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PREFACIO

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

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

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

La Microbiologia tiene gran aplicacion en diversas 4reas tales como las siguientes:
Medica, Agricola, Industrial, Biotecnolégica y Ambiental.

En esta Ultima, cada vez estd adquiriendo més importancia debido a la
participacion de los diferentes grupos de microorganismos en la problematica
ambiental, no Unicamente como contaminantes del ambiente e indicadores de
contaminacion, sino también por su gran influencia en la solucidn de diversos
problemas de contaminacién, ya que juegan un papel muy importante en procesos
de Biorremediacidn por ejemplo en la biorrecuperacion de suelos contaminados
con hidrocarburos, metales, insecticidas o algun otro agente tdxico.

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

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

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

Para lograr lo anterior, tengo una recomendacién muy importante para los

alumnos: “Leer las précticas que se van a realizar en cada sesién, antes de
llegar al Laboratorio”, de tal forma que se pueda aprovechar mas eficientemente
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el tiempo. Igualmente les recomiendo que revisen las figuras y tablas, asi como
también los apéndices correspondientes lo cual les sera de gran utllidad en el
desarrollo de las practicas. ST

Por otra parte quiero manifestar mi-agradecimiento al 1.Q. Jorge Ruiz Sanchez,
. quien me sefial6 algunos errores, los cuales se pudieron corregir oportunamente.
Asimismo agradezco a mis hijos Ismael y Marisol y a la D.G. Blanca Hortensia

Rodriguez Rodriguez por su valioso apoyo en la preparacion del manuscrito
original de este Manual. : : .

MARIA TERESA CASTANEDA BRIONES.
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REGLAMENTO DEL LABORATORIO Y ALGUNAS MEDIDAS DE SEGURIDAD

DENTRO DEL LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA

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

. Queda prohibida la entrada a personas ajenas al laboratorio.

. Ningun alumno debe salir del laboratorio durante el tiempo que dure la préctica,
sin previa autorizacion del profesor.

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

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

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

. No tirar basura o material no contaminado como algodén, papeles, cerillos u otro a
suelo, ni guardarla en los cajones de las gavetas, ni en los vertederos: éstos
deberan ser depositados en los botes destinados para ello.

. Es muy importante lavarse las manos con agua v jab6n antes de empezar a
trabajar y al abandonar el laboratorio.

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

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

cbjetos a la boca tales como el lapiz, boligrafo o algin otro, dentro del
laboratorio.

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

soluciones 6 reactivos.

YiI
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12.Aun cuando en el laboratorio no se manegjan microorganismos patdgenos,
pudiera en 'un momento dado estar presente alguno o algunos de elios en
cualquiera de las muestras a analizar, por lo cual es recomendabie que los
alumnos cuenten con las vacunas necesarias para evitar algun tipo de
infeccidn. De esto se hara cargo el propio alumno.

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

i

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

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

16. Mantener siempr'e separado el material sucio para esterilizar, material sucio para.
lavar y el material limpio, con su respectivo rotulo.

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

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

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

20.No consetvar en incubacién o en refrigeracion frascos, tubos, cajas de Petri o
_alglin otro material, sin rotularlos debidamente con el contenido, nombre del
alumno o nimero de equipo y fecha, de lo contrario serd desechado

21.No almacenar material innecesario en el refrigerador.

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

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

Vil
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24.Los alumnos deberan leer previamente la o las practicas que se realizaran

durante cada sesion, debiendo presentar un diagrama de flujo de las mlsmas al
llegar al laboratorio.

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

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

NOTA:

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

EQUIPO INDISPENSABLE EN EL LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA

— Microscopios

— Autoclaves

—~ Homo esterilizador de calor seco

— Estufa para secado de material

— Horno de vacio

~ Incubadoras

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

~ Balanza granataria

— Balanza analitica

-~ Medidor de pH

~ Campana de extraccién de gases

— Campana de flujo laminar

.~ Incinerador para esterilizar asa bacterioldgica
- Centrifuga de alta velocidad

- —  Centrifuga de baja velocidad

— Equipos de filtracién Millipore

~ Filtros Seitz

- Espectrofotémetro

— Bombas de vacio

"IX
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— Cuentacolonias Quebec

- Jarras de anaerobiosis

— Parrillas de calentamiento con agitacién magnética
— Agitadores Vortex :

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

—~ Densimetro

—  Turbidimetro

-~ Termdmetros

— Picndmetros

— Lampara de luz ultravioleta

—~ Rotavapor

— Licuadoras de 2 velocidades

— Muestreadores para agua

~ Hidrémetro
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MATERIAL INDISPENSABLE EN EL LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA

APLICADA

Bata blanca y limpia

Asa bacteriolégica

Portaobjetos con vy sin excavacion
Cubreobjetos

Pinzas de diseccidn

Pinzas para crisol

Pinzas con punta plana, para membrana millipore
Pinzas de Mohr

Tijeras con punta roma

Mechero Bunsen

Mechero Fisher

Manguera de latex

Lamparas de aicohol

Tripiés

Telas de asbesto

Bafios Maria

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

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

Porta cajas Petri de acero inoxidable

Tubos de ensayo de diferentes dimensiones
Campanas Durham

Tubos para centrifuga

Matraces Erlenmeyer de diversos volimenes
Matraces Kitasatode 1y 2 L

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

Probetas de diferentes volumenes

Buretas de diferentes volumenes

Soportes para bureta

Pinzas para bureta

Pipetas graduadas de 10, 5,2y 1 mL

Pipetas volumétricas de diferentes voltimenes
Pipetas Pasteur

X1
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— Micropipetas de diferentes volimenes

— Pipeteros de aluminio o de acero inoxidable

— Propipetas de tres vias

— Soporte para realizar tinciones

— Embudos de separacion

—~  Embudos de filtracion rapida

- Papel filtro

— Membranas de filtracién millipore (Tamafio de poro = 0.45 pm)

-~ — Membranas de asbesto para filtro Seitz de diferente tamafio de poro
~ Agitadores de vidrio

— Espétulas de diferentes tamafios

— Bisturf

—~ Tapones de hule

~ Pisetas

— Botellas de Roux

— Botellas Winkfer

— Frascos para reactivos de diferenies volumenes, con tapén esmerilado
~ Frascos gotero .

—  Frascos de boca ancha resistentes al autoclave, para toma de muestras
— Frascos de vidrio o de polipropileno resistentes al autoclave de 1 Ly 300 mL
— Capsulas de porcelana

— Crisoles Gooch

~ Desecador

— Morteros _

— Cerillos 0 encendedor

— Algodén

— Gasa (no estéril)

- Rollo de Masking tape

—~ lapiz graso |

- Marcador indeleble

— Caja de colores : :

— Tapa de un frasco o0 un compés para dibujar circulos.

— Detergente

— Jabdn y jabonera ' '

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

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

— Caja de aplicadores

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

- — Rollo de papel sanitario

— Pape! aluminio

XI¥
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Papel parafilm

Papel de estraza para envolver material

Toallas de papel

jeringas

Cubrebocas

Guantes de cirujano estériles

Cofias

Lentes de seguridad

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

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

Individual:

Bata bianca y limpia

Asa bacterioldgica

Cerillos 0 encendedor

Cubrebocas _

Guantes de cirujano estériles

Cofias

Lentes de seguridad

1 Caja de colores

1 Tapa de un frasco o un compds para dibujar circulos

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

Por equipo:

1 Caja de cubreobjetos

1 Pinzas de diseccién

1 Pinzas con punta plana, para membrana millipore

1 Tijeras con punta roma

1 Propipeta de tres vias

3 Frascos gotero de 60 mL

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

1 Paquete de Gasa (no estéril)

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

—~ 1 Marcador indeleble

- 1 Kg de detergente

— 1 Jabén y jabonera

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

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

=~ 1 Rollo de papel sanitario

~ 1 Kg de papei de estraza para envoiver matenal

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

. XIV
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PRACTICA Num. 1
EL MICROSCOPIO
I. OBJETIVO

Conocer sus partes y su funcién, asi como el cuidado, manejo y utitidad en el .
Laboratorio de microbiclogia.

Il. INTRODUCCION

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

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

La maxima amplificacion gque logré Leeuwenhoek en los diversos mICI'OSCO]OIOS
que construyd fue de 300 didametros.

La perfeccion del moderno microscopio compuesto facilita el estudio de la

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

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

TIPOS DE MICROSCOPIO
Simple

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

Compuesto

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

Se usa para aumentar el tamafio de la imagen aparente de los objetos, lo cual
permite observar los detalles estructurales de los microorganismaos. Con la
microscopia 6ptica se pueden lograr aumentos de 100 a 1,000 diametros vy, en
algunos casos, hasta 2,000, segun el tipo de luz gque se utlltce y la forma de
iluminar el objeto en estudio o preparacion.

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

El microscopio 6ptico normal que se usa para obsetvar bacterias y otros
organismos celulares es un microscopio compuesto, el cual esta provisto de uha
fuente luminosa, una lente condensadora de luz que la dirige hacia el objeto a
- observar y dos juegos de lentes que ayudan a la amplificacion de la imagen.

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

Existen varios aditamentos que utilizados en el microscopio 6ptico ordinario,
aumentan mucho su rendimiento como instrumento de observacién, por ejempio
microscopio en campo oscuro (ultramicroscopio), microscopio de contraste de
fases, microscopio de fluorescencia, microscopio de luz ultravioleta, microscopio
de interferencia, microscopio de contraste de interferencia diferencial de nomarski.

ANMPLIFICACION

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

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

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

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

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

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

APERTURA NUMERICA

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

La AN de una lente depende del indice de refraccién (N) del medio que llena e
espacio entre el objeto y la parte frontal del objetivo, y del angulo (1) de los rayos
de luz mas oblicuos gue puedan entrar al objetivo. La férmula para calcular la AN
es:

AN = kl\_i X sen plz

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

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

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

que hace las veces de lentes, lograndose aumentos de 200,000 a 400,000
didmetros. - '

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

El poder de resolucién del microscopio electronico es mucho mayor que el del
" microscopio dptico, pudiéndose incluso observar estructuras moleculares como
proteinas y &cidos nucleicos, pero debido a que los haces electrénicos poseen
bajo poder de penetracion, es necesario emplear técnicas especiales para la
obtencién de cortes ultra finos que permitan la obsetvacion de las muestras.

Hay dos tipos basicos de microscopios electronicos:

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

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

En el MET se utilizan electrones en Jugar de rayos de luz, y la funcion de las lentes
la realizan electromagnetos, operdndose en todo momento a alto vacio.

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

Todos los microscopios electrénicos tienen cadmaras incorporadas que permiten
fotografiar las muestras y obtener microfotografias electrénicas.

" METODOS DE MICROSCOPIA
Examen de organismos vivos

La forma mas simple de examinar las bacterias y otros microorganismos vivos es
suspenderlos en agua u otro liquido, colocar una gota de esta suspension en un
portaobjetos ordinario y encima un cubreobjetos, -utilizando para su observacion al

4
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microscopio los objetivos seco débil y seco fuerte. Existen otros métodos como
son el de gota pendiente y el microcultivo.

Examen de bacterias teiiidas

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

PARTES DEL MICROSCOPIO COMPUESTO DE CAMPO CLARO Y suU
FUNCION

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

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

Tubo intercambiable

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

Platina.

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

Sirven para sujetar la muestra a examinar. .

Tornillos para desplazar la platina

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

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

Tornillos macrométrico y micrométrico

Sirven para enfocar, logrando que la muestra se vea nitida y clara, ya que
permiten subir y bajar todo el cuerpo del tubo junto con sus lentes y en
microscopios modermos, junto con la platina.

El tornillo macrométrico permite un enfoque aproximado y el micrométrico ‘el
enfogue exacto y preciso. : -
SISTEMA OPTICO

Fuente de luz

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

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

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

Diafragma iris

Sirve para controlar la luz a través del condensador, regulando el paso de luz a la
preparacién para dar nitidez a la imagen. - '

Objetivos

‘Son las lentes que tiene  como funcion delimitar el tamafio de la imagen. La
‘mayoria de los microscopios tienen tres.objetivos que proporcionan diferentes
aumentos: - - .

6
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+Objetivo de pequeiio aumento o "seco débil"

Util para observar microorganismos grandes, por ejemplo Protozoarios.
Abarca un campo microscépico con una superficie mayor. Este objetivo
esta marcado con un “3” 6 “2/3”, que significa 2/3 de puigada 6 16 mm.

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

+Objetivo de gran aumento o "seco fuerte"

Este se usa para el examen de microorganismos vivos suspendidos en
gotas de agua u otros liquidos. Estd marcado con “6” ¢ “1/6” que significa
1/6 de pulgada 0 4 mm. También esta marcado como 45X 6 50X. La lente
del exiremo es de menor tamarfio que la del seco débil, :

+Objetivo de inmersi6n en aceite

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

Este objetivo estd marcado “oil inrﬁer” u “homog inmer” que significa
inmersion. homogénea. También estd marcado “1/12” (1/12 de pulgada,
1.9 mm, 1.8 mm) y con 97X 6 100X.

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

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

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

Cuando el microscopio es parafocal, las distintas lentes estédn ajustadas
de tal manera que al enfocar el objeto de estudio con una lente, asi

~ permanece al cambiar a otros objetivos. De esta manera, se ‘puede
enfocar con el objetivo de menor aumento y cambiar a los objetivos de
mayor aumento sin volver a enfocar. ' :
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QOculares

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

Los oculares estan marcados “5X?, “10X”, ete. indicando que amplfan la imagen

del objetivo 5 veces, 10 veces, etc. :

Cuando se utiliza el ocular 10X con el objetivo de pequefic aumento (10X) da una
. amplificacion final de 100 veces. El de 50X dard una amplificacion final de 500

1.
con la mano derecha y de la base con la mano izquierda y en posicion vertical.

“ veces y el de 100X una amplificacién final de 1000 veces.

CUIDADO Y MANEJO DEL MICROSCOPIO

Para transportar el microscopio a la mesa de trabajo deberé tomarse del brazo

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

muy-puro, pero nunca aicohol ni otros disolventes, porque pueden disolver el
pegamento de las lentes.

Limpiar el sistema mecdnico con un pafio que no suelte pelusa,

perfectamente. limpio y humedecido con agua destilada y después secar
completamente.

Mantener el microscopio retirado de la orilla de la mesa.

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

.~ Evitar girar el revdlver de los objetivos sin antes bajar la platina. Recordar que
* el objetivo 45X es més largo que el de 10X y mas todavia que el de inmersion,

por lo que deberd tenerse cuidado, pues si llegan a rozar la platina, ésta los

inutilizara permanentemente.

Colocar ta muestra sobre la platina y girar el revolver para colocar el objetivo
que se va a usar haciéndolo en la posicidn correcta mientras que se observa el

‘material.

8
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8. Ver por el ocular y controlar la cantidad de luz adecuada, moviendo el
condensador y diafragma.

9. Para enfocar con el objetivo seco débil (10X), subir al maximo la platina con el
uso del tornillo macrométrico, sin forzarlo, luego enfocar primero con el tornillo
macrométrico y una vez que se ha localizado el campo, usar el tornilio

micrométrico para enfocar con mayor precision, ajustando la distancia
interpupilar (distancia entre los ojos).

10.Cuando se vaya a utilizar el objetivo seco fuerte (45X), hacer primero el
enfoque de la preparacién con el objetivo seco débil, luego, girar ! revéiver de
tal manera que el siguiente objetivo sea el seco fuerte, observar lateralmente,

cuidando que la lente no chogue con la preparacion. Ajustar el enfoque usando
el tornillo micrométrico.

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

12, Para utilizar el objetivo de inmersién en aceite (100X), es recomendable:
a) Bajar la platina del microscopio antes de poner et objetivo en posicién.

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

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

- NI. MATERIAL Y SUBSTANCIAS

Microcultivo

Preparaciones tefidas

Aceite de inmersion

Papel seda o pincel suave.

Papel absorbente (papel filtro o papel sanitario)
Pafio de lino o de otro materlal que no suelte pelusa.
Microscopio

1
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IV. TECNICA
1. Siguiendo las indicaciones para ei manejo del microscopio:
« Observar una preparacion tefiida, con el objetivo de inmersioén.

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

2. Dibujar lo obsetvado.

MICROCULTIVO:

Secb fuerte \ Seco débil

PREPARACION TENIDA: -

Objetivo de inmersidén
10
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V. CUESTIONARIO

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

2. Consultar ef fundamento de: microscopia electrdnica, microscopia en campo
oscuro, microscopia de luz ultravioleta, microscopfa de contraste de fases y
microscopia por fluorescencia.

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

4. Describir brevemente los tipos de microscopio electrénico.

5. Consultar dos técnicas de preparacion de muestras bioldgicas para ser
observadas con microscopio electrdnico.

11
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Ocular

Brazo

Soporte

Objetivo

Platina

Condensador

Tornillc macromeétrico

Tomillo microméeirico

Fuenfe de emision luminosa

Base

Figura 1.1 Microscopio Gptico compuesto
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Figura 1.2. Mic?oscopio ele léni
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) PRACTICA Num. 2
DISTRIBUCION DE LOS MICROORGANISMOS EN LA NATURALEZA

. OBJETIVO

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

1I. INTRODUCCION

El Reino Protista, definido en el sistema de clasificacién de Haeckel (1866),
comprende a las bacterias, hongos, algas y protozoos (Figuras 2.1, 2.2, 2.3 y 2. 4),

El término microorganismo comprende ademas de los grupos anteriores a los
virus, que son considerados como entidades microscopicas no vivas.

