cultivo, b). Tubo de agar inclinado; c). Tubo con agar semiinclinado en pico
de flauta.

En medios solidos en placa de Petri las dos técnicas de siembra mas utilizadas son:
-Agotamiento en estria. (Fig. 8.3)
-Método de diseminacion en superficie. (Fig. 8.5)
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Agotamiento en estria: se practica para obtener cultivos puros de muestras que contienen
flora polimicrobiana; es también util para estudiar la morfologia y propiedades hemoliticas de
las colonias aisladas. Los pasos a seguir son:

Tomar una porcion de la muestra con el anillo del ansa, pipeta o hisopo y depositar direc-
tamente sobre la superficie solidificada del medio en un extremo. Una vez hecho el indculo
primario diseminar el material en la placa empleando un ansa ojal. Para ello, se toma la base de
la placa de Petri donde se encuentra el medio de cultivo so6lido fresco, y se la levanta hasta la
altura de la llama del mechero, a unos 20 cm de la misma. Rapidamente, para evitar la contami-
nacion, realizar estrias muy juntas con el ansa, pero sin hacer presion para no dafar el agar, en
una parte de la placa equivalente a un cuarto (Fig. 8.3. zona A). Se flamea el asa, se enfria y se
toca tres a cinco veces la siembra anterior. Se extiende de nuevo por otra zona de la placa
haciendo nuevas estrias. Este proceso se repite en los dos cuadrantes restantes y finalmente se
termina con un estriado en zig-zag. Terminada la siembra, tapar las placas. Incubar.

Ficura 8.3. METODO DE AGOTAMIENTO EN ESTRIA EN PLACAS DE PETRI

1). Se coloca el 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 Ultima estria de la zona Ay estriar la zona B; 3).
Reiterar el procedimiento 2 para la zona C y D; 4). Para terminar dibujar una estria en zig-zag en la zona E
(el espacio que queda entre los cuatro cuadrantes).

(1] E o

| Mechero de Bunsen| | Mechero de Bunsen|

Inéculo primario

El método descrito es el recomendado para el primocultivo de casi todas las muestras.

El proposito de esta técnica es diluir suficientemente el indculo sobre la superficie del
agar para obtener colonias bacterianas bien aisladas a partir de unidades formadoras de colo-
nias.

Las colonias aisladas obtenidas por el método de agotamiento en estria se pueden luego
subcultivar individualmente transfiriéndolas a otros medios, a fin de obtener cultivos puros que
pueden ser estudiados en medios diferenciales (Fig. 8.4).

Existen otros métodos especiales de inoculacion: dilucion y agotamiento, siembra en pro-
fundidad, siembra por goteo, etc.
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FiGURA 8.4. OBTENCION DE UN CULTIVO MICROBIANO PURO A PARTIR DE UNA MUESTRA CLINICA

A: toma del inéculo de la muestra
; mediante un ansa ojal.
A

B: siembra de un medio sdlido para
aislamiento, que puede realizarse por
las técnicas.

Asa | Asa en
en oja punta . .
C y D: en cinco estrias o en cuadrantes

respectivamente.

Incubacion E: tras la incubacion, recoger una
colonia bien aislada para obtener un

c E cultivo puro.

B
L F y G: inoculacion en medios solidos (F)
y liquidos (G) para obtener dicho cultivo
puro.
D

Diseminacién en superficie: consiste en distribuir la muestra de manera uniforme sobre la
superficie del medio de cultivo contenido en la placa. Se utiliza para ello la espatula de Drigalsky,
hisopo o ansa ojal.

Cuando se utiliza una espatula de Drigalsky (Fig. 8.5) se coloca el indculo primario con
una pipeta graduada o micropipeta en el centro de la placa y luego se disemina el indéculo en la
superficie del medio sélido, mediante:

— 20 movimientos concéntricos, girando la placa en el sentido de las agujas del reloj;

— movimientos de vaivén que cubran toda la placa.

Las espatulas de Drigalsky se disponen en un vaso de precipitado conteniendo etanol y se

esterilizan por flameado.

Es el método adecuado para el recuento de colonias y para la realizacion del antibiograma
por el método de difusion (utilizando ansas calibradas y espatula de Drigalsky).

FiGURA 8.5: METODO DE DISEMINACION EN SUPERFICIE CON ESPATULA

1 2 3 4 5

0
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Los medios solidos en tubo se utilizan para la transferencia de cultivos puros y estudios
bioquimicos. El medio puede estar dispuesto en forma inclinada hasta unos 45°, o semi-inclina-
dos (pico de flauta).

En tubo inclinado se coloca el inoculo en el fondo del tubo y se comienza a estriar por la
base del tubo, sembrando en “S” en la superficie inclinada (Fig. 8.6.a). En el caso de medios
solidos en tubos semi-inclinados se inocula primero atravesando el agar en profundidad, y luego
de retirar el alambre de la parte profunda se contintia en “S” en la superficie (Fig. 8.6.b).

Ficura 8.6: METODO DEL AGOTAMIENTO EN ESTRIA
a: en tubo inclinado. b: en tubos semi-inclinados.

’;S

2. Siembra en medio semisélido. Se utiliza el método de la picadura o puncion. Es 1til fun-
damentalmente para dos fines:

* observacion de movilidad de los gérmenes;
* licuacion de la gelatina.
En estos casos se utiliza ansa aguja. Para la siembra se

utilizan medios de cultivo frescos en tubos de ensayo,
solidificados verticalmente (Fig. 8.7.a). Se realiza una pun-
o O

FiGurA 8.7. SIEMBRA EN MEDIO
SEMISOLIDO

cion central y vertical con el ansa cargada con el indculo (Fig.
8.7.b), cuidando de retirarla por la misma perforacion practi-
cada al penetrar al medio con ella (Fig. 8.7.c). Cuando se ino-
culan tubos con agar semisélido para pruebas de movilidad es
importante que el alambre se retire siguiendo el mismo tra-
yecto utilizado para atravesar el medio. Un movimiento en
abanico durante la inoculacion de este medio puede dar como
resultado un patron de desarrollo a lo largo de la linea de siem-
bra, que se puede interpretar falsamente como movilidad
bacteriana.

Una vez retirada la aguja, se tapa el tubo y se lleva a
incubar. La movilidad se observa con un desarrollo microbiano
en todo el medio o en parte de €1, lo que indica que los gérmenes sembrados son moviles. Caso
contrario, el desarrollo es solamente en el lugar de siembra o picadura.

3. Siembra en medio liquido. Los medios de cultivo a inocular liquidos o caldos, estan SIEM-
PRE distribuidos en tubos, o Erlenmeyer. El cultivo de procedencia puede encontrarse en placa
de Petri, en tubo (caldo), o en pico de flauta.

Si se desea transferir colonias desarrolladas en medio s6lido, ya sea en placa o en tubos, se
toca el cultivo con ansa aguja u ojal, extrayendo una parte del mismo en las condiciones de
esterilidad ya estudiadas. Luego se quita el tapon del tubo a inocular y se procede como se
ilustra en la Fig. 8.8.
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FicurA 8.8. SIEMBRA EN MEDIO LiQUIDO

N A

Inclinar el tubo a un angulo de aproximadamente 30° y acercar el asa con el material a
inocular, a la superficie interior del vidrio, justo sobre el punto en el que la superficie del liqui-
do forma un angulo agudo. Realizar movimientos sobre el vidrio para disgregar el cultivo. Cuando
el tubo de cultivo se vuelve a la posicion vertical, el area de inoculacion queda sumergida deba-
jo de la superficie.