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

Los mlcroorgamsmos se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza.
Sus habitats naturales son exiremadamente diversos. Practicamente se
encuentran en todas partes: en el agua, en el aire, en el suelo, en los alimentos,
algunos pueden vivir en el interior de plantas y animales, sobre la piel de
humanos, y en general sobre cualquier matetial que les proporcione materias

nutritivas si las condiciones de humedad y temperatura son favorables para su
desarrolio y multnphcacuén

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

iil. MATERIAL Y SUBSTANCIAS

{

Frasco gotero conteniendo agua estancada

Frasco gotero conteniendo suspension de suelo de jardin

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

3 portaobjetos

— 3 cubreobjetos

Asa bacteriolégica

!

}
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— Papel seda o pincel suave
— Cerillos 0 encendedor

- Mechero Bunsen

- Microscopio

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

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

3. Observar al microscopio utilizando primero el objetivo seco débil vy
postericrmente el seco fuerte.

4. Dibujar lo observado.

5. Repetir lo anterior para la suspensién de suelo.

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

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

3. Coloca_r un cubreobjetos sobre la preparacion.

4. Observar al microscopio pnmero con el objetivo seco débil y postenormente con
el seco fuerte.

5. Dibuja'r lo observado:

15
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AGUA ESTANCADA:

Seco débif Seco fuerte

SUSPENSION DE SUELO DE JARDIN:

Seco débil ' Seco fuerte

16
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ALIMENTO CONTAMINADO POR HONGOS:

Seco débil Seco fuerte

V. CUESTIONARIO

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

2. ¢(En qué forma pueden transferirse los microorganismos de un lugar a otro?
3. ¢Qué cara(;teristica comun poseen los microorganismos?

4. (Qué propiedades de un microorganismo determinan su caracter utll )
perjudicial?

5. ¢Qué importancia tiene la distribucion de los microorganismos en la Ingenieria
Ambiental?
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Thiocapsa
roseopersicina
Coco
Desuffuromonas
acetoxidans
Bacilo
Rhodospirilium
rubrum
Espirilo
Spirochaeta
- - stenostrepa
Espiroqueta
’F\ o o r‘u
/::: P “ _
\ s | < Rhodomicrobium
~ Hifa =~ = .7 . : vannielii
Tallo - Pﬂ .
Bacterias con yemas y apéndices ~—. ;. . ? '

Chlorofiexus
aurantiacus

Filamentos
Figura 2.1 Morfologia celular representativa de procariotas
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Candida albicans

Figura 2.2 Morfologia de algunos hongos: mohos y levaduras
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Nodufarla
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Fragilaria

Jlli\,m
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Scenedesmus ' W .' '

Cylmdrospermu\

1o

Gonium

Pec}?osfrum

Stauronelfs

Figura 2.3 Algas del plancton y otras algas de aguas superficiales
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Balantidium coli
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Colpoda sp. Vorticella sp.
Figura 2.4 Diversos géneros de protozoarios
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] PRACTICA Num. 3 )
PREPARACION DE EXTENSIONES O FROTIS Y TINCION SIMPLE

I. OBJETIVO

Conocer el procedimiento para preparar extensiones 6 frotis y los diferentes
métodos de tincidn, asi como su utilidad en el estudio microscopico de los
microorganismos.

II. INTRODUCCION

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

La forma mas comtn de preparar un frotis es extender con el asa bacteriolégica
un poco de muestra sobre un portaobjetos desengrasado pero tambieén se puede
hacer con un hisopo o presionando el portaobjetos sobre la muestra. “impronta’.

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

_Tincidn simple.
Se.denomina asli, porque soélo se utiliza un colorante.

Con este tipo de coloracion solo se pretende observar la morfolog[a de los
microorganismos.

Las técnicas de coloracién simple pueden ser positivas cuando el colorante es
fijado por las células apareciendo los microorganismos de color oscuro o
coloreado sobre un fondo luminoso o claro, y son negativas cuando los
microorganismos no fijan el colorante, en cuyo caso el fondo es el que se tifie y los
microorganismos aparecen brillantes sobre fondo oscuro.
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Para hacer las tinciones positivas se utilizan colorantes, que son compuestos
coloridos que al combinarse con ofras sustancias les imparten color; estén
formados por un grupo cromoforo que es la parte de la molécula responsable del
color, y un grupo auxocromo tales como grupos amino e hidroxilo que ayudan a
fortalecer a los cromdforos, ya que al formar sales le permite disociarse y
combinarse.

Las propiedades acidas o basicas de los colorantes permiten su clasificacién en:
+Acidos

Estos ionizan en soluciones acuosas para producir un nicleo colorante con
carga (-), es decir el grupo idnico que imparte ef color (croméforo) tiene carga
negativa, 0 sea, es un anion. Estos colorantes tifien material citoplasmatico,
no son muy usados en microbiologia. Por ejemplo: eosina, rojo congo,
fucsina acida

+Basicos

En los que el ion que lleva el color {croméforo} tiene carga (+). Estos
colorantes tienen afinidad por el material nuclear y otros componentes. Estos
son los méas usados en microbiologia, ya que debido a la gran cantidad de
ribosomas que contienen acido ribonucleico en todo el protoplasma de la
célula bacteriana, éstas se tifien faciimente. Por ejemplo azul de metileno,
fucsina bésica, crlstal violeta.

loNeutros | - * | ey

Se obtienen cuando se mezclan colorantes acidos y bésicos, donde la carga
eléctrica de éstos es cero. P. ¢j. Giemsa, derivado de sal de amonio y eosina.

Ili. MATERIAL Y SUBSTANCIAS

~ 4 portaobjetos

- Gradilla

- Asa bacteriologica

— Mechero Bunsen

— Cerillos 0 encendedor

— Lépiz graso

- Papel absorbente (papel filtro o papel sanltarto)
~ Papel seda o pincel suave
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— Aceite de inmersién

— Cristal violeta

~ Azul de metileno : :
— Verde de malaquita S SR : i
— Safranina '

— Cultivo en medio sélido

— Cultivo en medio liquido

— Microscopio

IV. TECNICA

A. 'Preparacic’)n de extensiones o frotis.

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

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

Preparar 2 extension'es a partir de cada cultivo:

—

Flamear el portaobjetos para desengrasar!o

2. Siel cultivo es SOlldO colocar una gota de agua en ei centro del portaobjetos y
con el asa bacteriolégica estéril, tomar una pequefia cantidad de material,
emulsionar y extender uniformemente en una superficie aproximada de 1 cm?,

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

- 4, Dejar secar la extension al aire.

5. Una vez seca la extensién, fijarla al calor suave, pasando répidamente el

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

B. Tincion
1. Cubrir la extension debidamente preparada con la solucién colorante.

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

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

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

' 6-. Dibujar lo observado:

Cultivo en medio sélido Cultivo en medio liquido

V. CUESTIONARIO
1. Consu[tar' Ias estructuras ‘quimicas de 2 colorantes é4cidos y 2 basicos.

2. {Qué S|gn|ftca “fijar” la extensiébn y qué sucede durante este proceso?
Mencionar otros 2 métodos de fijacion.

3. ¢ Qué caracteristica presenta el aceite de inmersién?
4. ¢ Por qué es necesario tefiir las extensiones?

5. Consultar otras 2 técnicas para la preparacion de extensiones.

25



MICROBIOLOGIA APLICADA
Manual de Laboratorio

L=

Colocar muesira

Adicion de colorante

Efiminar exceso de agua _ _ Agregar 1 gota de
' ' aceite de inmersion

y observar en el
objetivo 100x

Figura‘ 3.1 Preparacion de una extensién o frotis y tincién simple
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PRACTICA Num, 4
TINCION DIFERENCIAL DE GRAM

. OBJETIVO

Distinguir las bacterias Gram positivas de las Gram negativas.

ll. INTRODUCCION

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

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

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

Hay bacterias cuya composicion las sitia en el limite entre Gram positivas y Gram
negativas y por lo tanto reaccionan de maneras diferentes, por 1o cual se
denominan Gram variables, pero su verdadero cardcter de. Gram puede
establecerse en cultivos muy jovenes obtenidos en medios especificos como agar
sangre y controlando cuidadosamente todas Ias condzc;ones mcluyendo desde
luego, los detalles de la manipulacion.

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

Existen muchas modificaciones de esta colorac:lon pero el fundamento es ¢l
mismo. : ,
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Ill. MATERIAL Y SUBSTANCIAS

Gradilla

Portaobhjetos

Asa bacteriolégica

Mechero Bunsen

Cerillos o encendedor

Lapiz graso

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

Cristal violeta

Lugel.

Alcohol.al 95%

Safranina

Cultivos bacterianos: A, By C

Microscopio

IV. TECNICA

1.

2.

8.

9.

Preparar 3 extensiones en la forma ya indicada.

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

. Lavar con agua corriente, cuidando que no se arrastre la preparacidn y sacudlr

para eliminar el exceso de agua.

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

. Lavar con agua corriente.

. Decolorar con alcohol al 95 6 96%, aproximadamente 10 segundos o hasta

observar el alcohol transparente.

. Lavar con agua corriente.

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

Lavar con agua corriente.

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

INTERPRETACION:

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

» Las Gram negativas se tifien en rojo o rosa.

12. Dibujar lo observado:

Cultivo A _ Cultivo B

Cuitivo C
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V. CUESTIONARIO
1. ¢ Cudél es el fundamento de la tincion diferencial de Gram?
2. Explicar la funcién que desempefian el lugo! y el alcohol en esta coloracion.

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

4. Desctibir |a técnica de otra tincion diferencial.

5. Explicar: ;Por qué algunos microorganismos Gram positivos en un cultivo joven
pueden volverse Gram negativos cuando éste envejece?

30



MICROBIOLOGIA APLICADA
Manual de Laboratorio

] PRACTICA Num. 5
TINCION DE ENDOSPORAS POR LA TECNICA DE SCHAEFFER Y FULTON

I. OBJETIVO

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

Il. INTRODUCCION

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

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

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

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

La funcion de las endosporas no es la reproduccion, ya que de un bacilo que
forma una espora sdlo surge una bacteria por su germinacion. '

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

La posicion de la espora en la célula puede ser central, sub-terminai o termlnat y
de forma redonda u ovalada (Figura 5.1).

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

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

Cultivo de Bacillus subtilis
Portaobjetos

Asa bacteriol6gica
Mechero Bunsen

- Tripié

Soporte para efectuar tinciones

Cerillos 0 encendedor

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

Lapiz graso

Portaobjetos

Gradilla ,

Aceite de inmersién

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

IV. TECNICA

1.

2.

Preparar una extension a partir del cultivo bacteriano.

Colocar la extensién sobre un soporte y agregar suficiente solucion de verde de
malaquita al 5%.

. Flamear la-extension pasando potr debajo de ésta el mechero Bunsen o la

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

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

. Cubrir la preparacion con solucién de contraste, safranina al 5%, y dejar actuar

el colorante durante un minuto y medio.

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

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

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

9. Dibujar lo observado:

Objetivo de inmersidn

V. CUESTIONARIO

1. Mencionar otros métodos de coloracion de- esporas.

2. LA qué se debe la resistencia térmica de la endospora?
- 3, .(;Qué importancia tienen las endosporas?

4, ¢ Explicar cémo puéden ser destruidas las endosporas?

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

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

. OBJETIVO

Demostrar la presencia de flagelos mediante tincion y observar ta movilidad que
presentan algunas bacterias, diferenciandola del movimiento browniano,

Il. INTRODUGCION

Muchos microorganismas son moviles, desplazandose de un lugar a otro para
obtener nutrientes, crecer y reproducirse.

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

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

El nimero y disposicién de los flagelos es variable en las diferentes bacterias,
pero generalmente es constante para cada especie.

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

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

particulas pequefias y que presentan las bacterias inméviles debido al bombardeo
molecular sobre la superﬂme de la célula.

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

Los flagelos de organismos eucariéticos, como algas y protozoarios, son mucho

MAas gruesos y pueden observarse en preparaciones en fresco o con tinciones
simples.
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Ill. MATERIAL Y SUBSTANCIAS

— Suspension bacteriana

— Solucion salina o agua destilada estéril

- 1 Portaobjetos excavado

—~ 1 Portacbjetos normal perfectamente limpic y desengrasado con - mezcla
créomica

—~ 1 Cubreobjetos perfectamente limpio y desengrasado

—~ Pipetas Pasteur estériles

~ Gradilla

- Asa bacterioldgica

— Lapiz graso

- Mechero Bunsen

— Cerillos 0 encendedor

~ Aplicadores

-~ Vaselina

~ Papel absorbente (papel filtro o papel sanitario)

~ Papel seda o pincel suave

~ Colorante de Leifson

— Mezcla crémica

- Aceite de inmersion

— Microscopio

IV. TECNICA

A. OBSERVACION AL FRESCO EN GOTA PENDIENTE

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

NOTA:

Los cubreobjetos se pueden limpiar frotdndolos cuidadosamente entre los
dedos con agua y jabén y enjuagéndolos en agua caliente. Luego sumergirlos
en alcohol y secarlos con un trapo [impio, sin pelusa. Finalmente, el
calentamiento suave a la flama quitara los Gltimos restos de grasa.
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. Cuando se trata de un cultivo sdlido, colocar una gota de solucién salina o agua

destilada estéril en el centro del cubreobjetos limpio y emulsionar una pequefia
cantidad del material. Se puede hacer una pequefia marca cerca de la gota en
el cubreobjetos para facilitar la observacion.

. Poner un poco de vaselina alrededor de la concavidad del portaobjetos

utilizando para ello un aplicador.

. Invertir y colocar el portaobjetos sobre el cubreobjetos que contiene la gota de

la suspension bacteriana cuidando que quede bien centrado para que la
excavacion quede directamente encima de la gota. La gota no debe tocar el
portaobjetos. :

. Presionar suavemente cubreobjetos y portacbjetos para que se adhieran

perfectamente.

. Invertir rapidamente. La gota que contiene el material a examinar pende del

cubreobjetos sobre la excavacion del portachjetos (Figura 6.2).

. Observar al microscopio con el objetivo seco débil y enseguida con el seco

fuerte. Al localizar la marca hecha en el cubreobjetos, el borde de la gota se
encontrara facilmente,

. Determinar si hay movilidad real - desplazamiento de las células de un lado a

otro dentro del campo microscopico -, 0 movimiento browniano.

. S se desea observar células individuales, colocar una gota de aceite de

inmersion sobre el cubreobjetos y observar con objstivo de inmersién.

'B. TINCION DE FLAGELOS

. Hacer un circulo en un portacbjetos perfectamente limpio para lo cual

previamente fue sumergido en mezcla crémica durante 24 horas, lavado
posteriormente con agua destilada, enjuagado con alcohol y-secado con un
trozo de tela limpio. Desengrasarlo pasando por una flama varias veces.

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

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

5. Lavar con agua corriente.

6. Secar y observar con objetivo de inmersion.

INTERPRETACION:

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

7. Dibujar las observaciones hechas:

Observacion A Observacion B

V. CUESTIONARIO

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

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

4. Diferenciar los flagelos bacterianos de los de células eucaridticas. -
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5. ¢ De qué otra manera se puede demostrar la movilidad de una bacteria?
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Figura 6.1 Diferente nimero y disposicion de flagelos en bacterias
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e " pacteriolégica
Cultivo — __ - 7
- Bt Cubreobjetos

Invertir portacbjetos
y presionar contra
el cub reobjetos

!
;

Vista lateral de una
gota pendiente

2 o e )

Figura 6.2 Preparacién de una muestra de gota pendiente
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~ PRACTICA Nim. 7 )
ESTERILIZACION POR CALOR SECO Y CALOR HUMEDO

I. OBJETIVO

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

il. INTRODUCCION

Existen diversos métodos fisicos de esterilizacion y de inhibicion del crecimiento
microbiano, como pueden ser el calor, la filtracion y la radiacién, pero el mas
ampliamente usado es el calor, ya sea hlimedo 0 seco, los cuales tienen diferente
penetrabilidad.

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

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

Los enlaces intracelulares e intermoleculares (puentes de hidrégeno), de las
proteinas de los cuales depende su funcionalidad, son mas ldbiles cuando las
proteinas estan hidratadas que cuando no lo estan, de tal manera que el “calor
humedo” es mas efectivo en la desnaturalizacion de enzimas y otros componentes
proteinicos importantes para la célula que el “calor seco”. ‘

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

El- calor, de cualquier forma, es utilizado extensamente como un agente letal
bacteriano y se puede aplicar a numerosos instrumentos, imateriales Yy
substancias, con el propésito de matar a las bacterias que ellos contengan.

Este prdcéso se llama “esterilizacién” y al material, cultivo o medio de -cultivo
sometido a éste, se le denomina entonces “estéril”, es decir, desprovisto de toda
forma viviente. ‘

El calor puede ser generado en diversos aparatos y por lo tanto se puede
esterilizar por calor hiimedo y por calor seco.
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En ambos casos hay numerosos factores que condicionan la efectividad del
proceso: cantidad de agua, temperatura, presion, tiempo de contacto, superficie de
esterilizacion, pH, “edad” de las bacterias, presencia o no de esporas, composicién
del medio de suspensién, etc,

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

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

Las concentraciones elevadas de azUcares, proteinas o grasas disminuyen la
penstracion del calor y habitualmente aumentan la resistencia de los organismos
al calor, mientras que las elevadas concentraciones de sal pueden incrementar o
bien reducir ia resistencia al calor, dependiendo del organismo.

lll. MATERIAL Y SUBSTANCIAS

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

- 2 tubos de ensayo conteniendo caldo nutritivo estéril

— Gradilla _

- Canastilla para colocar los tubos rotulados con “autoclave”

~ Vaso de precipitados para colocar 10s tubos rotulados con “horno”

- Mechero Bunsen

— Cerillos 0 encendedor

- Masking tape

- Asa bacterioldgica

— Autoclave

-~ Horno de calor seco

IV. TECNICA

1. Rotular los dos tubos conteniendo un hisopo previamente contaminado con un

cultivo de Bacillus subtilis (bacteria esporulada), uno con la palabra horno vy el

~otro con la paiabra autoclave, anotando ademas el nombre del alumno o
~numero de equipo, para su identificacion.