También se puede partir del desarrollo en medio liquido. En este caso, quitar el tapon de
algodon con el dedo mefiique de la mano derecha, tomando el tubo con el cultivo en la mano
izquierda, elevando el mismo hacia la llama del mechero, para flamear su boca, tratando de
mantenerlo inclinado. Introducir el ansa previamente esterilizada, en el tubo, y tomar la muestra
sumergiendo el ansa en el cultivo. Se siembra a un medio de cultivo liquido, introduciendo la
aguja o anillo cargada y agitando luego con la misma dentro del tubo para producir
homogeneizacion de la carga microbiana aplicada, y desprendimiento total de los gérmenes del
ansa. Posteriormente tapar el tubo y llevar a incubar.

INCUBACION DE MEDIOS INOCULADOS

Acondicionamiento para la incubacién: las placas sembradas se apilan invertidas y siempre
se manejan en esta posicion para el caso de cultivos bacterianos y con la tapa hacia arriba en
cultivos fingicos. Los tubos sembrados se incuban en posicion vertical.

Temperatura: después de la inoculacion, los medios deben incubarse a temperatura 6ptima
lo mas pronto posible, pues el retraso limita la capacidad de crecimiento de algunos
microorganismos delicados y favorece el desarrollo de contaminantes, sobre todo en los culti-
vos liquidos.

La temperatura 6ptima de incubacion para la mayoria de los patdgenos humanos esta proxima
ala corporal (35-37°C). Solo en ocasiones se incuban los cultivos a temperaturas mas elevadas con el
fin de seleccionar alglin patdgeno, o a menor temperatura para lograr el aislamiento de los que no
toleran los 37°C. Determinadas levaduras y los hongos filamentosos crecen mejor a 28-30°C.

Es importante que la temperatura de incubacion se mantenga en los limites establecidos
durante todo el proceso.

Atmésfera de incubacion: dependiendo de los requerimientos de oxigeno, la incubacion se
realiza en atmosfera ambiente, microaerdfila o anaerobia.

Incubacion en atmésfera con CO,;: las bacterias que precisan una tension de CO, para desa-
rrollarse son las llamadas capnofilas. Esta atmoésfera, del 5-10% se consigue incubando en reci-
pientes de cierre hermético con una vela encendida en su interior (método de extincion de la
llama): la llama consume parte de O, existente y lo sustituye por CO,. Como norma general, los
medios con sangre o hemoderivados se incuban en atmdsfera con CO, pues en ellos se investiga
cualquier tipo de microorganismos.

Incubacion en atmésfera microaerdfila: la atmdsfera debe contener una concentracion de O,
baja (5-7%), una tensién de CO, préxima al 10% y un 80% de nitrogeno. Esta atmosfera puede
conseguirse utilizando una campana de anaerobiosis sin catalizador, pero existen comercializa-
dos sobres Gaspar que generan la atmdsfera conveniente. La incubacion de estos cultivos se
mantiene como minimo hasta 48 horas.
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Incubacion en condiciones anaerobias: esta atmosfera se logra mediante el sistema Gaspar
que utiliza una campana de vidrio o plastico con cierre hermético. La incubacion se prolonga
hasta 48 horas como minimo, por la lentitud de crecimiento de muchas bacterias anaerobias.

Tiempo de incubacion: los cultivos se examinan después de 18-24 horas de incubacion,
algunas bacterias necesitan incubacion adicional para desarrollarse bien y han de mantenerse
hasta 48 6 72 horas. En casos especiales, en relacion con el tipo de muestra o el microorganismo
que se investiga, la incubacion se prolonga por mas tiempo: 7 dias para el hemocultivo, 15 dias
para hongos dermatofitos, 30 o mas para las micobacterias, etc.

INTERPRETACION DE LOS CULTIVOS

La interpretacion de los cultivos primarios luego de 24-48 horas de incubacidn requiere
una considerable destreza. El microbiologo debe evaluar si hubo desarrollo microbiano en me-
dios liquidos o solidos y decidir si se requieren procedimientos adicionales.

Evaluacion de medios liquidos. Los tubos que contienen medios primarios no se utilizan
comunmente para evaluar la morfologia de las colonias, sino mas bien para enriquecer el desa-
rrollo de las bacterias de modo que se puedan aislar en cantidad suficiente para su estudio.

El desarrollo microbiano en medios liquidos se visualiza mediante: presencia de grumos,
turbidez, deposito en el fondo o como un velo superficial o intermedio. (Fig. 8.9.).

FicurA 8.9. DESARROLLO MICROBIANO EN MEDIO LiQUIDO
1. Presencia de grumos, 2. Turbidez, 3. Dep0sito en el fondo, 4. Velo superficial, 5. Velo intermedio
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Evaluacion en medios solidos. Se efectiia mediante un examen macro y microscopico:

1. Observando las caracteristicas macroscopicas y cantidad relativa de cada tipo de colonia
aislada en agar.

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

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

1. Caracteristicas macroscépicas de las colonias. La evaluacion de las caracteristicas
macroscopicas de las colonias se realiza habitualmente mediante el examen visual del desarro-
llo en la superficie de las placas de agar.

La inspeccion de los cultivos se lleva a cabo sosteniendo la placa con una mano y obser-
vando la superficie del agar para comprobar la presencia de desarrollo bacteriano. Se debe estu-
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diar con cuidado cada placa debido a que las bacterias aisladas inicialmente a partir de muestras
constituyen a menudo cultivos mixtos y puede haber una variedad de tipos de colonias. Las
colonias puntiformes constituidas por bacterias de desarrollo lento pueden pasar inadvertidas
entre las de mayor tamafo.

Durante el examen las placas se deben inclinar en distintas direcciones con iluminacion
brillante 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 mi-
nusculas y observar mejor sus caracteristicas. Las placas de agar sangre se deben examinar
también a trasluz, empleando iluminacion brillante, a fin de detectar reacciones hemoliticas en
el agar.

Cuabro 8.1. CARACTERISTICAS DE LAS COLONIAS USADAS EN LA IDENTIFICACION DE BACTERIAS

1. Tamaiio 2. Forma 3. Elevacion 4. Borde
. Po Entero )
Diametro en mm Puntiforme F Y = Plana

Circular O — Ondulado D
Elevada e
Lobulado [EE
Filamentosa % Convexa Pl ‘
Monticular _Q_ Aserrado &
Irregular Q:D
Rizoide FJ_"_;LI”‘J:J__(,_ Umbeliforme — = Filamentosa %
/vl:r\.:
i Umbilicada 2= Rizado @
Fusiforme =—
5. Color 6. Superficie 7. Densidad 8. Consistencia
Blanco Lisa o rugosa Opaca Butirosa
Amarillo Mate o brillante Translucida Viscosa
Negro Seca o cremosa Transparente Membranosa
Beige Invasiva o superficial, etc. etc. Quebradiza
Naranja etc.
Verde, etc.

9. Olor. Los microorganismos que exhiben olores caracteristicos son:
-Pseudomonas spp (zumo de uva)

-Proteus spp (chocolate quemado)

-Streptomyces spp (s6tano enmohecido)

-Clostridium spp ( fétido, nauseabundo)

2. Cambios en el medio que rodea las colonias. Se resumen en el Cuadro 8.2

Cuabro 8.2. REACCIONES EN MEDIO DE AGAR UTILIZADAS EN LA IDENTIFICACION DE BACTERIAS.

1. Hemodlisis en agar sangre - Alfa: halo de hemdlisis parcial de glébulos rojos alrededor de las colonias
con coloracién verde del medio.

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

- Gamma: no hay hemdlisis de glébulos rojos ni cambio en el medio que
rodea la colonia.

2. Produccion de pigmentos en - Pigmentos hidrosolubles que colorean el medio.

medio de agar - Piocianina.

- Pigmentos fluorocrémicos.

- Pigmentos no difusibles confinados a las colonias.

En los medios diferenciales se incluyen diversos colorantes, indicadores de pH
y otros componentes que actuan como indicadores de las actividades
enzimaticas y ayudan a identificar las bacterias aisladas.