2. Colocar los tubos en el autoclave ¢ en el horno de calor seco segun el rétulo,

para su esterilizacion, utilizando en ambos casos una temperatura de 121 °C y
un tiempo de 15 minutos. ' '

43



MICROBIOLOGIA APLICADA
Manual de Laboratorio

3. Después de este perfodo, sacar los tubos y anadirles, en condiciones asépticas,
caldo nutritivo estéril.

4. Incubar a 37 °C, por 24-48 horas.

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

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

MANEJO DEL AUTOCLAVE:

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

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

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

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

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

8. En ese'momento empezar a contar el tiempo.
7. Transcurridos 15 minutos a 15 libras de presion, apagar la fuente de calor y
dejar que el autoctave se enfrie sélo (no abrir la valvula de salida de vapor),

hasta que la presion haya bajado a 0 libras.

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

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

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

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

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

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

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

4. ;Por qué es necesario a;ustar el tiempo y la temperatura para lograr la
esterilizacion?

5. ¢En qué consisten los métodos de arnoldizacion y pasteurizacion?
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PRACTICA Num. 8 :
DESINFECCION DE AGUJAS HIPODERMICAS POR EBULLICION

I. OBJETIVO

Medir el tiempo letal térmico y conocer la importancia de la eliminacién de
microorganismos por ebullicién y su aplicacion.

1. INTRODUCCION

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

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

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

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

lli. MATERIAL Y SUBSTANCIAS

-1 Ca]a de Petri conteniendo 5 agujas hipodérmicas contammadas con
Escherichia coli (una bacteria no esporulada) '

1 Caja de Petri conteniendo 5 agujas hlpodermlcas contaminadas con

Bacillus subtilis (una bacteria esporulada)

~ 10 tubos de ensayo conteniendo caldo nutritivo estéril

~ Pinzas de diseccion

- Mechero Bunsen

— Cerillos o encendedor

— Masking tape

~ Tripié

— Tela de asbestio

- Vaso de precipitado de 500 mL

~ Gradilla

— Termémetro

- — Reloj o cronémetro
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IV. TECNICA

1.

- 8.

9

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

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

Poner en sl vaso de precipitados agua destilada y calentarla hasta ebullicién
suave (> 90 ¢C). -

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

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

Sacar a los 10 minutos la segunda aguja y depositarla inmediatamente en el
tubo con caldo estéril marcado con 10'. Efectuar la misma operacién a los 15'y
20 '

F{epetir el experimento con las agujas contaminadas con Bacillus subtilis.

Incubar 24 - 48 horas a 37 °C.

. Observar después de este periodo si la bacteria se desarroll6 o no.

10. Anotar resultados y generar conclusiones.

V. CUESTIONARIO

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

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

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

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

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

l. OBJETIVO

Conocer la clasificacion, preparacion y esterilizacion de Ios medios de cultivo a3|
como su distribucion en diferentes recipientes.

IL. INTRODUCCION

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

Estos pueden ser liguidos, sélidos o semisdlidos (Apéndice A).

CLASIFICACION DE MEDIOS

Los medios de cultivo pueden clasificarse en:

Naiura_les.

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

- Sintéticos

Estan compuestos de substanmaS gue son manipuladas por el hombre en el
laboratorio. :

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

Preparados excluswamente con substanmas de composnclon quimica
conocida.
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+ Composicion quimica indefinida.

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

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

También son muy usados [os caldos peptonados, en los cuales la carne o leche es
sometida a hidrélisis acida o enzimatica, obteniéndose entonces péptidos y aun
amincdcidos en diversas proporciones incrementando de esta manera estos
componentes que son mas facilmente metabolizados.

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

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

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

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

Medios selectivos -

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

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

La inhibicién puede deberse a la alteracion del pH de un medio s6lido. También se

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

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

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

Medios enriguecidos.

Son aquellos a los que se les pueden agregar substancias para enriquecerlo,
como por ejemplo gelosa nutritiva a la que se le agrega sangre, se denomina agar
sangre, el cual puede ser utilizado en el aislamiento de bacterias muy exigentes en
5us requerimientos nutricionales.

También se puede estudiar en este medio la accién de productos solubles
bacterianos como las hemolisinas, en cuyo caso la colonia est4 rodeada de una
aureola clara, donde estas enzimas han destruido los glébulos rojos. Son ejemplos
de medios enriquecidos: medio de suero de Loeffler para bacilos diftéricos, medio
de Lowenstein-Jensen, para bacilos tuberculosos, caldo selenito cisteina y caldo
tetrationato.

Medio diferencial.

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

Medios de ensayo

Son aquellos Utiles en la identificacion y clasificacién de los microorganismos de
acuerdo a sus actividades metabdlicas particulares. Por ejemplo agar con harina
de malz para ayudar a identificar a Candida albicans; leche con indicador para
observar la actividad proteolitica y fermentativa, asf{ como la reduccién del
indicador. :

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

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

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

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

— Algoddn y gasa

- Espatula

— Vidrios de reloj

- Mechero Bunsen

— Cerillos o encendedor

— Tripié y tela de asbesto

— Bano Maria

- Balanza

IV. TECNICA

1. Pesar las cantidades correspondientes para preparar 30 mL de caldo nutritivo
75 ml. de agar nutritivo. ' 7 _ _

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

El caldo nutritivo se disuelve facilmente sin necesidad de calentar.

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

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

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

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

15 minutos. Algunos medios requieren ser esterilizados mediante filtracion para

evitar su descomposicion 6 pérdida de su valor nutritivo (Figuras 9.1 y 9.2).

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

~ caldo, inclinar los tubos que contienen agar nutritivo y dejarlos solidificar de tal
forma que se obtenga una superficie de agar inclinada.

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

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

NOTA:

Para hacer esta operacion se retira el tapon del matraz, sin dejarlo en la mesa,
y se pasa por la flama del mechero la boca de éste, luego se levanta la tapa
de la caja de Petri estéril, solamente lo necesario para permitir la entrada del
cuello del matraz para vaciar el agar. Inmediatamente se vuelve a tapar la caja
de Petri.

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

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

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

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

solidificado, estardn listos para inocularse.

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

ya gue se usaran posteriormente.

V. CUESTIONARIO

1.

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

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

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

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

Figura 9.1 Esterilizacién de medios de cultivo mediante filtracién Millipore
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PRACTICA Nam. 10
ANTISEPSIA DE LA PIEL

I. OBJETIVO

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

Il INTRODUCCION

Para el control de microorganismos infeccicsos o perjudiciales en algin otro
aspecto como pusede ser el deterioro de algunos materiales, se pueden usar
agentes quimicos tales como: alcoholes, fenol y compuestos fendlicos, yodo, cloro
y compuestos clorados, jabones y detergentes, colorantes, etc. o agentes fisicos
como [a temperatura - calor o frio -, radiaciones uitravioleta, métodos de filtracion,
etc., pero cuando deseamos eliminar microorganismos indeseables de Ia
superficie o el interior de los seres vivos estos Ultimos no pueden ser usados por
lo que se fiene que recurrir a los agentes gquimicos.

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

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

Los agentes que matan a los microorganismos se denominan microbicidas, con un

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

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

viristatico.

lIl. MATERIAL Y SUBSTANCIAS

Agua oxigenada
Tintura de yodo al 1%

- Tintura de merthiolato

Alcohol al 96% _

Solucion salina Isoténica estéril (NaCl al 0.85%)
Agua y jabodn

12 Hisopos estériles

5 Cajas de Petri con agar nutritivo estéril

Lapiz graso

Mechero Bunsen

Cerillos o encendedor

Cuénta colonias Quebec

IV. TECNICA -

2.

. Dividir una caja de Petri en dos mitades, trazando por detras una linea con un
lapiz graso. Marcar una de las mitades como control y la otra con el nombre del

antiséptico asignado, por ejemplo:

lodo | Control

Humedecer en condiciones asépticas un hisopo en solucion salina isotonica
‘estéril 'y frotarse con &l la cara interna del antebrazo derecho e inocular
mediante estrias la mitad de la caja de Petti marcada como control.
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Humedecer otro aplicador con el agente antiséptico asignado y frotarse sélo
una vez en el antebrazo izquierdo en un area de 5 cm?2,

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

. Los alumnos que usaran agua y jabon, seguir el paso 1, luego lavar con agua y
jabon por un minuto un drea del antebrazo izguierdo, enjuagar con agua
cotriente y enseguida frotar con un aplicador humedecido en solucidn salina
estéril e inocular mediante estria la otra mitad de la caja de Petri.

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

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

. Contar las colonias usando el cuenta colonias tipo Quebec.

. Interpretar resultados.

. CUESTIONARIO

. Comparar los resultados con los demds compafieros y hacer una Tabla
indicando el antiséptico empleado y el nimero de colonias en donde hubo
crecimiento.

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

. Mencionar otros agentes quimicos que afectan la viabilidad de los
microorganismos, S

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

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

I. OBJETIVO

Aprender a inocular o sembrar asépticamente de tubo a tubo.

. INTRODUCCION

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

lil. MATERIAL Y SUBSTANCIAS

— Tubo de ensayo con suspension bacteriana
— Tubo de ensayo con agar nutritivo inclinado
— Tubo de ensayo con caldo nutritivo

~ Gradilla

- Mechero Bunsen

-~ Cerillos 0 encendedor

- Asa bacterioldgica

- Masking tape

IV. TECNICA

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

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

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

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

. Esterilizar el asa bacteriolégica calentandola “al rojo” en la parte més alta de la

flama del mechero, antes y después de la siembra.

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

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

. Flamear tas bocas de los tubos momentaneamente.

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

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

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

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

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

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

tapones en el mismo orden en que se quitaron.

12. Esterilizar nuevamente el asa bacterioldgica.

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

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

15. Interpretar {os resultados.

V. CUESTIONARIO

1.

2.

3.

Definir el término “inoculacién”
¢Por qué es necesaria la incubacion de los microorganismos?
En microbiologla, ¢ qué significa ef término “crecimiento”?
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4. Describir la técnica de inoculacion en tubo por “picadura’
5. Consultar las diferentes formas de desarrollo que se pueden cbservar en la

siembra en tubo con medio liguido, agar vertical inoculado por picadura y agar
inclinado sembrado por estria..
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Figura 11.1 Resiembra de tubo a tubo
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PRACTICA Nam. 12
AISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS A PARTIR DE UN CULTIVO MIXTO
Y OBTENCION DE UN CULTIVO AXENICO

I. OBJETIVO

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

II. INTRODUCCION

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

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

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

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

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

‘La morfologia de las colonias es importante por lo anteriormente expuesto y debe

familiarizarse el alumno con ella (Figura 12.2). La terminologia mencionada a
continuacién sobre algunas de las caracteristicas mas constantes de una colonia
bacteriana es muy util:
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FORMA:

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

Estimar el diametro en mm.

SUPERFICIE:

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

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

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

Amorfa o granulosa.

COLOR:

Segln sea observado por la luz reflejada o por la luz transmitida, puede ser de
color bianco, amarillo, rojo ladrillo, anaranjado etc.

OPACIDAD:
_ Tr’énsparénte, opaca, etc.
CONSISTENCIA:

Dura, viscosa, membranosa, gelatinosa, mucosa, etc. Usar el asa bactenologlca
para determmar la consistencia.

. MATERIAL Y SUBSTANCIAS.

—~ Caja de Petri contéhiendo-agar nutritivo esteril
- 2 Tubos de ensayo conteniendo agar inclinado
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t

Tubos de ensayo conteniendo cultivo mixto
lLapiz graso

Asa bacteriologica

Mechero Bunsen

Cerillos o encendedor

Gradilia

IV. TECNICA

1.

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

/’

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

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

asépticas obtener una asada del material.

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

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

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

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

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

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

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

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

f}‘“ i \ - *’ I\\ | R\\g\j
‘. '\\ \ [ i

RAYAYR'Y
LR

9. Incubar a 37 °C por 24-48 horas.
10.Observar si hubo o no, aistamiento de colonias.

NOTA:

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

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

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

14. A partir de las colonias puras efectuar una segunda resiembra en caja de Petri
en tres campos y una nueva verificacién de pureza por observacuin
microscopica en la forma indicada anterlormente

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

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

17.Después de este perfodo observar si efectivamente hubo crecimiento de un
solo tipo de microorganismaos.

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

19. Dibujar las observaciones hechas al microscopio.

20.Guardar los cultivos puros en el refrigerador para su posterior identificacion.

NOTAS:

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

/( ’_’____'A'_
_l__-——m—-

/ L

=

—

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

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

3. ¢Qué es un cultivo axénico o puro?

4. ; Qué importancia tiene la obtencién de un cultivo puro?
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5. Mencionar 5 colecciones de cultivos suministradoras de cultivos microbianos
puros.
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Esterilizar el
asay dejar
enfriar al aire

3

Tomar indculo,
volver & flamear
y tapar el tubo

Dilucién por estria en 4 campos

o
Destapar y flamear
la boca del tubo

2

G

Hacer estrias formando angulo entre
un-campo y otro, esterilizando
previamente ef asa entre uno y ofro

Colonias
aisladas

Figura 12.1 Siembra en placa para aislamiento
por la técnica de dilucion por estria
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1. Examinarlacajay  2.- Esterilizar 3.- Tocar suavemante 4. inocular |a suparficie de
seleccionar la colonia elasay con ¢! asa la colonia agar inclinada hacia arriba
a transferir dejar enfriar seleccionada trazanclo estrias.

Flamear el asa-incubar

Figura 12.3 Obtencién de cultivo puro

Colonias: de superficie

SIEMBRA DE :
SUPERFICIE
EN PLACA m—p é 4 D%

La muesira se pipetea sobre la L.a muesira se extiende Incubacidn Resultado tiplco de
superficie del agar (0,1 mL o manos) suavemenle ulilizando una ——— esta siembra
asa de vidrio -l——-J— . .
SIEMBRA POR Colonias de ;.-.Sﬂli?jl:sa Zrl
VERTIDO superficia f
[:_‘: > &l madio
EN PLAC - / = > N
et
: e
lL.a musslra se pipaiea Se afiade madio estéril o Resullado tipico de
en une placa estéril y se mezclacon el esta siembra '
: inoculo ‘

Figura 1'2.4 Otras técnicas de aislamiento en placa
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PRACTICA No. 13
METABOLISMO BACTERIANO

I. OBJETIVO

Conocer el metabolismo de dos bacterias, asf como otras actividades bioguimicas,
que serviran de criterio para clasificarlas e identificarlas.

It. INTRODUGCION
Metaholismo es el conjunto de reacciones bioguimicas que efectua la célula.

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

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

Todas las reacciones metabdlicas de las bacterias son enzimaticas.

Los carbohidratos son metabolizados por la ruta anaerobia de Embden-Meyerhof
Parnas o bien por la ruta oxidativa de las pentosas (Warburg Dickens), las cuales
conducen a la formacion de acido pirtivico, el -cual, bajo ciertas condiciones
(presen01a 0 no de oxfgenoa), puede transformarse en acetil- coenznma A 14 pasar al
ciclo oxidativo de los 4cidos tricarbox(licos de Krebs.

Los electrones y protones Iuberados de todas estas conversiones “son
transportados por la cadena respiratoria final en los microorganismos aerobios
(respiracion indirecta citocrdmica) formada por nucledtidos de nicotinamida, de
flavinas y citocromos, hasta el omgeno si Ias celulas son puestas en presenc:a de
- él

Oftros microorganismos no poseen la cadena citocrdmica final y no pueden usar el
oxigeno libre como aceptor final de electrones y por lo tanto no se desarrollan en
presencia de este elemento, pasando su hidrégeno y sus electrones a oxigeno
combinado a otros elementos. Estos son los llamados microorganismos
anaerobios estrictos. ' o : >
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Las diferencias en el metabolismo de las especies bacterianas pueden usarse

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

M. EFECTO DEL OXIiGENO MOLECULAH SOBRE EL CRECIMIENTO
BACTERIANO

MATERIAL Y SUBSTANCIAS

~ 2 Cuitivos puros en caldo nutritivo

~ 2 Tubos de ensayo conteniendo agar nutritivo
- 2 Aplicadores esteriles

— Gradilla

-~ Bafio de-agua a temperatura constante (45 °C)
— Mechero Bunsen

— Cetilios o encendedor

~ Tripié

— Tela de asbesto

— Vaso de precipitados de 600 mL

TECNICA

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

2 Inocular en condiciones aséptlcas los tubos con agar fundido y a 45 °C a partir
" de los cultivos puros (uno para cada tubo de agar), en la siguiente forma '

3. Introducir el aplicador al tubo que contiene el cultivo bacteriano, cuidando que
cuando menos la mitad del aplicador se impregne con el cultivo.