3. Cambios en medios diferenciales
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Estas caracteristicas son utiles en la seleccion de otros medios y pruebas diferenciales
apropiadas para completar la identificacion 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 después
con la coloracion de Gram.
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SIEMBRAY AISLAMIENTO

Los grupos de trabajo realizaran de acuerdo con las instrucciones del docente lo siguiente:

ACONDICIONAMIENTO DE LOS MEDIOS DE CULTIVO

1- Fundir los medios de cultivo so6lidos, preparados en practicos anteriores, a bafio de Ma-
ria. Una vez fundidos dejar enfriar aproximadamente a 50-60°C; a esta temperatura es posible
tomar el Erlenmeyer sin quemarse y disminuye la formacion de gotas de condensacion en la tapa
de las placas.

2- Distribuir en placas y tubos estériles, a razon de 20 ml por placa y 3 ml por tubo en
condiciones de esterilidad.

3- Dejar solidificar sobre la mesada, las placas en posicion horizontal y los tubos inclina-
dos o en pico de flauta.

4- Una vez solidificado el medio de cultivo llevar las placas a la estufa a 37°C por aproxi-
madamente 15 minutos, para secar el agua de condensacion que pudiera haberse formado.

PREPARACION DE AGAR SANGRE Y CHOCOLATE
Para la preparacion de agar sangre y chocolate se seguira el procedimiento detallado en el
Anexo del Trabajo Practico N° 7. Luego seguir los pasos 2-3 y 4 del punto anterior.

SIEMBRA

1- Siembra de muestras para aislamiento, en placas, en distintos medios de cultivo em-
pleando diferentes técnicas.

2- Siembra del material en estudio en caldo, agar semi-solido y en pico de flauta.

3- Los cultivos bacterianos se incuban a 35-37°C, durante 18-24 horas, en posicidn inver-
tida. Las placas de agar sangre y chocolate se incubardn en atmosfera con CO,, método de
extincion de la llama.

4- Los cultivos fungicos se incuban a 25-28°C durante cinco a siete dias, con la tapa hacia
arriba.

LECTURA E INTERPRETACION DE LOS CULTIVOS

1- Descripciodn de las caracteristicas macroscopicas de las colonias de cultivos bacterianos
y fingicos.

2- Coloracion de Gram y morfologia celular de los cultivos bacterianos.

3- Repique de la/s colonia/s aisladas a agar nutritivo en pico de flauta, para continuar con
las pruebas de identificacion.

MATERIALES
* Placas y tubos estériles * Recipiente para la atmosfera con CO2
* Medios de cultivo preparados * Vela
* Sangre * Estufa de cultivo a 37°C

* Mechero y tripode

* Recipiente para bafio de Maria

* Ansas: aguja, ojal y en L

* Espatula de Drigaslky

* Hisopos

* Recipiente para el material de descarte
* Muestras
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Trabajo Practico N° 9

IDENTIFICACION DE BACILOS GRAM NEGATIVOS.
IDENTIFICACION DE ENTEROBACTERIAS

INTRODUCCION

El diagnostico, manejo y tratamiento de las enfermedades infecciosas depende fundamen-
talmente de la correcta identificacion del agente causal.

Los avances de la biologia molecular aplicados al estudio taxondémico posibilitan hoy una
clasificacion exhaustiva de las bacterias.

La identificacion bacteriana aproximada se efectia observando las caracteristicas de las
colonias y la morfologia en la coloracion de Gram. No obstante, la caracterizacion final en
género y especie de un aislamiento bacteriano desconocido, se logra usualmente mediante la
deteccion de ciertos sistemas enzimaticos exclusivos, y por los productos formados por su me-
tabolismo que sirven como marcadores o como taxones para la identificacion. En el laboratorio,
estos sistemas enzimaticos pueden detectarse sembrando una pequefia porcion de una colonia
bien aislada a una serie de medios cultivos que contienen sustratos especificos e indicadores
quimicos que detectan cambios de pH o la presencia de subproductos especificos. El microbidélogo
debe seleccionar el conjunto apropiado de caracteristicas requeridas para la identificacion de
cada grupo de bacterias.

Actualmente existen numerosos equipos comerciales para la identificacion de las bacte-
rias.

Por otra parte, en ciertas ocasiones es necesario apelar a la caracterizacion genética para la
identificacion definitiva de un aislamiento.

Este Practico tiene por objeto brindar esquemas sencillos, destinados a la identificacion
fenotipica de las especies aisladas mas frecuentemente, de las infecciones en el humano. Se han
seleccionado pruebas reproducibles, de modo de reducir al minimo el margen de error. Sin em-
bargo, la identificacion definitiva de ciertas especies puede demandar un niimero considerable
de pruebas, lo que determinaria su derivacion a centros microbioldégicos mas complejos.

Se pueden observar en el Cuadro 9.1 las pruebas que se deben realizar para la identifica-
cion de bacilos Gram negativo aerobios.

CuADRO 9.1. PRUEBAS MINIMAS PARA IDENTIFICACION DE BACILOS GRAM NEGATIVOS AEROBIOS

Prueba de la Oxidasa

Utilizacion de la Glucosa en Agar Triple Azucar (Tsi)
Fermentadores No Fermentadores
Ej.: Enterobacteriaceae Ej.: Pseudomonas, otros bacilos Gram negativos
Pruebas de identificacion Pruebas de identificacién
* Produccion del Indol (1) Produccién de pigmentos
» Reaccion del Rojo de metilo (RM) Movilidad
* Produccién de acetilmetilcarbinol Prueba de Voges Proskauer (VP) | Fluorescencia
» Utilizacion de citrato (CIT) Produccion del Indol
Gas Decarboxilasas
Sulfuro de hidrégeno Oxidacién-Fermentaciéon de Hugh y Leifson (OF)
Actividad de la R-galactosidasa (ONPG) Produccion de desoxirribonucleasa (DNAsa)
Movilidad Crecimiento en agar Mac Conkey
Lisina decarboxilasa Produccion de ureasa en medio de Christensen
Ornitina decarboxilasa Reduccioén de nitratos a nitritos
Arginina-deshidrolasa Desnitrificacion (NO, a Ny)
Produccion de fenilalanina desaminasa Desarrollo a 42°C
Produccion de ureasa Desarrollo en caldo con CINa al 6,5%
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* Reacciones IMVIC. Estas siglas comprenden las pruebas del I, RM, VP, CIT. Actualmen-
te se consideran las pruebas en forma independiente en los esquemas de identificacion.

IDENTIFICACION DE ENTEROBACTERIAS (BACILOS GRAM NEGATIVOS, FERMENTADORES,
OXIDASA NEGATIVA)

Existen actualmente mas de 80 especies de enterobacterias descritas como aislamientos de
materiales clinicos. Sin embargo, el 95% de los mismos corresponden a Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii, Salmonella spp., Shigella
spp., Serratia marcescens 'y Proteus spp.

A continuacion se describen algunas pruebas, remitiéndose al alumno al uso de la biblio-
grafia complementaria que figura en esta Guia, como asi también la que figura en el programa
vigente, para completar el tema de trabajos practicos.

En todas las pruebas usadas para la identificacion de enterobacterias es menester ensayar
cada nueva partida de medios o reactivos con organismos que den reacciones positivas y nega-
tivas sugeridos en la bibliografia.

PRUEBA DE LA OXIDASA

Esta basada en la deteccion de la presencia o ausencia de la produccion de la enzima
citocromooxidasa. Esta reaccion se debe a la presencia -en la cadena respiratoria- de un sistema
citocromo que activa la oxidacion del citocromo reducido con el oxigeno molecular, el que a su
vez actlia como aceptor de electrones en la etapa terminal del sistema de transferencia de elec-
trones con formacion de agua. El sistema citocromo se encuentra en los organismos aerobios o
anaerobios facultativos, de modo que la prueba de oxidasa es importante para identificar a aque-
llos organismos que carecen de la enzima o son anaerobios obligados. La prueba es sumamente
util para el “screening” de colonias sospechosas de ser enterobacterias (todas negativas), y para
la identificacion de colonias que se presume sean Pseudomonas o Neisseria (positivas).

La prueba de la oxidasa utiliza ciertos colorantes reactivos, como el diclorhidrato de dimetil
p-fenilendiamina, diclorhidrato de tetrametil p-fenilendiamina, que actuan como aceptores arti-
ficiales de electrones, sustituyendo al oxigeno.

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

La técnica directa en placa, en la cual se afiaden directamente dos o tres gotas del reactivo
a las colonias bacterianas aisladas que se desarrollan en placas.

La técnica indirecta en tiras de papel, en la que se afiaden unas gotas de reactivo a una tira
de papel de filtro. En esta zona se extiende un asa de la colonia sospechosa.

Se recomienda el empleo de un asa o aguja de inoculacion de platino para retirar las colo-
nias, ya que la presencia de un simple vestigio de hierro puede por si solo catalizar la oxidacion
del reactivo, dando una reaccién falsamente positiva.

INTERPRETACION

Oxidasa (+) = color rosado, después marron y finalmente negro.

Oxidasa (-) = no se produce cambio de color.

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

CONTROLES

Se deben incluir en las pruebas, a intervalos frecuentes, controles constituidos por espe-
cies bacterianas que exhiban reacciones positivas y negativas.

Control positivo: Pseudomonas aeruginosa

Control negativo: Escherichia coli

DETECCION DE FERMENTADORES DE GLUCOSA Y LACTOSA EN AGAR HIERRO DE KLIGER (KIA) O
EN AGAR TRIPLE AZUCAR (TSI)

Estas pruebas se usan para orientar en la identificacion inicial de los bacilos Gram (-), en
especial de los miembros de la familia de Enterobacteriaceae. Un KIA o TSI negativo nos indica
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que un organismo no pertenece a dicha familia y que se debe determinar una serie diferente de
caracteristicas a fin de lograr la identificacion de la especie.

El agar hierro de Kliger (AHK) o (KIA) y el agar hierro triplemente azucarado (AHTA) o
(TSI), son medios diferenciales en tubo que sirven a un doble fin:

* determinacion de las fermentaciones de glucosa, lactosa y/o sacarosa con produccion de
acidos y gases (CO,+ H,);

¢ determinacion de la produccion de sulthidrico.

Ambos medios son muy ricos desde el punto de vista nutritivo porque tienen cuatro com-
ponentes proteicos y estan exentos de inhibidores, lo que permite el desarrollo de la mayoria de
las especies bacterianas.

El medio AHK contiene dos hidratos de carbono: lactosa al 1% y glucosa al 0,1%. La diferen-
cia entre AHK y TSI radica en que el TSI contiene 1% de sacarosa (ademas de glucosa y lactosa).

Como indicador del acido sulfhidrico, el medio contiene sulfato ferroso, que es algo menos
sensible que otras sales férricas o ferrosas, lo que hace que pueda haber discrepancias entre las
lecturas de sulfhidrico de AHK y TSI y otros medios, por ¢j.: el SIM, medio semisélido que
también detecta sulfuro.

Debemos recordar que el medio contiene tiosulfato de sodio para la produccion del sulfhidri-
co. Dado que el pH final del medio esta estabilizado a 7,4 y posee como indicador rojo fenol, la
produccion de pequefias cantidades de acido dara como resultado un cambio visible de color a
amarillo (pH menor a 6,8) y rojo (pH 7,4). El medio no inoculado tiene un color anaranjado rojizo.

Muchos microbiologos prefieren el TSI al KIA debido a que el agregado de sacarosa a la
formula ayuda a investigar la presencia de Salmonella y Shigella , ya que ninguna de estas
(salvo raras cepas) utiliza lactosa o sacarosa (cualquier reaccion acido/acido indica fermenta-
cion de lactosa y/o sacarosa).

PROCEDIMIENTO

Se prepara el agar en pico de flauta; esto permite la existencia de dos camaras de reaccion
dentro del mismo tubo. La porcién inclinada, expuesta en toda su superficie al oxigeno atmosfé-
rico, es aerobia; la porcion llamada fondo o profundidad, esta protegida del aire y es relativa-
mente anaerobia. Al preparar los medios es importante que el pico y el fondo tengan aproxima-
damente tres cm de longitud cada uno, a fin de conservar este efecto de las dos camaras.

La colonia sospechosa en estudio y aislada en una placa de agar se siembra con un ansa
recta en los tubos de AHK y TSI atravesando el medio hasta la parte profunda del tubo. Es
importante no extender la linea de siembra a mas de tres a cinco mm del fondo del tubo para
evitar la entrada de aire en la parte profunda y alterar la anaerobiosis del fondo. Luego de retirar
el alambre del fondo, se estria el pico con un movimiento hacia uno y otro lado. Luego se incuba
a 35°C durante 18 a 24 horas.

INTERPRETACION

» Utilizacion del hidrato de carbono

Seglin el comportamiento de las bacterias que desarrollan en estos medios, se producen
distintos tipos de reacciones. Se analizan los resultados, registrando primero el cambio de reac-
cion del pico de flauta y luego el de la capa profunda, como se indica a continuacion.

CuADRO 9.2. REACCIONES EN EL KIA

PICO DE FLAUTA |CAPA PROFUNDA HIDRATO DE CARBONO
METABOLIZADO

Alcalino Acido Glucosa

Acido Acido Glucosa y Lactosa

Alcalino Alcalino No hay fermentacion de Glucosa ni Lactosa. Utilizan peptonas

del medio de cultivo.

Alcalino Sin cambio No hay fermentacion de Glucosa ni Lactosa. Utilizan peptonas

del medio de cultivo.
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Ficura 9.1. OBSERVACION DE RESULTADOS TiPICOS EN TUBOS DE TSI

@ ()

N

_/ e
Tubo sin Acido/Acido Alcalino/Acido Alcalino/Acido Acido/Acido
Inocular gas gas gas, H,S

Interpretacion de colores

[ ] Colornaranja Color amarillo
- Color rojo-anaranjado - Color negro

PRECAUCIONES

Es fundamental leer e interpretar un tubo de AHK (TSI) dentro del periodo de incubacion de
18 a 24 horas. Si se lee antes, por ejemplo a las 12 horas, puede obtenerse un resultado falso acido/
acido, debido a que la glucosa atin no se ha degradado completamente. Errobneamente se interpre-
taria como que el microorganismo fermenta glucosa y lactosa y/o sacarosa. Por otra parte, un tubo
de AHK leido después de 24 horas puede dar un falso alcalino/alcalino, que indicaria que no se ha
fermentado ningin hidrato de carbono. Ocurre que el microorganismo comienza a utilizar las
peptonas como elementos nutritivos para continuar su reproduccion, lo que da un pH alcalino.

FERMENTACION DE GLUCOSA SOLAMENTE

Esta reaccion (alcalina/acida) se da en los microorganismos capaces de fermentar solamente la
glucosa; no son fermentadores de lactosa y/o sacarosa en el TSI. En este caso s6lo puede obtener una
cantidad relativamente pequeiia de acido, ya que la concentracion de glucosa del medio es de solo
0,1%. Inicialmente, durante las primeras 8 a 12 horas de incubacion, atn esta cantidad es suficiente
para virar a color amarillo tanto el fondo como el pico. Sin embargo, en las pocas horas siguientes,
las proteinas de la parte inclinada del tubo, por accion del oxigeno y las bacterias, comienzan a
liberar aminas que contrarrestan las pequenas cantidades de acido. A las 18-24 horas, todo el pico
retorna a un pH alcalino, retomando un color rojo. En el fondo del tubo, empero, la degradacion
proteica es insuficiente para contrarrestar el acido formado, debido a la degradacion anaerobica de la
glucosa, y se mantiene el color amarillo debido a los productos terminales acidos que se forman.