4. Ensegu;da introducir e! aplicador contaminado hasta el fondo en el tubo de agar'

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

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

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

8. Anotar resultadds y generar conclusiones.
Iv. METABOLiSMO DE CARBOHIDRATOS

MATERIAL Y SUBSTANCIAS
-2 Juegos de tubos de fermentacion’ {con campana: Durham), conteniendo

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

TECNICA

1. lnocutar aseptlcamente cada uno de los tubos de cada juego, con el respectwo
microorganismo.

Rotulaf adecuadamente los tubos.
2. Incubar a 37 °C por 24-48 horas.

3. Después de este periodo observar las reacciones que se efectuan en los
medios de fermentacidn.

INTERPRETACION:

e La utilizacion del substrato.se ve demostrada por la fermehtacién del
carbohidrato, lo cual se sabe si el indicador vira de coior rojo a amarillo.

¢ Observar si ademas hubo también turbldez y produccnon de gas, demostrable
por la acumulacién de éste en la campana Durham (Flgura 13.2).

4. Anotar resultados y sacar conclusiones.

V. CAPACIDAD ENZIMATICA DE LAS BACTERIAS

La accion de degradac:on de un organismo sobre una protelna intacta es anéloga
al tipo de accidn sobre i0s carbohidratos. :
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En el caso del almiddn, la enzima amilasa degrada al polisacarido en unidades de
glucosa que la célula absorbe con facilidad.

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

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

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

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

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

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

Este dltimo se incorpora al metabolismo de carboh[dratos y nltrogeno a través de
diversas reacciones importantes.

MATERIAL Y SUBSTANCIAS

— 2 tubos con caldo nitrato (Apéndice A)

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

- Acido tricloroacético al 5% (Apéndice C)

— Acido sulfanilico (Apéndice C)

~ Solucidon de dimetil-alfa-naftilamina (Apendice C)

~ Zn en polvo

" — 4 tubos de ensayo estériles

~ Gradilla

— Pipetas estériles de 1 mL

— Mechero Bunsen

~ Cerillos 0 encendedor
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~ Asa bacteriologica
- Espatula

TECNICAS
A. HIDROLISIS DE ALMIDON

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

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

3. Incubar a 37 °C durante 48 horas.

4. Despues de este periodo cubrir con cuidado la superficie de la caja con la
solucidon de yodo.

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

B. METABOLISMO DEL NITROGENO

1. Inocular asépticamente los medios que contengan agar gelatina, caldo nitrato y
"caldo urea con cada uno de los cultivos bacterianos. :

2. Incubar a 37 °C por 24 horas.

3. Después de ia incubacion, determinar los resultados como sigue:

HIVDR()LISIS DE LA GELATINA

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

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

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

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

c¢) Hacer observaciones.

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

Si no se desarrolta color, el resultado es negativo. Esto indica la ausencia de

nitrito y puede significar que el nitrato no se ha reducido o que se han reducido
el nitrato y el nitrito.

Para precisar b:en que el nitrato no se ha reducido puede seguirse el sugwente
procedimiento:

- Extraer 2 mL del cultivo y colocarlos en un segundo tubo de ensayo estéril.
- Afadir una pequefia cantidad de poivo de zinc y el nitrato reacciona.

- Si se produce un color rojo, el Zn ha reducido el nitrato al nitrito.

Esto indica que el nitrato se encontraba presente y que no fue reducido por
accion bacteriana.

- Sino se produce color rojo, esto indica que las bacterlas han reducido a los

hitratos y a los nitritos, lo cual equivale a una prueba “nitrato reductasa
positiva”.

d) Anotar conclusiones.

ACTIVIDAD DE LA UREASA

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

b) Anotar las conclusiones.

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

— Cultivos puros

— 2 tubos de ensayo conteniendo medio S.I.M (Apéndice A)
~ 2 tubos de ensayo conteniendo medio T.S.l (Apéndice A)

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

— Mechero Bunsen

— Cerillos 0 encendedor

— Reactivo de Kovac (Apéndice C)

— Reactivo de Voges Proskauer (Apéndice C)

— KOH al 40% {Apéndice C)

TECNICAS

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

El agar T.S.1. tiene un color rqjo naranja en su tot.alid,ad (inclinédo).
1. Sémbrar 'po_r picadura en el fondo y luego en estria all retirar el asa.
2. Incubar a 37 °C durante18-24 horas.

3. Observar resultados:

a) Sila lactosa es fermentada: Hay produccién de écido - color amaritllo -, en el

fondo y en la superficie y producmon de gas en la linea de inclinacion y en el '
fondo. :

b) Sila sacarosa es fermentada Hay producr:lon de &cido - co!or amarillo -, en Ia
linea y en el fondo.
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c)

e)

f)

Si la glucosa es fermentada: Hay produccion de &cido - color amadillo -, en el
fondo solamente, la superficie permanece alcalina (roja), aunque mas roja que
el medio no inoculado.

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

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

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

S.1L.M.

Se emplea para la determinacién de produccion de sulfuro, formacion de indol y
movilidad de bacilos entéricos.

1.

Inocular por picadura en el centro.

2. Incubar a 37 °C durante 18-24 horas o un tiempo mayor.
3. Obhservar resultados:
a)} Formacion de sulfuros: Se determina por el ennegrecimiento del medio a lo
largo de Ia linea de inoculacién. '
b) Produccion de indol: El alto contenido de triptiCaSa ayuda a 'obserQér la
produccién de indol, agregando el reactivo de Kovac (p-dimetilamino-
- benzaldehido en HCI y alcohol amilico), formara una coloracion bugambilia.
c) Movilidad: Se determina por el crecimiento Iejoé de la linea de inocula’dién.
SIMMONS

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

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

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

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

MR-VP

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

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

Voges Proskauer

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

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

Rojo de metilo

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

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

1.

2,

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

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

. Hacer dibujos de las observaciones hechas.

. Consultar la reaccion del desdoblamiento de la urea por accién de la- enzima

ureasa.

. Consultar la reaccién del desdoblamiento del triptofano para fa produccion de

indol.
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Figura 13.1 Crecimiento bacteriano de acuerdo a la utifizacién del oxigeno

e
-

& 00
E 00

HEE
i

 Glucosa  Lactosa: Sacarosa Maltosa Fructosa

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

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

I. OBJETIVO

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

Il. INTRODUCCION

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

Las bacterias anaerobias pueden obtener energia en ausencia de oxigeno, y éste
les es téxico.

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

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

El oxigeno podria actuar mediante la produccion de sustancias toxicas, como
perdxido de hidrégeno o perdxidos organicos.

El género Clostridium comprende aquellos bacilos gue son esporulados y
anaerobios.

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

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

intestino grueso y bajo ciertas circunstancias, actlian como patégenos
oportunistas.- : '

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

Las caracteristicas especificas de estas bacterias como son la formacion de
esporas y su metabolismo anaerobio facilitan su aislamiento mediante diversas
técnicas que pueden ser fisicas, quimicas y biol6gicas, para lo cual es necesario
eliminar las formas vegetativas o no esporuladas.

Los microorganismos esporulados se alslan facilmente eliminando las formas
vegetativas mediante un tratamiento térmico que sélo las esporas pueden resistir;
los microorganismos contaminantes no esporulados moriran, en tanto que las
esporas se desarrollaran al ponertas en un medio favorable.

IH. MATERIAL Y SUBSTANCIAS

— Muestra de 10 g de suelo de jardin

— Mechero Bunsen

— Cerillos o encendedor

~ Bafio de agua a temperatura controlada, a 85 °C yads°C

— Balanza granataria ,

~ Vidrio de reloj estéril

— Espéatulas estériles

- 1 Matraz Erlenmeyer con 99 mL de solumén salina estenl

~ 2 Tubos de 18 x 150 mm, cada uno con 9 ml. de solucién salina estétil

~ 2 Tubos de 18 x 150 mm, cada uno con 9 mL de medio fluido de uogilcolato
(Apeéndice A) ,

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

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

— 4 Cajas Petri esteriles

— Pipetas serologicas estériles de 1 mL

~ 2 Pipetas Pasteur de 12 cm estériles

-- Gradilla para tubos de 18 x 150 mm y de 22 x 175 mm

~ Colorantes y reactivos para tincién de Gram

~ Jarra de anaerobiosis (Figura 14.1)

— Sobre generador de Hyz y CO; (GasPak)

— Indicador de anaerobiosis (GasPak)

- Pirogalot alcalino recién preparado (Apendace C)

— Papel filtro
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-~ Microscopio
— Aceite de inmersion

IV. TECNICA

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

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

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

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

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

6. Homogeneizar y dejar solidificar.

7. Colocar en forma invertida una caja de cada dilucidn en la jarra de anaerobiosis,
abrir el sobre generador de hidrégeno y didxido de carbono, colocarlo en el
intetior de la jarra y agregarle el agua de acuerdo con las instrucciones del
fabricante; colocar la tapa con el caializador, cerraria perfectamente e incubar a
28 °C durante 24-48 horas (Figura 14.1).

PIROGALOL ALCALINO

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

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

MEDIO FLUIDO DE TIOGLICOLATO

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

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

4. 5i se usan tubos de 16 x 150 mm), después de inocular, agregar 2 mL de aceite
de parafina estéril para formar un sello exactamente en la superficie del medio.

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

PRUEBA DE PUREZA

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

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

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

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

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

6. Después del perfodo de incubacién conservar los cultivds- puros en el
refrigerador.

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

empl‘eados fue el mas eficiente?

3. ¢Cudl fue el objetivo de calentar los tubos que contenian medio fluido de
tioglicolato?

4, En cada uno de los métodos empleados, ¢,Cuél es el prmc:pio gue determina la
anaerobiosis?
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5. Mencionar 5 ejemplos de bacterias anaerobias diferentes a los que se
mengcionan en la practica.
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Figura 14.1 Cultivo de bacterias anaerobias a) Diagrama esquematico
y b) Fotografia del sistema GasPak

Caja Petri

.Sellar con
cinta adhesiva [ o : b
y parafina N S '
Saquito de pirogalol Tapa de la caja Petri

"alcalirio

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

I. OBJETIVO

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

il. INTRODUCCION

La mayoria de los hongos viven libres en el suelo o en el agua y obtienen su
energfa por respiracién o fermentacion de materiales organicos solubles presenies
en estos ambientes.

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

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

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

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

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

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

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

lLas propiedades de las esporas sexuales son un criterio importante en la
clasificacion e identificacién de los hongos (Tabla 15.1),

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

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

Las levaduras son hongos unicelutares y la mayoria son Ascomyceles.
Normalmente tienen forma oval o cilindrica y su principal forma de reproduccién es
la gemacion, se desarrolian bien en habitats con abundante azlcar tales como
frutas, flores, e incluso la corteza de los arboles.

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

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

Las setas son hongos filamentosos pertenecientes a los Basidiomycetes que
forman cuerpos fructiferos denominados “setas” y que producen bas:dlosporas
como esporas sexuales (Figura 15 3)

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

actividades degradantes de lignina que utilizaran como fuente de carbono y
energia.
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Debido a que muchas setas como Pleurotus ostreatus, son comestibles, su
produceidn en gran escala es una actividad econémicamente importante, aunque

las hay también venenosas como Amanita virosa y Amanita phalloides (Figura
15.4), - _

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

IIl. MATERIAL Y SUBSTANCIAS.

— Caja de Petri conteniendo medio de agar de Sabouraud dextrosa (SDA)
-Asa bacterioldgica

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

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

— Pinzas de diseccién

- Agua destilada estéril

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

-~ Masking tape

— Mechero Bunsen

— Cerillos 0 encendedor

~ Portaobjetos

— Cubrecbjetos

~ Microscopio

V. TECNICAS

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

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

3. Incubar por 48-72 horas 0 méas a temperatura ambiente.
- 4, Observar la presencia de colonias filamentosas de diversos tipos y colores

{Figura 15.5).
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5. Describir las observaciones hechas.

-~ 8. Anotar las caracteristicas de las colonias seleccionadas para hacer los
microcultivos, ya que esta informacion es un criterio importante para la
identificacion del moho.

B. OBSERVACION DE LAS ESTRUCTURAS DE LOS HONGOS

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

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

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

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

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

OBSERVACION DIRECTA

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

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

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

3. Extender el material obtenido en una gota de agua puesta sobre un
portaobjetos y colocar con cuidado un cubreobjetos sobre éste.
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4. Examinar al microscopio con objetivo seco débil buscando estructuras
representativas.

5. Dibujar las observaciones hechas.

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

7. Dibujar las observaciones hechas:

'Seco debil - Seco fuerte |
MICROCULTIVO

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

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

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

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

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

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

. Incubar a temperatura ambiente durante 48 a 72 horas.

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

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

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

11. Dibujar lo observado:

Seco débil ' Seco fuerte

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

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

15.Dejar enfriar la preparacién y sellarla dando pinceladas de esmalte de uiias
alrededor del cubreobjetos.

V. CUESTIONARIO

1. Dibujar 1as estructuras de 5 hdngos de diferente género.

2. Describir otra técnica de aislamiento de hongos.

3. Consultar en qué consiste el medioc de Mlcosef y cual es su utilidad.

4. Consultar la técnica para la obtencuﬁn de una, coioma glgante de hongo

5. Mencionar la |mportan0|a de los hongos en mlcroblologla amb;ental
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& Germinacion

a) b)

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

- b) Diagrama de un ciclo celular de un moho

o

Figura 15.2 Levadura de importancia comercial: Saccharomyces cerevisiae
‘3
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Laminillas

Nicleo

Micelio

Figura 15.3 Estructura de una seta. Las laminillas contienen los basidios con
las esporas -
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Figura 15.4 El hongo comestible de buen sabor
Pleurotus ostreatus (superior) y el hongo con
veneno mortal Amanita virosa (inferior)
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Crecimianto difuso, velloso Efecto denso 46 sal y pimionta Granular
{Zygomyces, oscura, reverso nunca negro} (Asporgilius niger, reverso nunca negro) {Paecilomyces, verde)

o,

Bagfante granular, rugosidades radiales
{Peniciilium, dif. gamas de vards}

. Granular, rugosa - Extremadamente granular, plieges rugosos
{Cladosporium, verdoe oliva) Irragutares

{Scopulariopsis, anta ¢ marrén)

L ) Extrermadamente granular, plieges rugosos
Bastante granular, rugosidades radiales Granular-rugosa Irregulares
(Peniciflium, dif. gamas de verde) (Hetem_sporlum, gris) {Scopulariopsis, ante 6 marrdn)

Jaspeado Levaduriforma, plana Micelio valloso
(Epicoccurn, jaspeado en amaritlo, {Aurechasidium pullulans, negra) (Fusarium, de rosa a pirpura Intensa)
naranja y nagroj

Figura 15.5 Colonias de hongos filamentosos
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Vista superior
Figura 15.6 Microcuitivo
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.....
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~ Fusarium

Figura 15.7 Estructuras de algunos hongos filamentosos
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PRACTICA Ndm. 16

RECUENTO DE BACTERIAS MESOFILAS AEROBIAS EN AGUA PARA
CONSUMO HUMANO

I. OBJETIVO

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

Il. INTRODUCCION

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

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

La potabilidad del agua .solo se puede determinar mediante analisis- quimicos y
bacteriolégicos.

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

l.os recuentos de mesdfilos aerobios en placa son Utiles para determinar la
potabthdad de un agua, asi como también la eficiencia de las operaciones para
eliminar microorganismos, como la sedimentacién, flltracuSn y cloracion.

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

La determinacién del conteo de bhacterias mesdfilas aeroblas en una muestra de
agua se realiza, normalmente, por siembra en una placa, de un volumen
determinado de agua, por incubacién a una temperatura concreta y en un tiempo
determinado, y por recuento posterior de las colonias desarrolladas y con la
aceptacion implicita de que cada colonia es originada por una bacteria de la
muestra inicial, por lo tanto, el nimero de colomas equivaldra al numero de
bactenas en el volumen sembrado,
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lll. MATERIALES Y SUBSTANCIAS

~Muestras de agua potable de diferente origen {grifo, purificada y emboteliada u

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

-3 tubos de ensayo conteniendo cada uno @ mbL exactos de agua de dilucion

estéril (Apéndice C)

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

de agar cuenta estandar estéril, manteniéndolo a 45-47 °C en bafio de
temperatura constante -

Gradilla

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

Mechero Bunsen-

Cerillos o encendedor

Incubadora

Contador de colonias tipo Quebec

V. TECNICAS

En condiciones asépticas:

1.

2.

Agitar vigorosamente la muestra de agua, para homogeneizar.

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

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

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

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

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

. Utilizando pipeta estéril, tomar 1 mL: de la dilucién 10-1 y verterlo en la baja de

Petri estéril marcada previamente con 10“1,'distribuyéndolobien en el fondo de

la caja de Petri vacfa (Figura 16.1). Efeciuar esta misma operaciéon por
triplicado. ' '

105



MICROBIOLOGIA APLICADA
Manual de Laboratorio

6. De la misma manera, tomar 1 mL de la dilucién 102 y verterlo en la caja de
Petri marcada con 102, Efectuar esta misma operacion por triplicado.

7. Hacer lo mismo con el tubo de fa dilucion 10-3 y la caja marcada con 103,
Efectuar esta misma operacion por triplicado.

Es recomendable usar una pipeta estéril para cada dilucién.

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

NOTA:

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

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

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

11.Una vez solidificado el agar en las cajas, incubar en pOSICIOl‘l invertida con
- objeto de que el agua de condensacién del agar no caiga sobre la supetficie
del cultivo. Las condiciones de incubacién son: 37 °C (+ 1 °C) durante 24 horas
(+ 3 h). Ahora bien, si se desea conocer la flora bacterlana total de Ia muestra
las condiciones seran: 22 °C (+ 2 °C), durante 72 horas (x 4 h).