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

FERMENTACION DE LACTOSA Y GLUCOSA

Esta reaccion (acida/acida) se da en los microorganismos que fermentan tanto la lactosa
(y/o sacarosa en el TSI) como la glucosa en busca de elementos nutritivos energéticos, dando
después de la incubacidon una reaccion acida (amarilla) en el 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 incubacion de 18 a 24 horas, aun no se ha consumido y existe una condicion acida
tanto en el pico como en el fondo debido a la fermentacion de la glucosa. Si se lee el mismo tubo
después de 48 horas, el pico de flauta se vuelve alcalino por depleccion de la lactosa y la utiliza-
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cion de las peptonas. Ejemplo de bacterias que fermenten glucosa y lactosa son los coliformes
como Escherichia coli y el grupo Klebsiella-Enterobacter.

NO-FERMENTACION DE LACTOSA NI DE GLUCOSA

Esta reaccion (todo rojo) se da cuando los microorganismos no fermentan estos azucares,
por ende no se forman acidos, y la produccion de aminas en el pico, junto con los buffer alcalinos,
hacen que todo el medio aparezca de color rojo. Las bacterias que producen este tipo de reac-
cion son conocidas como “no fermentadoras”. Ejemplo caracteristico de bacterias “no
fermentadoras” es la Pseudomonas aeruginosa.

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

Alcalina/alcalina: degradan las peptonas tanto aerdébica como anaerobicamente.

Alcalina/sin cambio: es el resultado de un microorganismo, que solo puede catabolizar las
peptonas en condiciones aerdbicas; de alli que solo el pico muestra el cambio de color (rojo).

* Produccién de gases (CO,+ H?)

Se evidencia por el desplazamiento total o parcial del medio, dejando un area clara o una
muesca, al costado del tubo, o a veces burbujas.

* Produccion de sulfhidrico, que ennegrece el medio y a veces oculta la acidez de la capa
profunda del medio que, aunque no se la observe, existe cuando se produce sulfhidrico.

PRUEBA DEL ROJO METILO

Una vez metabolizada la glucosa hasta acido pirtvico, los microorganismos siguen distin-
tas rutas fermentativas, dando productos variados que se tratan de identificar para caracterizar
el género o la especie microbiana correspondiente. Dos de esas rutas o vias degradativas son:

 La fermentacion acida mixta.

* Butilenglicol.

La prueba de rojo de metilo (RM) sirve para identificar especies bacterianas que son gran-
des productoras de acidos 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 vira entre 6 (amarillo) y 4,4 (rojo).

Existen muchas especies de enterobacterias que producen mezclas de acidos fuertes en can-
tidades detectables con el indicador; solo se consideran rojo de metilo (+) aquellos microorganismos
que pueden mantener este pH bajo luego de una incubacion prolongada (2 a 5 dias) y no en las
fases iniciales de la incubacion, contrarrestando asi al sistema estabilizador de pH del medio.

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

| |

Acetilmetilcarbinol Fermentacion
(Acetoina) Acida Mixta
KOH + Aire bH= 4.4
. ) vira al indicador
Butilenglicol Rojo de Metilo
Diacetilo |
Color Rojo
Creatinina (del medio) + naftol (Prueba de Rojo
de Metilo Positiva)

Complejo Rojo
(Prueba de Voges
- Proskauer Positiva)
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PROCEDIMIENTO

Se siembra el caldo RM/VP con un cultivo puro del microorganismo en estudio, se incuba
a 35°C durante 48 horas (no menos) y hasta cinco dias. Finalizado este periodo se divide en 2
fracciones: una de ellas (A) para la prueba de RM, y la otra (B) para el VP.

A la fraccion (A) se le afiaden dos a cinco gotas del indicador rojo de metilo. El desarrollo
de un color rojo indica que la reaccidn es positiva, por lo tanto la produccion de acido es sufi-
ciente para bajar el pH a 4,4 o menos.

Color amarillo indica que la reaccion es negativa.

PRUEBA DE VOGES-PROSKAUER

Sirve para detectar aquellos microorganismos que metabolizan el acido piravico por la via
que lleva a la produccion de acetoina (acetilmetilcarbinol), un subproducto de reaccion neutra.

A laalicuota (B) del caldo RM/VP separado anteriormente se agregan los siguientes reactivos
respetando el orden:

1. 0,6 ml. de alfa-naftol al 5%.

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

Agitar suavemente el tubo para poner en contacto con el oxigeno atmosférico en medio
alcalino y se deja reposar entre 10-15 minutos; luego se observa.

El desarrollo de un color rojo indica reaccion positiva por presencia de diacetilo. Un color
amarillo indica reaccion negativa.

UTILIZACION DEL CITRATO

Sirve para identificar aquellas bacterias que pueden obtener energia y/o carbono por via
distinta de la fermentacion de hidratos de carbono, utilizando citrato como tnica fuente de car-
bono. El citrato de sodio es una sal del acido 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 bacte-
rias que pueden utilizar citrato, también pueden extraer nitrégeno de la sal de amonio, produ-
ciendo amoniaco que se convierte en (NO4OH) alcalinizando el medio.

Para la realizacion de esta prueba pueden utilizarse distintos medios citratados:

MEpio ciTRATADO DE KOSER

Consiste en un caldo con fosfatos y citrato de sodio, libre de proteinas e hidratos de carbo-
no, en el que el punto final de la prueba lo da la presencia o ausencia de turbidez visible tras la
inoculacién e incubacién del microorganismo en estudio.

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 estria la superficie del pico con un indculo escaso tomando de una colonia aislada del micro-
organismo. Si el indculo es muy abundante, los compuestos organicos preformados dentro de
las paredes celulares de las bacterias que van muriendo pueden liberar carbono y nitrégeno
como para producirse falsos (+). Cuando se estan inoculando distintos tubos con distintos me-
dios diferenciales conviene primero estriar el medio de citrato para evitar arrastrar proteinas e
hidratos de carbono de los otros medios.

Luego de incubar a 35 °C durante 24 a 48 horas (hasta 4 dias), el desarrollo bacteriano y el
color azul intenso indican que la prueba es positiva y revela que el microorganismo ha sido
capaz de utilizar el citrato contenido en el medio, con la formacion de productos alcalinos.

A veces puede detectarse un desarrollo microbiano visible a lo largo de la estria, antes del
viraje del color al azul. Esto puede interpretarse como positivo y se confirma prolongando el
tiempo de incubacion hasta el desarrollo de color azul. El medio no inoculado es de color verde.
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INDOL

El indol es uno de los productos del metabolismo del aminoacido triptofano, que esta pre-
sente en la peptona que compone el medio de cultivo. Las bacterias que poseen la enzima
triptofanasa son capaces de degradar el triptéfano, con produccion de indol, acido pirtvico y
amoniaco.

CHZ—ClH—COOH
‘ NH2 + CH,— C—COOH + NH,
N
H

I
o

L-TRIPTOFANO TRIPTOFANASA INDOL + ACIDO PIRUVICO + AMONIACO

AGUA

DESAMINACION

PROCEDIMIENTO

Se siembra el microorganismo en estudio en un tubo conteniendo medio liquido de cultivo
formado por peptona al 1%, CINa, y es una variante posible incorporarle triptéofano al 1%. Se
deben utilizar medios ricos en triptdéfano.

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 a 48
horas.

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

Si la prueba es positiva, el indol se combina con el aldehido para dar un color rojo fucsia
en la interfase del reactivo y el caldo (o en la capa de cloroformo si se emplea el reactivo de
Ehrlich), segundos después de anadido.