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

NOTA:

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

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

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

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

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

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

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

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

CALCULO Y PRESENTACION DE RESULTADOS

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

— Sila cantidad de agua sembrada ha sido de 1 mL la expresién del resultado es
directa.

— 8i la cantidad de agua sembrada ha sido de 0.1 mlL, el nimero de colonias
contadas habra de dividirse entre e! volumen de muestra sembrada, es decir,
entre 0.1, para obtener el nimero de colonias por mililitro.

En general se tiene:

Bacterias meséfilas aerobias/mlL = Nimero de colonias en volumen real de
muestra sembrada, en mL.

Los resultados se expresaran asi:

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

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

sembrado. En el presente experimento éste es de 10-1 por lo tanto el resultado
seria: <10 UFC/mL

V. CUESTIONARIO

1. Consultar ei significado de cuenta viable.

2. ¢Cuales son las bacterias meséfilasl aerobias?

3. ¢En qué otro tipo de muestras, ademés de agua, se puede investigar la
presencia de mesdfilas aerobias? Dar ejemplos.

4, De acuerdo a la normatividad mexicana vigente, ;Cual es el limite maximo
permisible para bacterias mesdfilas aerobias en _agua punflcada y
embotellada? Dar el numero de norma.

5. Explicar con un ejemplo la investigacién de otro tipo de mncroorgamsmos
utlhzando esta misma técnica.
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correspendiente
a cada caja Palrl

Tapar las
cajas

Tiempo maximo enire las dos
operaciones: 20"

B R
Afiadir 16 ml. de Xy, ‘\\:7_:\“

agar cuenta estandar
a45-47°C acada
caja Pelri

dilucién diluecidn dilucién
o 11100 171000
ey ' -+ 1 | ———— | === »
Muestra 9 mL de 2 mL de 8 mi do
de agua diluyente diluyente diluyente
estérll estérll ostéri!
'|
1
1
1
' 01
1
Y 1 ml 1 mb iml
| * * *
¥
1
3 /_Qk{ N S
ot .
} \_\‘,,.....---&, — f__%..—.b-.\
"*-—-—“::‘_:__.:h A= T L, e e e TS
Volumenreal 4 ., gy 0.01 mL
de mueslia
sembrada * Realizar esta operacion por tripficado.
PROCEDIMIENTG Mezclar el medio
. de cultive con la
Depositar 1 ml. /el siembra
de la dilucion [4 .

T

_ Incubar a
2500 (£29C)
durante 45 b

Contar las colonkas
(Rango 25 - 250)

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

COLIFORMES TOTALES Y FECALES EN AGUA DE CONSUMO HUMANO

l. OBJETIVO

Investigar la presencia de bacterias del grupo coliforme en agua de consumo
humano mediante la técnica del nimero mas probable (NMP), usando tubos de
fermentacion multiple.

Il. INTRODUCCION

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

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

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

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

Asi pues, la presencia de cualquiera de estas especies en el agua es e\ndenma de
contaminacion fecal.

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

Surge asi el concepto de "indicador de contaminacién_fecal”", el cual sera
utilizado para la valoracion de la potabilidad bacterioldgica de las aguas.

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

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

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

Para los efectos del andlisis sanitario del agua, se define el coliforme fecal como
un bacilo aerobio o anaerobio facultativo, Gram negativo, no esporulado, que

fermenta la lactosa con produccion de acido y gas a 44 °C (+ 0.5 °C) en menos de
24 horas.

El método se basa en la inoculacién de alicuotas de la muestra sin diluir que
pueden ser volimenes de 50, 10y 1 mL, 6 de 10, 1 y 0.1 mL, o diluida en caso
necesario, en una serie de tubos por triplicado o quintuplicado con un medio que
contiene lactosa (caldo lactosado o caldo lauril triptosa).

La valoracion del contenido microbiano de una muestra de agua por el método del
NMP requiere la utilizacién de Tablas numéricas que tienen en cuenta los
vollimenes de agua y las cantidades de tubos sembrados en una 0 mas series.
Realmente consiste en tratar estadisticamente el numero de tubos de cada serie
sembrada que resulten paositivos despueés de su incubacion.

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

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

Las muestras para el analisis bacterioldgico, se deben tomar en frascos
muestreadores lavados con extremo cuidado y esterilizados. En su interior se
debe afadir, previo a la esterilizacion, 0.1 mL de solucién de NaxS03 (tiosulfato
de ‘'sodio) al 10%, por cada 120 mL de muestra con el propdsito de neutralizar la
accién del cloro que pudiera contener la muestra, y cubrir con papel aluminio el
tapdn del frasco hasta el cuello.
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El andlisis bacteriolégico de la muestra debe practicarse inmediatamente después
de su recoleccion. Es por ello que se recomienda que de no efectuarse asi el
andlisis, se inicie dentro de las dos horas préximas a la recoleccion de la muestra
y en ningun caso, este lapso debe de exceder de 24 horas para agua potable y de
6 horas para otros tipos de agua para que sea valido el resultado del andlisis.

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

ill. MATERIAL Y SUBSTANCIAS

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

~ 5 Tubos de 20 x 180 mm con campana Durham en su interior, conteniendo 20
mL de caldo lactosado o lauril triptosa estéril de doble concentracion
— 10 Tubos de 18 x 150 mm, con campana Durham en su interior, contemendo
10 mL de caldo lactosado estéril de simple concentracion
— 1 Pipeta de 10 mL graduada en décimas, estéril
~ 2 Pipetas de 1 mL graduadas en décimas, estériles
~ 10 Tubos de 18 x 150 mm con campana Durham en su interior, contemendo 10
“ml. de caldo lactosa bills verde brillante (LBVB) esteril de concentracién
sencilta
— 10 Tubos de 18 x 150 mm con campana Durham en su interior, conteniendo 10
‘mL. de caldo E.C. (Escherichia coli} estéril de concentramon sencilla
— Mechero Bunsen
— Cerillos 0 encendedor
— Asa bacteriolégica
~ Gradillas para tubos de 18 x 150 y de 20 x 200
— Agitador de tubos Vortex
— Incubadora a 35 °C
- Bafio incubador para coliformes fecales a temperatura constante de 44 + 0.5°C

IV. TECNICAS
Descrlpcmn de la metodologla de analisis:

La técnica del NMP comprende siempre una prueba presuntiva y otra confirmativa
Esto es asi porque un tubo positivo durante la prueba presuntiva no indica
necesariamente la presencia del grupo bacteriano a determinar (coliformes totales,
coliformes fecales o estreptococos fecales), sine tan solo es una presuncién, que
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habra de confirmarse posteriormente. Sin embargo, si la prueba presuntiva resulta

negativa, ésto permite dictaminar la ausencia de dicho grupo bacteriano en el
agua examinada.

La denominada prueba presuntiva consiste en una metodologia de tipo general

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

PRUEBA PRESUNTIVA:

Todas las operaciones deberdn efectuarse en absolutas condiciones de

asepsia.

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

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

3. Agitar vigorosamente la muestra para homogeneizar por lo menos 20 veces
‘antes de tomar el volumen que se va a inocular.

4. Antes y después de realizar las inoculaciones, flamear la boca del frasco de la
muestra con objeto de evitar contaminacion.

5. lnocular con una pipeta de 10 ml este volumen de muestra en la serie de
tubos con caldo de doble concentracion.

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

7. Iguaimente con otra pipeta de 1 ml. inocular la tercera serie de tubos con 0.1
mL de muesira.
Normalmente, siempre que se sospecha que el agua no contiene elevada
carga bacteriana, solo se inoculan estas tres primeras series de'tubos.
Eh caso contrario, sera necesario mocular otras series y por lo tanto, reahzar
diluciones de la muestra original.

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

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

si hay tubos positivos, es decir, con producc;on de &cido, si el medio contlene
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- un indicador de pH, por ejemplo rojo de fenol el cual vira de rojo a amarillo,

turbidez y produccién de gas en el interior de la campana Durham, el cual
puede observarse desde la formacion de una pequefia burbuja hasta el total
desplazamiento del medio en el interior de la campana.

Al hacer esta verificacion es importante asegurarse que la produccién de gas
sea resultado de la fermentacion de Ia lactosa en cuyo caso se observara
turbidez en el medio de cultivo y no confundir con burbujas de aire.

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

Una forma de logratlo es inclinando ef tubo de fermentacion hasta permitir que

la campana se invierta un poco para dejar escapar la burbuja de alre volv:endo
répidamente el fubo a su posicion normal.

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

pruebas confirmatorias para coliformes totales y fecales.

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

de los tubos, continuaran en incubacién 24 horas més

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

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

tubos se toman como negativos.

 INTERPRETACION:

L]

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

El andlisis se da por terminado, reportando ia AUSENCIA DE COLIFORMES

. TOTALES Y FECALES en la muestra analizada.

Si resultan tubos POSITIVOS durante la prueba presuntiva:

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

1.

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

Incubar durante 48 + 3h a 35 + 0.5 °C.

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

INTERPRETACION:

Si se observa turbidez y produccion de gas:

La prueba se considera POSITIVA, debiendo anotar el nimero de tubos
positivos para posteriormente hacer el célculo del NMP.

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

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

PRUEBA CONFIRMATORIA PARA COLIFORMES FECALES:

1.

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

. Incubar durante 24 horas a 44 £ 0. 5 °C, observar presencia de turbldez Yy gas

(Flgura 17.4) .

lNTERPRETACION:

Si se observa turbldez y producclon de gas

La prueba se conS|dera POSITIVA debiendo anotar el nimero de tubos
positivos para posteriormente hacer el calculo del NMP. . -
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¢ Sino se observa produccién de gas, aun cuando se observe turbidez:

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

CALCULOS

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

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

En caso de no encontrar en las Tablas la combinacion de tubos adecuada,
emplear para los célculos la siguiente ecuacién:

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

ELABORACION Y PRESENTACION DE RESULTADOS

Los resultados se elaboran de la siguiente manera:

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

o Se tendran-dos cédigos 'de valores: uno para coliformes totales y otro para
coliformes fecales, los cuales seran lefdos en la Tabla 17.1 para obtener el

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

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

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

NMP leidoen la tabla
Volumen real de muestra inoculada

NMP/C =

en cada tubo de la serie central (mL)

Los resultados obtenidos se expresaran de la siguiente manera:

NMP DE COLIFORMES TOTALES: /100 mL
NMP DE COLIFORMES FECALES: /100 mL
EJEMPLOS:

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

Volumen de Denominacién | Tubos positivos enla | Tubos positivos | Tubos positivos en
muestra delaseriede b prueba presuntiva en la prueba la prueba
inoculada. tubos. para coliformes totales | confirmativa para | confirmativa para
(mL) y fecales. | cotiformes totales. | coliformes fecales.
10 1-CT.CF 5 4] |2
1 2-CT.CF 3 |2 1
0.1 3-~CT.CF 2 &0 L O

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

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

NMP.DE COLIFORMES TOTALES: 26/100 mL

» Para coliformes fecales se establece el cod|go 2,1,0 y consultando la Tabla
17.1 del NMP se tiene el valor de 7.

El resultado se expresara:

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

Tubos positivos en

Dilucion | Volumen | Denominacion | Tubos positivos | Tubos positivos
de delaseriede 5| enlaprueba en la prueba ta prueba
muestra tubos. presuntiva para | confirmativa para | confirrmativa para
inoculada. coliformes totales coliformes coliformes fecales.
(mb) y fecales. totales.
107 0.1 1-CT.CF 4 3 2
10 0.01 2 -CT.CF 2 1 1
103 0.001 3-CT.CF 1 [ 1] [ 0l

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

14/0.01 =14 x100 = 1400

El resultado se expresara;

NMP DE COLIFORMES TOTALES: 1400/100 mL

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

7/0.01=7x100=700

El resultado se expresara:

NMP DE COLIFORMES FECALES: 700/100 mL

CONFIABILIDAD

El procedimiento de fermentacion en tubos muiltipies es el método mas

su facilidad y economia.

usado por

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

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

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

;, Cudles son las caracteristicas que debe reunir un microorganismo indicador?

. ¢ Por qué el nimero de coliformes totales es siempre mayor que el de
. coliformes fecales?

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

3 Por qué atin cuando 10s microorganismos patégenos se encuentren en poca
concentracién en un agua pueden causar enfermedad?
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Tabla 17.1

indice del NMP y limite confiable de 95% para varias
combinaciones de resultados positivos y negativos cuando se usan 5 tubos
con porciones de 10 cm?® en cada uno, 5 con porciones de 1 cm® y 5 con
porciones de 0.1 cm®.

No. De fubos con

indice

Limite confiable de

No. De tubos con reaccionss

Indice

Limite confiable de

teacciones posilivas. dei - 95%. positivas, del 95%.
5 5tubos | 51ubos ':ngr Inferior | Superior | 51tubos | 5tubos | 5tubes ':’Dgr Inferior | Superior
tubos con. 1 | eon (3).1 100 con 30 cona1 con (3).1 100
czpﬂ ;0 cm®, cm. et cm'. cm'. cn, om.
0 0 0 <2
0 0 1 2 < 0.5 7 4 2 1 26 9 78
0 1 0 2 <05 7 4 3 0 27 9 80
0 2 0 4 <05 " 4 3 1 33 11 93
4 4 0 34 12 93
1 0 0 2 <05 7 :
1 0 1 4 <05 11 5 0 0 23 7 70
1 1 0 4 ‘<0.5 11 5 0 1 31 11 89
1 1 1 6 <05 15 5 0 2 43 15 110
1 2 0 6 <0.5 15 5 1 0 33 11 93
5 1 1 46 16 120
2 0 0 5 <0.5 13 5 1 2 63 21 150
2 0 1 7 1 17
2 1 0 7 1 17 5 2 0 49 17 130
2 1 1 9 2 21 5 2 1 70 23 170
2 2 0 9 2 21 5 2 2 94 28 220
2 3 0 12 3 28 5 3 0 79 25 190
5 3 1 110 31 250
3 0 0 8 1 19 5 3 2 140 37 340
3 -0 1 11 2 25
3 1 o 11 2 25 5 3 3 180 44 500
3 1 1 14 4 34 5 4 0 130 35 300
3 2 0 14 4 34 5 4 1 170 43 490
3 2 1 17 5 46 5 4 2 220 57 700
3 3 0 17 5 46 5 4 3 280 80 850
5 4 4 350 120 1000
4 0 0 13 3 31 5 5 0 240 68 750
4 0 1 17 5 46 5 5 1 350 120 1000
4 1 0 17 5 48 5 5 2 540 180 1400
4 1 1 21 7 63 5 5 3 920 300 3200
4 1 2 26 9 78 5 5 4 1600 640 5800
4 2 0 22 7 67 5 5 5 22400

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

No. de fubos con Indice del | Limite confiable do o, de tubos con indice del | Limite confiabls de
rgacclones positivas NMP por 95% réacciones positivas. NMP por 95%
1tubo | 5 tubos | 6 tubos | 100 em® [ Inferior | Superior] 1tubo | &1tubos | 5 ubos | 100 em’ [ Inferfor | Superior
conB0 | con10 | con1 cond0 | con 10 | con1
em’ om® cm® cm o om’

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

_ 1 4 2 22 7 69
1 0 0 1 <05 | 4 1 4 3 28 9 85
1 0 1 3 < 0.5 8 1 4 4 35 12 100
1 0 2 4 < 0.5 11 1 4 5 43 15 120
1 0 3 6 < 0.5 15 1 -5 0 24 8 75
1 1 0 3 < 0.5 8

1 5 1 35 12 100

1 1 17 5 < 0.5 13 1 5 2 54 18 140
1 1 2 7 1 17 1 5 -3 92 27 220
1 1 3 -9 2 21 1 5 4 160 39 450
1 2 4] 5 < 0.5 13 1 5 5 2 240 '

Tomacdo de NOM- AA-42-1 987
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H

Tabla 17.3 indice del NMP y limite confiable de 95% para varias combinaclones de
resultados positivos y negativos cuando se usan: 5 tubos con porciones de 50 cm’,

5 con porciones de 10 cm® y 5 tubos con porciones de 1 cm®,
No. De tubos con Indice | Limite confiable No. De tubos con Indice | Limite confiable
reacciones positivas. del de 95%. reacciones positivas. del de 95%.
5 [5tubos |5 tubos | NMP [Tnferior [ Superio | 5 tubds | 5 tubos | 5 tubos | NMP [inferior | Superior
tubos { con 10 | con 1 por r con 50 { con 10 | con 1 por
con | em’ | em®’. | 100 em®, | em® | em® | 100
50 cm-. cm.
cm®,
b 0 0 <1
0 0 1 1 <0.5 2 4 -1 1 4 1 9
0 1 0 1 <05 2 4 1 2 4 1 9
0 1 1 1 <0.5 2 4 2 0 4 1 9
0 2 0 1 < 0.5 2 4 2 1 4 1 9
0 3 0 1 <0.5 2 4 2 2 5 2 12
_ 4 3 0 5 2 12
1 0 0 1 <05 2
1 0 1 1 <0.5 2 4. 3 1 -5 2 12
1 b 0 1 <05 2 4 3 2 6 2 14
1 1 1 1 <0.5 2 4 4 0 6 2 14
1 2 0 1 <0.b 2 4 4 1 7 3 17
1 2 1 2 <05 4 4 5 0 7 3 17
1 3 0 2 <05 4 4 5 1 -8 3 19
2 o 0 1 < 0.5 2 5 0 0 4 1 9
2 0 1 1 <05 2 5 0 1 4 1 g
2 1 0 1 <05 2 5 0 2 ¢} 2 14
2 1 1 2 <05 4 5 1 0 5 2 12
2 2 0 2 <05 4 5 1 1 6 2 14
2 2 1 2 <0.5 4
) 5 1 2 7 3 17
2 3 0 2 < 0.5 4 5 2 0 6 2 14
2 3 1 3 1 7 5 2 1 8 3. 19
2 4 0 3 1 7 5 2 2 10 4 23
_ : 5 2 3 12 4 28
3 0 0 2 <05 4
3 0 1 2 <05 4 5 3 0 9 3 21
3 1 0 - 2 <05 4 5 3 1 11 4 26
3 1 1 2 <05 4 5 3 2 14 5 34
'3 1 2 3 1 7 5 3 3 18 6 53
3 2 0 3 1 -7 5 4 0 13 5] 31
3 2 - 1 3 1 7 5 4 1 17 G 47
3 2 -2 4 1 9 5 4 2 22 7 70
3 3 0 3 1 7 5 4 3 28 g 85
3 3 1 4 1 9 5 4 4 35 11 100
3 4 0 4 1 9 5 5 0 24 8 75
3 4 1 4 1 9
_ 5 5 1 35 11 100
4 0 0 2 < 0.5 4 5 5 2 54 18 140
4 0 1 3 1 7 5 5 3 92 27 220
4 G 2 3 1 7 5 5 4 160 39 420
4 1 0 3 1 7 I\ 5 5 5 [=240

Tomado de NOM-AA-45-1987
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Tabla 17.4 indice del NMP vy limite confiable de 95% para varias
combinaciones de resultados pos:tlvos y negatlvos cuando se usan: 3 tubos
con porciones de 10 em?®, 3 con porciones de 1 cm® y 3 con porciones de 0.1
cm’.

No. de tubos con reacciones positivas. indice del NMP Limite confiable de 95%
3tubos | 3tubos 3 tubos Por 100 cm’®
con 10 | con1em® | con 0 1 ) Inferior Supetior
cm® cm®

0 0 0 <3

0 0] 1 3 <0.5 9

0 1 0 3 <0.5 13
1 0 0 4 <05 20
1 0 1 7 1 21

1 1 0 7 1 23
1 1 1 11 3 36
1 2 0 11 3 36
2 0 0 9 1 38
2 0 1 14 3 37
2 1 0 15 3 44
2 1 1 20 7 89
2 2 0 21 4 47
2 2 1 28 10 150
3 0 0 23 4 120
3 0 1 39 7 130
3 0 2 64 15 380
3 1 0 43 7 - ' 210
3 1 1 75 14 230
3 1 2 120 30 380
3 2 0 a3 15 380
3 2 1 150 , 30 440
3 2 2 210 35 470
'3 3 0 240 36 1300
3 3 1 460 71 2400
3 3 2 1100 150 4800
3 3 3 = 2400

Tomado de NOM-AA-42-1987
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Figura 17.1 Prueba presuntiva en la determinacién del NMP de CcT y .CF
en agua potable, inoculando por quintuplicado voliimenes de
10, 1y 0.1 mL en tubos de fermentacién con caldo lactosado
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Dagadas

whos posivos Inaeular i calee LBVE Incuiar a 357022 CY
B0 posha prisuntya : durants 48 h

Figura 17.2 Prueba confirmativa para coliformes totales

3 gadas >

sl L0

Tomar indoulo de i/ '
Tubas positvos nocular en calde BG Incubar 9 44°Cie5°Cl)
en gruedd praguniva ' ducanis 24 b {22 0]

Figura 17.3 Prueba confirmativa para coliformes fecales
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Sin gas ycon
turbidez

Con gas

6
sin gas ni turbidez

y
turbidez

Prueba Positiva | Prueba Negativa

Figura 17.4 Evaluacidn de las pruebas presuntiva y confirmativaenla
determinacion del NMP de coliformes totales y fecales
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PRACTICA Num. 18

INVESTIGACION DE COLIFORMES TOTALES Y FECALES
EN AGUA RESIDUAL

I. OBJETIVO

Determinar la presencia de coliformes totales y fecales en agua residual por el
método del numero mas probable (NMP), utilizando la técnica de tubos de
fermentacion muitiple.

Il. INTRODUCCION

Debidc a que las aguas residuales provenientes de descargas de usos
municipales, industriales, comerciales, de servicios, agricolas, pecuarios,
domésticos, incluyendo fraccionamientos y en general de cualguier uso, asi como
‘la mezcla de ellas, son de composicion variada contienen diferentes tipos v
concentraciones de microorganismos contaminantes, dependiendo de su fuente.

La varlada poblacion de microorganismos en esta agua, proveniente
principalmente del suelo y del intestino de humanos y de animales, incluye
aerobios y anaerobios estrictos y facultatives, asi como también numerosos virus
como: Poliovirus y virus de la hepatitis. Igualmente pueden contener formas
parasitarias diversas como quistes de protozoarios y- huevecillos de heimintos
(metazoatrios).

Estos microorganismos pueden sobrevivir en el agua ain cuando e&sta haya
recibido alglin tipo de tratamiento ya sea fisicoguimico y/o biol6gico, por lo que su
reuso por ejemplo en riego agricola, actividades recreativas (piscinas, bafios de
hidromasaje), actividades piscicolas y su vertido en aguas: potables naturales y.

aguas marinas superficiales (playas), representan un riesgo potencial a la salud
plblica.

Asimismo, en nuestro pais existe el grave problema de contaminacién de rios,
lagos acufferos y costas debido a que éstos son utilizados como deposito de todos
los desechos generados por las actividades humanas. o

Por todo lo anterior, ademas del estudio de las caracteristicas fisicoquimicas del
agua se requiere de un estudio microbiolégico. ' :

Para este propdsito se deberan obtener muestras representativas usando los
procedimientos de toma de muestras establecidos en las Normas Oficiales
Mexicanas (NOM). : - :
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Para la determinacion del NMP de coliformes totales y fecales en este tipo de
aguas, es necesario proceder a preparar diluciones decimales de la muestra, -
debido a que se espera que la concentracién de coliformes sea mayor en éstas
gue en un agua potable.

El nimero de diluciones varia mucho, dependiendo del origen de la muestra. Por
fo demas, para su andlisis ?{e procede en la misma forma que para una muestra de
agua potable

Ill. MATERIAL Y SUBSTANCIAS

~ Muestra de agua de diferente naturaleza

- Mechero Bunsen

— Cerillos 0 encendedor

— 7 tubos de 18 x 150 mm conteniendo 9 mL exactos de agua de dllUClOI’I esteril
~ 7 Pipetas de 1 mL estériles

~ 15 tubos de 18 x 150 mm con campana Durham, conteniendo caldo lactosado
estéril de concentracién sencilia.

~ 15 tubos de 18 x 150 mm con campana Durham conteniendo caldo lactosa
‘ Bilis Verde Brillante (CLBVB) estéril

~ 10 tubos de 18 x 150 mm con campana Durham, conteniendo caldo
E.C.(Escherichia coli) estéril

- 2 Cajas de Petri conteniendo agar endo estéril

~ 5 Tubos de 18 x 150 mm conteniendo agar nutritivo inclinado estéril .

- - Agitador de tubos Vortex

— Gradillas para tubos de 18 x 150 y de 13 x 100 mm

— Asa bacterioldgica

~ Incubadora a 35 °C -

- Bano mcubador para cohformes fecales a temperatura constante de 44 +0.5°C

IV. TECNICA
PRUEBA PRESUNTIVA

Todas Ias operaclones deberan efectuarse en absolutas condlclones de
asepsna _

1. Agltar wgorosamente Ia muestra por lo menos 20 veces para lograr una
distribucion uniforme de los microorganismos. .
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Dependiendo del origen de la muestra y el conienido bacteriano esperado,
preparar las diluciones correspondientes.

Para preparar las diluciones, con una pipeta estéril tomar una alicuota de 1 mL
de la muestra original y llevarlo a uno de los tubos previamente etfiquetado
conteniendo 9 mL de agua de dilucién estéril, obteniendo de esta manera una
dilucién de 107 (Figura 18.1).

. Agitar el tubo de la dilucion 10" y con otra pipeta estérii tomar una alfcuota de
1 mL vy lievarlo a otro tubo previamente ethuetado conteniendo @ mL de agua
de dilucion estéril para obtener una dilucion de 10,

Proceder de la misma manera para obtener una dilucion de 10 o0 hasta donde
sea necesario.

. A partir de cada una de las Ultimas tres diluciones, inocular 5 tubos de
fermentacidn previamente etiquetados conteniendo caldo lactosado o caldo
lauri! triptosa con una alicucta de 1 mL cada uno. Conservar en refrlgeraclon
todas las diluciones por si se requiere su utlhzac;on posterlor

Incubar los 15 tubos a una temperatura de 35 °C durante 24-48 horas.

Después de 24 horas de incubacién efectuar una primera lectura para observar
si hay tubos positivos, es decir, con produccién de acido, si el medio contiene
un indicador de pH, por ejemplo rojo de fenol el cual vira de rojo a amarillo,
turbidez y produccién de gas en el interior de la campana Durham, el cual
puede observarse desde la formacion de una pequena burbuja hasta el total
desplazamiento del medio en el interior de la campana Durham.

. Al hacer esta verificacién es importante asegurarse que la produccién' de gas
sea resultado de la fermentacién de la lactosa, en cuyo casoc se observara
turbidez en el medio de cultivo, y no confundit con burbujas de aire.

10.Para evitar este tipo de confusiones es recomendable revisar ias campanas
Durham antes de proceder a la inoculacién y desechar aguelios tulbos cuyas
campanas contengan burbujas de aire o de alguna manera eliminar éstas y asf
poder utilizatlos. Una forma de lograrlo es inclinando el tubo de fermentacion
hasta perm;tlr que la campana se invierta un poco para dejar escapar la
burbuja de aire, volviendo rapldamente ei tubo a su posmlon normal.

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

pruebas confirmatotias para coliformes totales y coliformes fecales.

12.En caso de no apreciarse crecimiento en los tubos, continuar la inculoacion por
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24 horas mas.
13.Después de 48 horas (+ 2h) a partir de la inoculacién, se hace la lectura final.

14.Si pasadas 48 h no se observa crecimiento ni produccién de gas, los tubos se
- toman como negativos.

INTERPRETACION:
» Sitodos los tubos dan NEGATIVO en la prueba presuntiva:

El examen se da por terminado, reportando la AUSENCIA DE COLIFORMES
TOTALES Y FECALES en la muestra analizada.

«__Siresultan tubos POSITIVOS durante {a prueba presuntiva:

Todos aquel!os tubos que den posmvos se anotardn convenientemente y se
procedera a realizar ia PRUEBA CONFIRMATORIA para coliformes totales y
fecales.

PRUEBA CONFIRMATORIA PARA COLIFORMES TOTALES'

1. Por cada tubo ‘positivo en la prueba presuntiva agitandolo prevnamente para
homogene:zar inocular con fres asadas un tubo conteniendo CLBVB.

2. Incubar durante 48 +3 h a 35 + 0.5 °C.

3. Después de la incubacién observar la presencia de turbidez y de gas.

INTERPRETACION:
| ." Si se observa turbidez y prdduccién de gas:

la prueba se consndera POSITIVA debiendo anotar el numero de tubos
posﬂwos para posteriormente hacer el célculo del NMP.

. Sl no se observa produccién de gas, aun cuando se observe turbidez:

Se consideran NEGATIVOS.
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« Sitodos los tubos dan negativos o todos dan positivos:

Con base en los grados de dilucién analizados, considerar la necesidad de
repetir el analisis a partir de grados de dilucion menores (mayores volumenes
de muestra) o mayores (menores volimenes de muestra), respectivamente.

PRUEBA CONFIRMATORIA PARA COLIFORMES FECALES:

1. Por cada tubo positivo en la prueba presuntiva, agitando previamente para
homogeneizar, inocular con tres asadas un tubo conteniendo caldo E.C.

2. incubar durante 24 horas a 44.5 + 0.2 °C. y después de este periodo, observar
presencia de turbidez y gas. ' :

-~

INTERPRETACION:
e Si se observa turbidez y produccion de gas:

La prueba se considera POSITIVA, debiendo anotar el numero de tubos

positivos y establecer el cédigo para posteriormente hacer el calculo del NMP
Figuras 18.2 y 18.3.

« Sino se observa produccion de gas, aun cuando se observe turbidez:

Se consideran NEGATIVOS.
+ Sitodos los tubos dan negativos 6 todos dan positivos:

Con base en los grados de dilucién analizados, considerar la necesidad de
repetir el andlisis a partir de grados de dilucion menores (mayores volumenes
de muestra) o mayores (menores volimenes de muestra), respectivamente.

CALCULOS

De acuerdo a los tubos positivos en las pruebas confirmativas para coliformes
totales y fecales, -establecer los codigos correspondientes para calcular por
referencia en la Tabla 17.1 el NMP de coliformes totales y fecales en 100 mL de
agua.

En caso de no encontrar en la Tabla la combinacién de tubos adecuada, emplear
para los cdlculos la siguiente ecuacion: :
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' iti 00
NMP/100 mL = No.de tub.os positivos x 1
J mL de muestra en tubos negativos X mL de muestra en todos los tubos

ELABORACION Y PRESENTACION DE RESULTADOS
Los resultados se calculan de la siguiente manera:

¢ Se establece el cédigo de'valores correspondiente a los tres grados de dilucion
analizados que podra ser leida en la Tabla 17.1 del NMP.

~« Para efectos de eXpresar el valor obtenido baséndose en 100 mL de muestra
habra de dividirse el resultado de la Tabla entre el volumen real de muestra
inoculada en cada tubo de la serie central. Ver ejemplo (2) de la practica
anterior.

En general se tiene:

NMP leido en la tabla
Volumen real de muesira inoculada

NMP/C =

en cada tubo de la serie central (ml)

Los resultados obtenidos se exprasaran de la siguiente manera:

NMP DE COLIFORMES TOTALES: /100 mL
NMP D& COLIFORMES FECALES: /100 mL

V. CUESTIONARIO

1. ¢(Cuéles son los limites maximos permisibles de coliformes fecales para las
descargas de aguas residuales vertidas a aguas y bienes namonales asi como
a suelo? Indicar la NOM

2. Menclonar 5 enfermedades transmitidas por el agua, indicando el agente
etiologico correspondiente.

3. ‘Ademas de representar un riesgo para la salud publica el vertido de aguas
residuales tratadas inadecuadamente o sin tratar a los depos;tos naturales,
¢ Que otros efectos indeseables puede representar? :
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4. ;Cuales son los limites maximos permisibles de coliformes fecales en aguas
residuales tratadas que se reusan en servicios al publico? Indicar la NOM.

5. ¢En qué otro tipo de muestras se puede investigar la presencia de coniformes
totales y fecales?
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Figura 18.1 Preparaci(in de diluciones decimales
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Figura 18.2 Codigo de NNMP: 5, 2,1
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Figura 18.3 Ejemplo de Tabla de resuitados de coliformes totales y fecales
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PRACTICA NGm. 19

DETERMINACION DE ESTREPTOCOCOS FECALES EN AGUA

l. OBJETIVO

Investigar la presencia de estreptococos fecales en una muestra de. agua
mediante la técnica del nimero mas probable (NMP) usando tubos multiples.

II. INTRODUCCION

Se denominan estreptococos fecales aquellas bacterias de forma cocoide Gram
positivas, aerobias o anaerobias facultativas, catalasa negativas que fermenten la
glucosa con produccion de acido a 37 °C en un periodo méaximo de 48 h.

En la denominacién general de “estreptococos fecales” se encuentran aqueilos
estreptococos poseedores de la sustancia antigénica caracteristica del grupo "D”
de Lancefield, comprenden, desde el punto de vista taxondmico las especies:
Streptococeus faecalis (y sus variedades), Streptococcus faecium, Streptococcus
durans, Streptococcus boris y Streptococeus equinus.

Grupo de Enterococos

Los enterococos son un subgrupo de estreptococos fecales, formado por 5.
faecalis, S. faecium, S. gallinarumy S. avium. Los enterococos se diferencian del
resto de los estreptococos por su capacidad para crecer en cloruro de sodio al
6.5% aunpHde 9.6 ya 10 °Cy 45 °C.

La porcion de enterococos que integra al grupo de estreptococos fecales es un
valioso indicador bacteriano, til para determinar la amplitud de la contaminacién
fecal de las aguas recreativas.

La técnica del tubo muaitiple se aplica sobre todo a las aguas residuales y
sedimentos no tratados y clorados y también en aguas duices y marinas.

En la determinacion de estreptococos fecales, la prueba presuntiva se considera
positiva si se observa en los tubos correspondientes la aparicion de turbidez y/o
sedimento. - : :

Se podran confirmar los tubos positivos por resiembra en un caldo mas selectivo
para obsetrvar huevamente la aparicién de turbidez y/o sedimento tipicos y
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realizar, a continuacion, su valoracion.