PRODUCCION DE ACIDO SULFHIDRICO

Algunas bacterias son capaces de liberar enzimaticamente azufre en forma de acido sulfhi-
drico a partir de aminoacidos o de agentes azufrados presentes en el medio de cultivo. El sulfhi-
drico es un gas incoloro que puede detectarse utilizando un indicador de sulfuro, que son sales
de metales pesados tales como sulfato ferroso, citrato férrico, acetato de plomo, etc., que en
contacto con el sulthidrico gaseoso dan un precipitado negro (S= del metal pesado) indicando la
positividad de la reaccion.

El indicador mas sensible es el acetato de plomo que, como suele inhibir el desarrollo de
muchas bacterias, se lo utiliza impregnado en una tira de papel de filtro que se fija al tapon del
tubo de cultivo, y no se incorpora al medio. El punto final lo da el ennegrecimiento de la tira que
se detecta a las 24 a 48 horas. Puede detectarse el sulfhidrico en medios de cultivo como el SIM,
TSI, KIA y no en papeles reactivos. La diferente sensibilidad de estos medios radica en la alte-
racion de las distintas etapas que conducen a la produccion y deteccion del sulfhidrico. El gas
sulfhidrico que se detecta en un medio puede no detectarse en otro; por lo tanto, es necesario
conocer el sistema analitico utilizado cuando se interpretan esquemas de identificacion.

El medio SIM es mas sensible que el KIA para la deteccion del sulthidrico y , a su vez, el
medio KIA es mas sensible que el TSI. En todos los casos el punto final esta dado por un preci-
pitado negro insoluble de sulfuro del metal pesado formado en el medio.

PRUEBA DE LA MOVILIDAD

Las bacterias tienen movilidad por medio de sus flagelos, los cuales se encuentran en los
bacilos. A veces las bacterias con movilidad producen variantes no moviles.
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PROCEDIMIENTO

Se usan medios semiso6lidos para detectar la movilidad, que contienen agar al 0,4% o me-
nos. Se emplea el medio SIM (sulfuro-indol-movilidad) que puede medir mas de una caracteris-
tica en un mismo tubo. Se debe interpretar primero la prueba de movilidad, ya que el agregado
del reactivo del indol puede oscurecer los resultados.

Los medios se fraccionan en tubos, hasta alcanzar una altura de 5 cm y se dejan solidificar
en posicion vertical. El microorganismo se inocula punzando una vez el centro del medio, con
un alambre recto hasta una profundidad de 2 cm. Se incubara 24 horas a 37°C a temperatura
ambiente seglin el microorganismo en estudio.

INTERPRETACION

Prueba positiva = los organismos modviles migran de la linea de siembra y se difunden en el
medio.

Prueba negativa = crecimiento bacteriano unicamente en la linea de siembra.

PRUEBA DE LA FENILALANINA DESAMINASA
Algunos microorganismos poseen la facultad de desaminar la fenilalanina con produccion
de acido fenil piravico y amoniaco.

PROCEDIMIENTO

Se siembra el microorganismo en un medio de cultivo en "pico de flauta" conteniendo
fenilalanina, extracto de levadura, CINa, fosfato de amonio, agar y agua destilada. Se incuba a
35°C durante 18 a 24 horas. Se agregan cuatro o cinco gotas de reactivo (cloruro de hierro) al
10% directamente sobre la superficie del agar. Si la reaccion es positiva, se observa inmediata-
mente la aparicion de un color verde intenso en el pico de flauta y en el liquido de sinéresis.
Algunas especies desaminan la fenilalanina tan rapidamente que la prueba puede ser positiva ya
a las 4 horas de incubacion. La coloracion se desvanece en unos 10 minutos, en consecuencia la
observacion debe realizarse inmediatamente después de agregar el reactivo.

CH,— CH—COOH +CH,— C— COOH

NH2 (o}
+ %0 + NH,
Flavoproteina

Fenilalanina Acido fenilpiravico Amoniaco

REACCION DE LA UREASA

Los microorganismos que poseen la enzima ureasa tienen la capacidad de hidrolizar urea
con liberacion de amoniaco.

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

PROCEDIMIENTO

Se siembra el microorganismo en un medio conteniendo urea al 20% y un indicador de pH,
el rojo fenol, incoloro a pH neutro y rojo a pH alcalino. El caldo urea de Stuart y el agar urea de
Christensen son los dos medios mas utilizados comunmente.

Incubar ambos medios a 35°C durante 18 a 24 horas. Una reaccidn 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 relativamente grandes
de amoniaco a fin de superar el sistema estabilizador y elevar el pH del medio lo suficiente
como para provocar el viraje del indicador.
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El agar urea de Christensen posee un sistema estabilizador de pH mucho mas débil y con-
tiene ademas peptonas y 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 producciones mas escasas de amoniaco.

H,N

\ UREASA

c=o0 + 2 HOH Co, *+ HO + 2NH, <~ (NH,), Co,

H,N Urea Anhidrido Amoniaco Carbonato de
Carbonico Amonio

FERMENTACION DE HIDRATOS DE CARBONO

Se determina la capacidad de un microorganismo de fermentar un determinado hidrato de
carbono incorporado a un medio de cultivo basico, con produccion de acido o acido y gas.

El medio de cultivo lleva incorporado un indicador de pH, generalmente purpura de
bromocresol, que a un pH neutro es violeta y a un pH acido es amarillo.

La fermentacion del compuesto original y la consiguiente formacién de productos acidos
provoca un viraje del indicador que marca asi la positividad del ensayo.

Cuando se utiliza un medio de caldo con hidratos de carbono, se coloca por lo general una
campanita o tubo de Durham en posicion invertida, en el tubo de glucosa tnicamente. 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 el microorganismo en
estudio no fermenta la glucosa, es aconsejable agregar tubos de Durham a algunos de los otros
hidratos de carbono puestos a prueba en la bateria.

TaBLA 9.1. PRUEBAS MINIMAS DE IDENTIFICACION DE ENTEROBACTERIAS

Género TSI Gas | SH, | RM | VP | Indol Movil Cit | FA | Urea Lis | Arg | Orn
Escherichia A/A + - + - + + - - - + v v
Shigella KIA - + - - v - - R R R N ¥
Edwarsiella K/IA + + + - + + - - - T - T
Salmonella K/A + + + - - + + - - + v +
Citrobacter A + v + - v + + - v R v v
KIA
Klebsiella A/A ++ - - + v - + N + + - N
Enterobacter AIA ++ - - + - + + - v - + +
Hafnia K/IA + - v + - + - - - + - T
Pantoea AR v - v Y v + v v v - - +
K/IA
Serratia K/A + - v + - + + - - + - +
Proteus KIA v + + v v + v + ++ - R +
Morganella K/IA + - + - + + - + ++ N N T
Providencia KIA % - + - + v + + v - - -
Yersinia K/IA - - + - v * R R v N R ¥

TSI: Agar Hierro Triple Azicar, RM: Rojo de Metilo, VP: Voges-Proskauer, I: Indol, Cit: Citrato, FA: Fenilalanina, Mov:
Movilidad, Lis: Lisina, Arg: Arginina, Orn: Ornitina, A: acido, K: Alcalina, +: 90% o mas positivas, -: 90% o mas negativas,
v: variable. Las zonas sombreadas indican las reacciones claves. *No mdviles a 35°-37°C, méviles a 22°C. (Esquema

adaptado de Koneman, Stephen, Allen, Janda, Schreckenberg, Winn. Diagnostic Microbiology. 5" ed. Ed. Lippinciltt. 1997).
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IDENTIFICACION DE BACILOS GRAM NEGATIVOS NO FERMENTADORES (BNF)

Son bacilos Gram negativos aerobios, que no utilizan los hidratos de carbono como fuente
de energia o que los degradan por la “via oxidativa” mas bien que por la via fermentativa.