IIl. MATERIAL Y SUBSTANCIAS

Muestras de agua de diferente origen, de un volumen minimo de 100 mL

5 Tubos de 20 x 180 mm conteniendo 20 mi. de caldo de glucosa- fosfato azida
(Rothe) estéril de doble concentracion (Apéndice A)

10 Tubos de 18 x 150 mm conteniendo 10 mL de caldo de Rothe estéril de
concentracion sencilla

1 Pipeta de 10 mL graduada en décimas, estéril

2 Pipetas de 1 mL graduadas en décimas, estériles

10 Tubos de 18 x 150 mm conteniendo 10 mL de caldo de glucosa-fosfato
azida-etil-violeta, EVA, (Litsky) estéril de concentracion sencilla (Apéndice A)
Mechero Bunsen

Cerillos ¢ encendedor

-Asa bacterioldgica

Gradillas para tubos de 18 x 150 y de 20 x 180 mm
Agitador de tubos Vortex
Incubadora a 37 °C

IV. TECNICA

PRUEBA PRESUNTIVA:

Todas las operaciones deberan efectuarse en absolutas condiciones de
asepsia.

1.

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

Etiguetar las series con 10, 1 y 0.1 mL, respectivamente.

Agitar vigorosamente la muestra por lo menos 20 veces a efecto de
homogenelzar antes de tomar el volumen guesevaa mocular

Antes y despues de realizar las inoculaciones, la boca del frasco de la muestra
debera ser flameada con objeto de evitar contaminacion.

Inocuiar con una pipeta de 10 mL este volumen de muestra en la sene de
tubos que contienen caldo de doble concentracion. :
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6. Con una pipeta de 1 mL tomar este volumen de muestra e inocular la segunda
serie de tubos gue contienen caldo de concentracion simple.

7. Con otra pipeta de 1 mL o con la misma usada anteriormente, inocular con 0.1
mL de muestra la tercera serie de tubos que contienen caldo de concentracion
simple.

NOTA.:

Normalmente, siempre que no se sospecha que el agua contenga elevada
carga bacteriana, solo se inoculan estas tres primeras series de tubos.

En caso contrario, serd necesario inocular otras series y por lo tanto, realizar
diluciones de la muestra original. '

8. Incubar todos los tubos a una tempetratura de 37 °C (+ 1 °C) durante 24-48 h.

9. Después de 24 h de incubacién, hacer una primera lectura. La reaccion
positiva es la aparicion de turbidez y/o sedimento en el fondo del mismo.

Con los tubos que en este momento resulten positivos se puede empezar con
la realizacion de la prueba confirmativa.

10.En caso de no apreciarse crecimiento se flevan a incubacion por 24 horas mas,
es decir un total de 48 horas (+ 3h) después de las cuales se efectta la lectura
final.

11.Si pasado el periodo de 48 h no ha habido crecimiento (turbidez y/o sedimento)
en hinguno de los tubos se consideran definitivamente como negativos.

INTERPRETACION:
«  Sitodos los tubos son NEGATIVOS en esta prueba:

El examen se «da por terminado, reportando la AUSENCIA DE
ESTREPTOCOCOS FECALES en la muestra analizada.

e Siresultan tubos POSITIVOS en esta prueba: .
Todos aquellos tubos positivos se anotaran convenientemente por orden de
mayor a menor dilucion y se procedera a realizar la PRUEBA
CONFIRMATORIA para ESTREPTOCOCOS FECALES (Figura 19.1).
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PRUEBA CONFIRMATORIA PARA ESTREPTOCOCOS FECALES:

1.

Se preparan tantos tubos de caldo glucosa-fosfato azida-etil-violeta, EVA,
(Litsky), como tubos hayan resultado positivos en la lectura de la prueba

presuntiva, rotulando los tubos adecuadamente para evitar errores en la
lectura. ‘

Por cada tubo positivo en la prueba presuntiva, agitdndolo previamente para
homogeneizar, inocular con tres asadas, un tubo conteniendo caldo de Litsky.
3. Incubar a 37 °C (+ 1 °C) durante 48 horas ( 3 h). Se puede hacer una primera
lectura a las 24 horas. '
NOTA:
- Se consideran tubos positivos aquellos que presenten turbidez y/o sedimento
tipico de color violeta. '
4. Finalizando el periodo de incubacién (48 h) se hara la lectura final.
INTERPRETACION:

Sise observa turbidez y/o sedimento: '

La prueba se considera POSITIVA, debiendo anotar el nimero de tubos
positivos para posteriormente hacer el calculo del NMP,

Si en ninguno de los tubos se observa turbidez y/o sedimento:

Se consideran negativos, estableciéndose el cédigo 0,0,0 para el célculo
correspondiente.

' ELABORACION Y PRESENTACION DE RESULTADOS |

La valoracion por medio de la Tabla del nimero més probable se realiza a partir
del recuento del los tubos de cada serie que han resultado positivos después de la
prueba confirmativa de la manera como se hizo para coliformes totales y fecales.
Si Unicamente se han inoculado las primeras series de 10, 1 y 0.1 mL, el resultado
leido en la Tabla correspondiente, sera el NMP en 100 mL de muestra.
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La lectura se realiza en la Tabla 17.1 de acuerdo al cddigo establecido con base a
los tubos positivos en la prueba confirmativa en la columna correspondiente al
indice del NMP por 100 cm?® (ver ejemplo 1).

En cambio si se han efectuado diluciones se leerd en la Tabla 17.1 el valor de!
indice del NMP y se dividira por el volumen real de muesira inoculada en los
tubos de la setie central del triplete elegido, que corresponde a la dilucion
promedio {ver ejemplo 2}.

El resultado obtenido se presentara de la sigutente manera:

NMP de estreptococos fecales: /100 mL

EJEMPLOS:

1. El resultado obtenido en la determinacion de estreptococos fecales en la que se
han inoculado tres series con volimenes de 10, 1 y 0.1 mL de muestra, es el
gue se especifica en la siguiente tabla:

Volumen de Denominacion de | Tubos positivos en | Tubos positivos
muestra inoculada. | la serie de 5 tubos. la prueba en la prueba
(mL) presuntiva. confirmativa.
10 1-EF 5 3
1 2-EF 3 1
0.1 3-EF 1 1

De acuerdo a los tubos que resultaron positivos en la prueba confirmativa se
establece el codigo 3,1,1 y se procede a leer el Indice del NMP en la Tabla 17.1
cuyo valor es de 14, por lo tanto este es el resultado el cual se expresa como:

NMP de estreptococos fecales: 14/100 mL

2. El resultado obtenido en la determinacion de estreptococos fecales mediante el
método de las diluciones sucesivas es el que se especifica en la siguiente tabla:

Volumen de Denominacién de | Tubos positivos en | Tubos positivos
muestra inoculada. | la serie de 5 tubos. la prueba en la prueba
(mL) ' ' presuntiva. confirmativa,
0.001 2-EF 2 1
0.0001 3-EF 1 0
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En este caso se establece el codigo 4,1,0 y se procede a la lectura del indice del
NMP en la Tabla 17.1 cuyo valor es de 17, el cual se divide entre el volumen real
de muestra inoculado en la serie central del triplete escogido, es decir, el
correspondlente a la dilucién promedio que en este caso es 0.001 (ditucién 1/1000
6 107%).

Por tanto se tiene: 17 /0.001 =17 x 1000 = 17,000

El resultado se expresara:

NMP de estreptococbs fecales: 17,000/100 mL

V. CUESTIONARIO

1.

¢, Por qué se considera a Streptococcus faecalis un indicador de contaminacion
fecal?

¢En qué tipos de aguas es importante determinar la presencia de enterococos?
Dibujar la morfologia y agrupacion que presenta Streptococeus faecalis.

Investigar el valor maximo permisible de enterococos en aguas dulces
recreatlvas y en aguas marinas.

¢ Que otro mlcroorgamsmo no coliforme, es nmportante investigar en un agua
de piscina?
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Tubo presuntivo Tubo con medio
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Figura 19.1 Prueba confirmativa de estreptococos fecales
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PRACTICA NUm. 20

DETERMINACION DE CLOSTRIDIOS SULFITO REDUCTORES EN AGUA

l. OBJETIVO

Determinar la presencia de clostridios sulfito reductores en agua por el método de
recuento en tubo.

It INTRODUCCION

Los procedimientos bacteriologicos de rutina en el andlisis de agua incluyen la
determinacion de clostridios sulfito reductores. :

Se consideran Clostridios sulfito reductores aquellas bacterias de morfologia
bacilar, Gram positivas, anaerobias estrictas, capaces de formar esporas y con
actividad sulfito reductora. '

La determinacion de éstos se basa en el recuenio del nimero de colonias, con
capacidad sulfito-reductora, desarrolladas en un medio especifico, incubadas en
condiciones anaerobias durante un tiempo y a una temperatura determinada.

. MATERIAL Y SUBSTANCIAS

1 Muestra de agua (100 mL), ya sea de consumo “clorada” "natural limpia" o
"residual", por cada equipo

— 4 Tubos de 18 x 159 mm estériles
- Baio de agua con temperatura constante a 50 °C
— Bafio de agua con temperatura constante a 80 °C

~ 4 Tubos de 20 x 200 mm conteniendo cada uno 15 mL de agar sulfito-
polimixina-sulfadiazina (SPS) aun fundido, manteniéndolos en un bafio de agua
a 50 °C con el objeto de que permanezcan a esa temperatura y al mismo
tiempo para eliminar el aire (Apéndice A), (Figura 20.1)

— 3 Pipstas de 10 mL estériles

~ Gradilias para tubos de 18 x 150 mm y de 20 x 200 mm
- Mechero Bunsen

— Cerillos o encendedor

— Parafina o vaselina esteril
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IV. TECNICA
1. Agitar la muestra vigorosamente para homogeneizar.

2. A partir de 1a muestra previamente homogeneizada tomar alicuotas de 10 mL
- con una pipeta estéril y depositarlas en cada uno de los tubos estériles vacios.

3. Una vez que estos tubos contienen los 10 mL de agua, mantenerlos en un
bafio de agua a 80 °C durante 5 minutos a efecto de que se destruyan ias

formas vegetativas y permanezcan solamente las formas esporuladas (Figura
20.1).

4. Retirar y dejar enfriar los tubos.

5. Tomar los tubos con agar SPS a 50 °C, rotularlos convenientemente y
proceder a su inoculacién profunda, de la siguiente manera: '

« Con una pipeta estéril tomar 5 mL de la muestra de agua e introducirla hasta el
fondo del tubo que contiene el agar.

e Con mucho cuidado ir depositando el agua a lo largo de todo el tubo
desplazando la pipeta al exterior, procurando que el total de la muestra quede
en el agar y no se airee. ‘ '

» Répidamente pasar el tubo al chorro del agua de la llave para enfriario.

« Después afiadir una capa de unos 3 mm de espesor de vaselina o parafina
estéril para conseguir condiciones de anaerobiosis.

« Este procedimiento se repite con los 3 tubos restantes.
"NOTA:
Si se sospecha que el agua esta muy contaminada, se pueden inocular 5 mL

de muestra en un tubo y en los restantes, 5 mL de las diluciones 10‘1, 1072 y
10-3. En caso necesario se puede incrementar el grado de dilucion.

6. Una vez inoculados todos los tubos, incubar a 37°C (+1°C) durante 24 h (x 2h).

7. Transcurrido el periodo de incubacién, contar las colonias de color negro que
aparezcan en los cuatro tubos incculados (Figura 20.2).
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CALCULOS Y PRESENTACION DE RESULTADOS:

Efectuado el recuento en los tubos correspondientes, el resultado obtenido se
calculara de la siguiente manera;:

- 8i se han sembrado 20 mL de muestra, es decir, 5 mL en cada uno de los
cuatro tubos, el resultado es directo.

- En caso de haber realizado diluciones, se aplica la siguiente férmula:

Numero de esporas de clostridios sulfito reductores/20 mL = (NUmero de
colonias/volumen real de la muestra inoculada en mL) x 20.

LOS RESULTADOS SE EXPRESARAN ASI:

Numero de esporas de clostridios sulfito-reductores: /20 mL.

EJEMPLOS:

a) Los resultados obtenidos en la determinacién en agua, de esporas de
clostridios sulfito-reductores son los que se especifican a continuacion:

Volumen de muestra inoculada Tubo Nimero de colonias
(mL) '
5 1 5
5 2 3
5 3 2
5 4 4

NUmero total de colonias: 5 +3 +2 + 4= 14

Volumen total de muestra inoculada = 20 mL.

El resultado es directo y por tanto se expresara:

Nimero de esporas de clostridios sulfito-reductores: 14/20 mL.
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b) En el andlisis de una muestra de agua fue necesario efectuar diluciones para la
determinacién de esporas de clostridios sulfito-reductores, obteniendo los

siguientes resultados:

Volumen de muestra inoculada Tubo Numero de colonias
(mL)
5 1 Incontables
0.5 2 13
0.05 3 7
0.005 4 0

Los tubos en los cuales se ha rea!izado el recuento de colonias son los numeros 2

y 3, por tanto:

» NuGmero total de colonias: 13 +7 =20

Suma de los voliimenes de muestra inoculados: 0.5 + 0.05 = 0.55

= Se aplica la férmula general:

(20 colonias/0.55 ml.) x 20 = 727

» Elresultado se expresara:

Numero de esporas de clostridios sulfito-reductores: 727/20 mL.

V. CUESTIONARIO

1. ¢Por qué las colonias de clostridios sulfito reductores son de color negro en el

agar SPS?

Rl R A

5. Mencionar 5 especies de clostridios.
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¢ A qué se debe fa posible presencia de clostridios sulfito reductores en agua?
¢ En qué otro medio se pueden encontrar difundidos los clostridios?

. A qué se atribuye la patogenicidad de los clostridios?
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Preparacion de muestra

4 tubos 4 tubos con
agar SPS 10 mL de muestra
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Fusion l la muestra J
del medio
A=) Jl N P A==
RUUHA

5 mL de muestra

Mantener a 45°C J Caintamiento de la muestra
_ en Bafio de temperatura

constante (80°C, 5 minutos)

Tubo con medio Inoculacion profunda
a45°C

\ Enfriar
' répidamente

Adicionar una capa superficial
- de vaselina estéril

|

Incubar 24 h (¥2h)
a 37°C (+1°C)

Contar colonias
de color negro

Figura 20.1 Determinacién de clostridios sulfito reductores
por el método de recuento en tubo
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Figura 20.2 Serie de diluciones donde se observan colonias de clostridios
sulfito reductores bien aisladas en los tubos de la izquierda
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PRACTICA Nam. 21

RECUENTO DE INDICADORES DE CONTAMINACION FECAL EN AGUA
MEDIANTE FILTRACION POR MEMBRANA

. OBJETIVO

Efectuar el recuento de Indicadores de contaminacion fecal en diferentes tipos de
agua.

Il. INTRODUCCION

Las técnicas de recuento mediante filtracion de membrana son asimilables a
cualquier técnica de recuento en placa con la particularidad de ser apropiadas
para estimar concentraciones microbianas muy pequefias.

Estas técnicas constituyen una alternativa mas exacta al método del nimero mas
probable para estimar conceniraciones de grupos microbianos en muestras
liguidas, sin embargo, para aguas turbias pueden resultar no adecuadas.

HI.MATERIAL Y SUBSTANCIAS

- Muestra de agua de diversa naturaleza, de no menos de 100 mL

— Equipo de filtracién Millipore estéril

~ Bomba de vacio L ,

~ Pinzas Millipore de punta piana

~ Mechero Bunsen

— Cerillos o encendedor

— Gradillas _

~ Pipetas de 10 mL graduadas en mL y 1 mL graduadas en décimas, estériles

~ Guentacolonias Quebec

— 6 membranas de filtracion Millipore cuadriculadas, estériles

~ 4 Tubos de ensayo conteniendo 9 mL exactos de agua de dilucién estéril, cada
uno

— Cajas de Petri por triplicado conteniendo los siguientes medios de cultivo: m-
Endo LES, AGAR m-FC, KF-Streptococcus, sulfito- pollmlxma -sulfadiazina
(SPS), Agar Triptona Soya (TSA), Infusién de cerebro y corazén agar (BHIA) y
agar de bilis y esculina (BEA)

—  Solucién al 1% de oxalato de p-aminodimetilanilina, para prueba de citocromo-
oxidasa .

~ Discos impregnados de o-nitrofenol-B3-D-galactopirandsidoe (ONPG), para
disolver en 0.2-0.5 mL de suero fisioldgico, para prueba de la B-Galactosidasa
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~ Vaso con 50 mL de alcohol
— Probeta de 100 mL estéril

~  Solucién acuosa de peréxido de hidrégeno de 10 vollimenes, para prueba de la
catalasa (Apéndice C) ‘

IV. TECNICA

De acuerdo al tipo de muestra asignada a cada equipo de alumnos, debera seguir
la metodologia correspondiente, que comprende las siguientes etapas:

1. DETERMINACION DEL VOLUMEN A ANALIZAR

Fundamento:

Cada filtracidén permite efectuar recuentos dentro de los limites determinados de
carga microbiana. - '

Es preciso ajustar el volumen a filtrar para gue, en la medida de lo posible, pueda
situarse dentro de esos limites,

Para cada tipo de muestra se presupone una cantidad de carga microbiana mas o
menos determinada. .

Este hecho da una orientacién para elegir los volimenes que es necesario
analizar (Tabla 21.1).

Sin embargo, si la muestra ya. ha sido analizada con anterioridad, se utiliza
preferentemente esa informacion para escoger las alicuotas a filtrar.