Es frecuente el aislamiento de Pseudomonas aeruginosa, entre otros.
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IDENTIFICACION DE BACTERIAS GRAM NEGATIVA

El alumno, mediante pruebas bioquimicas, identificara familia y género al que pertenecen
las colonias desarrolladas de una siembra efectuada 24 horas antes.

MATERIALES
1. Picos de agar nutritivo con cultivos de bacilos Gram negativos.
2. Medios de cultivo preparados para las pruebas bioquimicas y fraccionados conveniente-
mente.
» Agar citrato de Simmons
 Agar fenilalanina
» Agar urea, SIM, TSI
* Medio de Clark y Lubs ( caldo RM/VP)
3. Reactivos para la lectura de las reacciones bioquimicas
4. Estufa de 37°C
5. Ansas

METODO

* Primer dia: siembra de los microorganismos en los medios de cultivo citados segun indi-
caciones del docente.

Todos los cultivos se llevaran a incubar a estufa a 37°C por el tiempo que demande cada
prueba.

* Segundo dia: se llevara a cabo la prueba de la oxidasa y se procedera a la lectura de los
resultados de las pruebas, agregando los reactivos correspondientes a aquellas que asi lo requie-
ran.

Se dejaran en incubacién los medios de cultivo sembrados en las pruebas que necesitan un
tiempo mas prolongado para su lectura (RM, citrato).

Se procedera a la lectura seglin Tabla para identificar al microorganismo.

BIBLIOGRAFIA
-Bailey y Scott. Diagnostico Microbiologico.
-Mac Faddin J. F. Ed. Pruebas bioquimicas de Identificacion de Bacterias importantes en
clinica. Panamericana.
-Koneman. Diagnostico Microbiologico. Ed. Panamericana.
-Davis Dulbeco y Col. Tratado de Microbiologia. Ed. Salvat.
-Guia de Trabajos Practicos Catedra de Microbiologia de Bioquimica. Fac. Cs. Ex. Qcas.
y Nat. UNaM. 1993.
-Guia de Trabajos Practicos Catedra de Microbiologia de Farmacia. Fac. Cs. Ex. Qcas. y
Nat. UNaM. 2002.
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Trabajo Practico N° 10

IDENTIFICACION DE COCOS GRAM POSITIVOS AEROBIOS

INTRODUCCION
En el Cuadro 10.1 se detalla la clasificacion de los cocos Gram positivos aerobios de ma-
yor importancia médica.

Cuabro 10.1. Cocos GRAM POSITIVOS DE IMPORTANCIA CLINICA

FAMILIA GENERO | ESPECIE

Micrococcus | spp

Micrococcaceae
Cocos Gram positivos catalasa Sthaphylococcus aureus
positiva epidermidis
saprophyticus
haemolyticus

Streptococcus pyogenes (grupo A)

agalactiae (grupo B)

grupos Cy G

Cocos Gram positivos pneumoniae

catalasa negativa estreptococos del grupo viridans
otros estreptococos

Enterococcus faecalis
faecium
avium
raffinosus

IDENTIFICACION DE MICROCOCCACEAE
La fermentacion positiva de glucosa en anaerobiosis por los estafilococos diferencia los
géneros Micrococcus (-) y Staphylococcus (+).

GENERO STAPHYLOCOCCUS

Los estafilococos son los microorganismos que producen la mayoria de las infecciones en
humanos. Se detalla a continuacion la diferenciacion de Staphylococcus spp teniendo en cuenta
ademas las especies de este género mas frecuentemente aisladas en el laboratorio.

Caracteristicas bioquimicas mas importantes utilizadas en la identificacion del género
Staphylococcus

* Produccion de coagulasa

* Sensibilidad a la novobiocina

 Hidré6lisis del DNA

» Utilizacion del manitol en el medio de Chapman

Otras pruebas utilizadas en la identificacion de las especies del género

Fosfatasa alcalina, ornitina decarboxilasa, hidrolisis de la urea, produccion de acetoina
(VP), produccion de pirrolidonil arilamidasa (hidrolisis del Pyr), produccion de acido a partir
de diversos azucares.
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IDENTIFICACION DE COCOS GRAM POSITIVOS, CATALASA NEGATIVA (ESTREPTOCOCOS Y GENE-
ROS RELACIONADOS)

La identificacion de cocos Gram positivos, catalasa negativa, es dificultosa. La taxonomia
de estos microorganismos esta en continua revision. No es sencillo aun para el laboratorio al-
canzar el nivel de género en muchos casos, por lo que resulta practicamente imposible usar un
esquema simplificado para su identificacion presuntiva.

Caracteristicas bioquimicas mas importantes utilizadas en la identificacion de cocos Gram positivos,
catalasa negativa

* Hemolisis

* Prueba de la bilis esculina (crecimiento en bilis e hidrdlisis de la esculina)

e Desarrollo en caldo CINa al 6,5%

* Produccion de pirrolidonil arilamidasa (hidroélisis del Pyr)

* Prueba de susceptibilidad a la bacitracina

» Prueba de susceptibilidad a la optoquina

* Sensibilidad a la vancomicina

* Prueba de la solubilidad en bilis

 Hidrolisis de hipurato

* Prueba CAMP

A continuacion, se describiran algunas pruebas bioquimicas mas empleadas en la identifi-
cacion de cocos Gram positivos. Se remite a los alumnos al uso de la bibliografia complementa-
ria que figura en esta Guia para completar el estudio.

En todas las pruebas usadas en la identificacion de cocos Gram positivos es menester ensa-
yar cada nueva partida de medios, reactivos y drogas con organismos que den reacciones positi-
vas y negativas.

- PRUEBA DE LA CATALASA

La catalasa es una enzima que descompone el peroxido de hidrogeno (agua oxigenada) en
oxigeno y agua.

Esta prueba se lleva a cabo en portaobjetos, y es comunmente utilizada para diferenciar
estafilococos de estreptococos, donde la prueba da positiva y negativa, respectivamente.

Técnica

1- Con un ansa aguja transferir células del centro de una colonia bien aislada a la superfi-
cie de un portaobjetos.

2- Afiadir 1 6 2 gotas de perdxido de hidrogeno al 3%. Se recomienda no afiadir el microor-
ganismo al reactivo (invirtiendo), especialmente si se utilizan ansas que contienen hierro, ya
que se pueden producir falsos positivos.

La prueba no podra aplicarse si el agar sangre es introducido en el H O,, por la presencia
de peroxidasa en los eritrocitos.

No mezclar con la aguja o el ansa de inoculacion.

INTERPRETACION

La rapida aparicion y produccion de burbujas de gas o efervescencia indica una reaccion
positiva.

CATALASA
H,o, + H,0, 2H,0+0,|

- PRUEBA DE LA COAGULASA

El S. aureus es identificado sobre la base de la presencia de la enzima coagulasa. La
coagulasa se halla presente en dos formas, "libre" y "fija", cada una de las cuales posee diferen-
tes propiedades que requieren el uso de técnicas separadas.
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Algunas cepas de S. aureus producen sélo coagulasa “libre”. Por lo tanto, todas las prue-
bas negativas en portaobjetos deben repetirse utilizando la técnica en tubo.

1. COAGULASA FIJA (PRUEBA EN PORTAOBJETOS)
La coagulasa fija, conocida como “factor de aglutinacion”, estd unida a la pared celular
bacteriana y no esta presente en los filtrados de cultivos.

Técnica

Se coloca una gota de agua destilada o solucion fisioldgica estéril sobre un portaobjeto.
Emulsionar suavemente una suspension de un cultivo fresco del organismo en estudio. Mezclar
bien y agregar una gota de plasma de conejo. Inclinar el portaobjetos hacia uno y otro lado.
Observar inmediatamente la formacion de un precipitado granular. Si el resultado es negativo
ensayar la produccion de coagulasa en tubo.

2. COAGULASA LIBRE (PRUEBA EN TUBOS)
La coagulasa libre es una sustancia semejante a la trombina, que se halla presente en los
filtrados de cultivos.

Técnica

Se lleva a cabo sembrando en 0,5 ml de plasma (con EDTA y no citratado ya que organis-
mos capaces de metabolizar el citrato como Enterococcus spp pueden dar resultados falsos po-
sitivos) con un ansa que contenga abundante material de la colonia sospechosa. Mezclar por
rotacion suave. Las pruebas negativas luego de cuatro horas de incubacion a 35°C, dejar a tem-
peratura ambiente y leer luego de 18-24 horas a fin de evitar la fibrinolisis que producen algunas
cepas al ser incubadas en forma prolongada a 35°C.

Las cepas coagulasa positiva producen un coagulo visible.

- PRUEBA DEL MANITOL

El agar manitol es un medio selectivo para la demostracion de estafilococos patdogenos en
alimentos y otros materiales objeto de investigacion, segun Chapman (1945), modificado.

Debido a la concentracion extremadamente alta de sal, permite solamente el crecimiento
de microorganismos tolerantes a ella, entre los que se encuentran, entre otros, los del género
Staphylococcus. La degradacion del manitol, con formacion de acido, esta notablemente
correlacionada con la patogenicidad del germen en cuestion y sirve, por lo tanto, como indicati-
vo de la presencia de Staphylococcus aureus.

Técnica
La siembra se realiza en superficie, por estria. Debido al potente efecto inhibidor de este
medio, debe sembrarse masivamente. Se incuba hasta tres dias a 37°C.

Interpretacion

* Manitol positivo: colonias con halo amarillo luminoso; crecimiento intenso, indicativo
del Staphylococcus aureus.

* Manitol negativo: colonias sin cambio de color y casi siempre crecimiento débil, indica
Staphylococcus epidermidis y otros.

- PRUEBA DE LA DNASA
La DNAsa es una enzima que desdobla el acido desoxirribonucleico en sus nucledtidos,
Permite la diferenciacion de S. aureus (+) de S. epidermidis y S. saprophyticus (-).

Técnica

Se siembra el microorganismo en una estria sobre el agar que tiene el DNA al 0,2%, incor-
porado. Se incuba 18-24 horas Inundar la placa con HCI 1 N (también puede usarse HCI al
10%).
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Interpretacion
* Positiva: una zona clara alrededor del cultivo (se ha desdoblado el DNA)
* Negativa: no se advierte zona clara (las sales de DNA son precipitadas por el HCI)

- PRUEBA DE SUSCEPTIBILIDAD A LA NOVOBIOCINA

En agar Mueller Hinton, segun técnica de Kirby-Bauer, efectuar una siembra masiva del
organismo a investigar, utilizando discos de novobiocina (5 pg) en el centro de la siembra.
Incubar 24 horas y leer. Sensible; inhibicion del desarrollo con un diametro mayor o igual a 16
mm.

IDENTIFICACION DE Cocos GRAM POSITIVOS, CATALASA NEGATIVA

Cocos Gram positivos, catalasa negativa

Hemodlisis en agar sangre

] ]

BR-hemoliticos a-hemoliticos no hemoliticos
Streptococcus (S) grupo A S. pneumoniae S. grupo B
S. grupo B S. grupo D S. viridans
S.grupo C, F, G S. viridans S. grupo D
Enterococcus spp Enterococcus spp Enterococcus spp

Es importante observar la hemolisis en agar sangre para orientar la identificacion de estas
bacterias. Las reacciones hemoliticas pueden variar segun la especie del cual proviene la san-
gre.

- PRUEBA DE BILIS ESCULINA

Se siembra el microorganismo en estudio en un pico de flauta que contiene el medio de
bilis-esculina. Se incuba a 37°C por 24 horas y se lee. La prueba depende de la capacidad del
microorganismo de desarrollar en presencia de bilis al 4% y de hidrolizar la esculina, tifiendo de
marrdn oscuro el medio de bilis-esculina que contiene citrato férrico como fuente de iones férricos.

Interpretacion
La esculina, siendo hidrosoluble, difunde hacia el medio agar. La reaccidn es positiva si se
observa desarrollo de colonias y ennegrecimiento del medio.

- PRUEBA DE LA BACITRACINA

La bacitracina es un antibidtico que inhibe el desarrollo de algunos estreptococos.

Se hace una siembra masiva en la placa de agar sangre y se coloca el disco de bacitracina
(0,04 U) en el centro de la siembra. La incubacion se realiza con CO, durante 18-24 horas Cual-
quier zona de inhibicion es considerada positiva. No se deben colocar los discos de bacitracina
en forma directa en las placas primarias de cultivo porque dan un 50% de falsos negativos.

- PRUEBA DE LA OPTOQUINA

La técnica se lleva a cabo de la misma manera que la prueba de la Bacitracina pero se usa
la optoquina en lugar de la Bacitracina. Se incuba con CO, durante 18-24 horas. Los halos de
inhibicién deben medirse. Para un disco de 6 mm conteniendo 5 pug de optoquina, una zona de
inhibicion del crecimiento de 14 mm o mas indica susceptibilidad a la optoquina. Si este diame-
tro es menor, se debe realizar la prueba de solubilidad en bilis.
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DIFERENCIACION DE ESPECIES DE STAPHYLOCOCCUS
En el siguiente Cuadro se presentan las pruebas comunmente utilizadas para la diferencia-
cion de las especies de Staphylococcus mas importantes.

CuabRO 10.2. PRUEBAS MAS UTILIZADAS PARA LA DIFERENCIACION DE ESPECIES DE STAPHYLOCOCCUS

Manitol DNAsa Coagulasa Novobiocina
S. aureus + + + S
S. epidermidis - - - S
S. aprophyiticus + - - R
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(%]
3
[
(€]
o
© s¥a)
IS X L o
IS [t} g
s © s 2
- —
) © 2
e zZz Q
g g
T IS
o
&
W 12}
§ 0]
>
l
» 5 8 O
o [Che) ]
Q -2 20
= o] O Qa
3 S = <= Lo
@ > [0} = = =
o= Re) - .2 " O
Qo ®© = C
D 0 T
€0 )
] ® C = (0]
og| |I2 g
» € o] 3
» @ (0] ) + (]
8T T 5 T
o) >
Q® S g
[GX®) g .
2 (%]
121
(o]
.S
<
g
3 [g
\o‘! o [}
© ®© s S
c Q S
L = %) o
© 2 o L2+ ]2
7] o) L 2
S IS Q @] <
® 3 ) 2 ]
© T 5 —
(8] 8 S
o 2
®©
2| =
= =
[ D] S _
] |3
=
|3
— I IS
3 © <
Q o] £ [
[§] [2] [$] [2]
+18 s £ %)
© © S > |8 —
] @ > © >
) Q < —
8 Q o
® E g O1= 2
s T A
28 S — s
= . - -
IS £ 3 g
(VIS = ] @ >
w S 0 I} 3
' Q o %)
S S Ikl
L o T
S .
S (%)

89



Desarrollo Practico N° 10

IDENTIFICACION COCOS GRAM POSITIVOS AEROBIOS

1. Sembrar la muestra para aislamiento en agar sangre.

2. Incubar a 37°C (en atmosfera de CO, en caso de ser necesario).

3. Observar aspecto de colonias y realizar coloracion de Gram.

4. Proceder a la siembra de los medios de cultivo indicados para realizar las pruebas
bioquimicas.

5. Lectura de los resultados e identificacion de los microorganismos.
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