Procedimiento:

Segun los limites de recuento para cada indicador (Tabla 21.2)'y el tipo de.
muestra (Tabla 21.1), se escoge el volumen & filtrar. - ' :

9. FILTRACION

La poblacién bacteriana conténida en un volumen conocido de agua se concentra
al ser retenida en una membrana filtrante (Figuras 21.1-21.3). '
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El mecanismo de filtracion ha de asegurar una distribuciéon homogénea de esa
poblacién por toda ta superficie de la membrana.

Utilizando el mismo embudo para cada muestra se efecttan las filtraciones para
cada indicador.

Si hubiera'que efectuar diluciones para obtener alguna alicuota, se empieza
filtrando la mas diluida.

Entre muestra y muestra, se-debera cambiar o esterilizar el embudo.

3. INCUBACION

A continuacidén la membrana se deposita sobre el medio selectivo-diferencial
adecuado y se incuba en las condiciones propias del grupo en estudio en ese
medio.

incubar cada medio segun la Tabla 21.2

4. RECUENTO

La superficie filtrante es, a la vez, la superficie de cultivo y constituye una
limitacién para el desarrollo colonial a partir de un determinado nimero de U.F.C.
por placa,

El tamafio de las colonias también acota el nimero maximo de éstas que puede
- aloergar una membrana filtrante.

En consecuencia, para cada medio de cultivo y cada microorganismo se establece
un recuento maximo admisible segun el tamafio de la superficie filtrante.

Por encima de este valor no se desarrollan todos los microorganismos gue se
pretende contar y las colonias obtenidas no mostraran plenamente la morfologia
diferencial deseada.

Asimismo, y debido a la variabilidad estadistica de los recuentos, se recomienda
un limite minimo de recuento de 20 colonias.

-Segun jos limites de recuento establegidos para cada medlo se escoge la placa
mas adecuada (Tabla 21.2).
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Se efectla el recuento de esta placa, si es necesario, con la ayuda del
cuentacolonias.

Para el medio m-Endo es preferible utilizar ifuminacién natural.

5. CONFIRMACION

Como en cualquler medio diferencial la morfologia colonial constituye unicamente
un indicio, mas o menos seguro, de la identidad de esa colonia.

Su pertenencia al grupo microbiano en estudio sdlo se confirma despues de la
realizacion de pruebas (Tabla 21.3).

El nimero de colonias que es necesario confirmar depende de varios factores,
sobre todo del valor predictivo de la morfologia colonial tipica descrita para cada
medio de cultivo (Figuras 21.4 y 21.5).

Asimismo es necesario confirmar aquellas colonias de morfologia mal definida y
gue no se sabe si incluirlas o no en el recuento. En las aguas de consumo publ:co
la confirmacién es preceptiva. -

En cualguier caso se efectila la confirmacién sobre un nimero de colonias y se
multiplica el recuento inicial por el porcentaje de confirmaciones positivas.

6. CALCULO

A partir del recuento confirmado y del volumen filtrado se calcula la concentracion
microbiana en la muestra referida a un volumen estandarizado.

Corregir el recuento inicial de acuerdo con el porcentaje de confirmaciones y
calcular la concentracion referida a 100 mL.

V. CUESTIONARIO

Elaborar un cuadro con los resultados de la cuantificacion obtenidos por los
diferentes equipos.

2. Bas&ndose en la normatividad vigente, cada equipo sefialaré la calidad del
. agua analizada. Comparar resultados con los demas equipos.
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3. ;Cuales son las ventajas y desventajas del método de filtracion por membrana
respecto al de placa veriida y NMP en el analisis de agua?

4. Consultar el fundamento de la prueba de la oxidasa.

5. Consultar el fundamento de la pruebas de la B3-Galactosidasa (ONPG) y de la
catalasa.
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Tabla 21.1 Volimenes sugeridos para el recuento de indicadores de
contaminacion fecal mediante filtracidon por membrana

.01 0.001 | 0.00C W1
| mL mL

Aguas de
-consSuUmMo
cloradas*
Aguas de
~consumo
no
cloradas*
Yy aguas
-naturales |
“limpias” |
“Aguas
marinas de
Zonas de
___bafo
Aguas
residuales
urbanas |
depuradas |
Aguas
residuales
urbanas
. crudas

CT = Coliformes totales

CF = Coliformes fecales

EF = Estreptococos fecales. ,

Cl = Clostridios sulfito reductores. _

* = Para las aguas de consumo se han ajustado los volimenes para obtener el
mejor aprovechamiento de los limites de recuento de los medios de culltivo.
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Tabla 21.2 Uso de los medios de cultivo recomendados para el recuento de
indicadores de contaminacién fecal mediante filtracidn por membrana

~ CONDI

“MICROORGA
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DIFERENCIA LIMITES DE | LIMITES DE
NISNO CIONES DE CION RECUENTO | RECUENTO
DE INCUBA | CULTIVO COLONIAL MINIMO MAXIMO
INDICADOR CION RECOMEN ADMISI
DADO BLE
COLIFORMES 37 °C, m-Endo "Colonias con 20 colonias 80 colonias
TOTALES 24 h, LES orillo metdlico”. 1 sospechosas | sospechosas
. Agrobiosis Debido ala y/o 200 en
reduccion de la total
Fucsina por los
aldehidos det
metabolismo de
la lactosa
COLIFORMES | 44 °C, 24h, m-FC “Colonias azules” | 20 colonias 60 colonias
FECALES Aerobiosis Debido a la sospechosas | sospechosas
reducclén del y/o 200 en
: azul de anilina. total
ESTREPTOCO | 37 °C, 48h, KF- “Colonias de 20 colonias 80 colonias
Ccos Aerobiosis Sireptoco rosa a rojo sospechosas | sospechosas
FECALES . cous ladrillo” . y/o 200 en
Debido a la total
reduccion del
cloruro de
trifeniltetrazolium
(TTC) :
CLOSTRIDIOS | Trat. previo SPS “Colonias 20 colonias 40 colonias
SULFITO - muestra; 5 Sulfito- negras” sospechosas | sospechosas
REDUCTORES | min. 80 °C, | Polimixina- Debido a la
“37 °C, 24h, Sulfa precipitacion del
Anaerobiosis | diazina | | sulfuro de hierro
Dobie capa” pot el acido
sulthidrico.
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Tabla 21.3 Valor predictivo y pruebas confirmatorias de los medios de cultivo
recomendados para el recuento de indicadores de contaminacion fecal
mediante filtraciéon por membrana

MEDIO DE CULTIVO

VALOR PREDICTIVO
DE LA MORFOLOGIA
‘COLONIAL TIPICA*

PRUEBAS CONFIRMATORIAS

m-Endo LES

“REGULAR": Prasenta
falsos positivos.
Es necesario confirmar,

Sembrar con el asa bacterioldgica las
colonias a confirmar en una placa de
TSA. Incubar por 24 h a 37 °C.

- Sobre el crecimiento obtenido de
cada colonia efectuar la prueba de la
oxidasa.

m-FC

“BUENO™; Solo hay que
confirmar si se duda en
la apreciacion del color.

Sobre las colonias oxldasa negativas
efectuar la prueba de la 3-
galactosidasa (ONPQG).

“Son coliformes las colonias oxidasa
nagativas y ONPG positivas”.

KF-Streplococeus

“BAJO”: Siempre es
necasario confirmar.

- de cerebro y corazén).Incubar por 24

Resembrar las colonias a confirmar
en una placa de BHIA (agar infusion

h a 37 °C.

Sobre el crecimiento obtenido de
cada colonia efectuar la prueba de fa
catalasa.

Sembrar las colonias catalasa
negativas sobre BEA {(agar de bilis y

escullna) o
Incubar de 4-8 h, a 37 °C.
Hacer una primera lectura alas 4 h,
“Son estreptococos fecales las
colonias catalasa negativas y que
viran a negro el medio de BEA,
(hidrélisis de |la esculina)”

SPS (Sulfito-polimixina-
sulfadiazina)

“MUY BUENO”: No es
necesaria la
confirmacion.

*Unicamente para las piacas que no superen el limite de recuento méximo admisible.
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Volumen elegido Volumén real de
para la filtracion muestra fitrada
100 mL. > 3 100 mL
Muestra de agua : s
/——-> 50 mL > i 50 mL
‘1 » 10mL —> ) 10 mL
% X—; 5mL > ¢t i 5mL
l 1mL > ) 1mL
dilucién T s mL > G5 0.5mL
10“1 \_‘ £
: 1mL > g 0.1 mL
- : 5mlL > & 0.05 mL.
dilucion - //—+ ;
10-2 \__,_ + . |
- 1 mL > Oy 0.01 mL.
. . e
| 5 mL > GED 0.005 mL
dilucién / :
10° \_,, £
1 ml > 0.001 mL

Figura 21.1 Volumen de agua a filtrar y volumen real filtrado
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Tomar ¢on €llas la membrana
de acetato de celulosa

Surmergir las pinzas Flamearlas para
en alcohol. su esterilizacion.

Colocaria sobre el soporte
de 1a base del filiro, con la
cuadricula hacia arriba.

Filtrar la muestra de agua

Después de la incubaci On contar

Colocaria en el cenlro de la superficie del o niimero de colonias sobre
medio de agar Endo, con la cuadricula i
h . &i filtro.
hacia arriba

y retirar la membrana
coh pinzas estériles

Figura 21.2 Anélisis de agua por el método de filtracién por membrana
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Criterio en el recuento de colonias

Figura 21.3 Recuento de colonias
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Depositar 2 o

- 3 gotas de reactivo
/ <= de Kovacs-oxidasa
en una fira de

papel filtro

/
(— =7 —y=7

Tormar inéculo Depositar Observar
del tubo o L iond
S X indeculo la aparlmén
caja Petri : _ . de color

Figura 21.4 Prueba de la oxidasa
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Agar SPS Membrana

A\ / ]
ﬁ/ //////////f/}f‘/",\:&'//////////////////// (7,
E 222EEEEEZZEEZEE22*7/2222222222222222222222222:

Recubrimiento de la membrana ¢on doble capa de agar.

Sellar con Caja Petri

W//WAW//W/M_///M/11////////1////1w//im/_m

Y T L T T I L T T T

Saquito de pirogalol  Tapa de la caja Petri
alcalino :

Condiciones de anaerobiosis con el uso de pirogalol alcalino.

Figura 21.5 Cultivo en caja por la técnica de filtracion de membrana de
clostridios sulfito reductores en condiciones de anaerobiosis
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PRACTICA Nam. 22

INVESTIGACION DE COLIFORMES TOTALES Y FECALES
EN DESECHOS SOLIDOS Y COMPOSTA

I. OBJETIVO

Determinar la presenma de coliformes totales y fecales en un desecho sdlido por el
método del nimero mas probable (NMP) utilizando la técnica de tubos de
fermentacién multiple. .

Il. INTRODUCCION

Al igual que en el agua, es importante, sobre todo desde el punto de vista
sanitario, la realizacién del analisis microbiolégico de los desechos sélidos para
conocer la naturaleza de los microorganismos presentes en éstos, por gjemplo en
la basura, para lo cual se requiere de una muestra representativa la cual liega al
laboratorio una vez que se ha llevado a cabo todo el proceso de recoleccion,

cuarteo y molienda correspondiente. También se puede realizar esta
determinacion en composta.

I, MATERIAL Y SUBSTANCIAS

- — Muestra de basura o composta, minimo 50 g

— Matraz Erlenmeyer de 1 L conteniendo 450 mL de agua peptonada esteril al
0:.1%

— Homogeneizador Waring Blendor esteril

— Mechero Bunsen

— -Cerillos 0 encendedor -

- Matraz de 500 mL estéril

~ 7 tubos de 18 x 150 mm conteniendo 9 mL exactos de agua de dilucidn estenl
cada uno :

— 7 Pipetas de 1 mL estériles
— 20 tubos de 18 x 150 mm con campana Durham, conteniendo 10 mL de caldo
lactosado estéril de concentracion sencilla, cada uno

~ 20 tubos de 18 x 150 mm con campana Durham, contenlendo 10 mi- de caldo
- lactosa hilis verde brillante (LBVB ) estéril, cada uno

— 15 tubos de 18 x 150 mm con campana Durham, conteniendo 10 mL de caldo
Escherichia coli (E.C.) estéril, cada uno

~ 2 Cajas de petri conteniendo agar endo estéril
— B Tubos de 18 x 150 mm conteniendo agar nutritivo inclinado estéril
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Colorantes para tincién de Gram

Asa bacterioldgica

Gradillas para tubos de 18 x 150 y de 13 x 100 mm

Agitador de tubos Vortex

Incubadora a 35 °C

Bafo incubador fecal a una temperatura constante de 44.5 °C
Aceite de inmersion

5 Tubos de 13 x 100 mm conteniendo medio de SIM estéril

5 Tubos de 13 x 100 mm conteniendo medio de MR-VP esteéil
5 Tubos de 13 x 100 mm conteniendo medio de Simmons estéril
Reactivos para ensayos bioguimicos

Microscopio

IV. TECNICA

PRUEBA PRESUNTIVA

N -

. Pesar 50 g de muestra (basura cruda o composta).

. Agregar 450 mL exactos de agua peptonada estéril al 0.1% para obtener una

dilucién de 10°1
Llevar la muestra diluida al homogeneizador Waring Blendor estéril.

. Agitar durante 3 minutos a velocidad maxima (8,000 rpmy.

. Vaciar el homogeneizado en un matraz estéril y etiquetar.

Preparar 7 tubos de 18 x 150 mm con 9 mL de agua de dilucion estéril.

. Tomar una alicuota de 1 mL del homogeneizado con una pipeta estéril y flevarlo

a uno de los tubos para obtener una dilucién de 102,

. Agitar el tubo y tomar alicuota de 1 mL con otra plpeta esteril y [Ievarlo a otro

tubo para obtener dilucion de 103

9,

Proceder de la misma manera hasta obtener una dilucién de 104 ¢ hasta

donde sea necesario.

'10.Inocular asépticamente con 1 mL de muestra por quintuplicado, tubos de
fermentacion conteniendo caldo Iactosado o caldo lauril tnptosa a partlr de las

Ultimas 4 diluciones.
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11.Incubar por 24 horas a 35 °C.

12.Observar turbidez y produccién de gas:

INTERPRETACION:

Después de 24 horas de incubacién:

¢ Produccién de turbidez y gas:
Prueba presuntiva positiva.

Efectuar prueba confirmativa para todos los tubos positivos.

» Ausencia de gas o produccion de gas dudosa:

incubacidn adicional por 24 horas mas (Total 48 horas).

Después de 48 horas de incubacién: -
« Siseobserva turbidez y produccién de gas:

Prueba presuntiva positiva, por o tanto, Efectuar prueba conflrmatwa para
todos los tubos posmvos |

. Ausencia de gas para todos los tubos aUn cuando'haya turbidez:

Prueba presuntiva negativa, por lo tanto, GRUPO COLIFORME AUSENTE.

PRUEBA QQNFIRMAT!VA PARA COLIFORMES TOTALES _

1. Por cada tubo positivo durante la prueba presuntiva, inocular asépticamente
con 3 asadas un tubo de fermentacion conteniendo caido LBVB.

2. Incubar 48 horas a 35 °C.
3. Observar turbidez y produccion de gas dentro de la campana Durham.
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_ NOTA:

Si a las 24 h de incubacién todos los tubos dieran positivos, se da pdr
terminado e} analisis y se procede a hacer los calculos de NMP.

INTERPRETACION:

¢ Sien ninguno de los tubos se observa produccion de gas, atn cuando se
ohserve turbidez:

Se consideran negativos.
+ Sien los tubos se observa presencia de turbidez y gas:

Se consideran positivos.

Establecer el codigo v calcular ef nimero més probable usando la Tabla 17.1
» Sitodos los tubos dan negativos o todos dan positivos:

Con base en los grados de dilucidn analizados, considerar la necesidad de
repetir el andlisis a partir de grados de dilucién menores (mayores vollimenes -
de muestra) o mayores {menores volimenes de muestra), respectivamente.

PRUEBA CONFIRMATIVA PARA COLIFORMES FECALES.

1. Por cada tubo positivo durante la prueba presuntiva, inocular asépticamente
con 3 asadas un tubo de fermentacién conteniendo caldo EC.

2. Incubar en bafio de agua durante 24 horas a 44.5°C.

3. Observar turhidez y produccién de gas dentro de la campana Durham.

INTERPRETACION: |

» Si en ninguno de los tubos se observa produccién de gas, aun cuando se’
observe turbidez: '

Se consideran negativos.
166



MICROBIOLOGIA APLICADA
Manual de L.aboratorio

+ Sien los tubos se observa presencia de turbidez y gas:
Se consideran positivos.

Establecer el cddigo y calcular el nimerc mas probable gsando la Tabla 17.1

+ Sitodos los tubos dan negativos 6 todos dan positivos:

Con base en los grados de dilucion analizados, considerar la necesidad de
repetir el analisis a partir de grados de dilucidon menores (mayores volimenes
de muestra) o mayores (menores volumenes de muestra), respectivamente.

DIFERENCIACION DE COLIFORMES.

1. A partir de tubos positivos con prueba confirmativa, inocular con el asa
bacteriolégica en condiciones asépticas sobre agar Endo-C, con la técnica de
dilucién por estria con el objeto de obtener colonias aisladas.

2. Incubar durante 24 horas a 35 °C.

3. Observar el desarrolio. Los coliformes forman colonias rojas sobre agar Endo-
C. Las colonias de Escherichia coli muestran ademas, brillo metalico verdoso.

4. Tomar material de ias colonias de coliformes caracteristicas que estén aisladas
y sembrar en cada caso en un tubo con agar inclinado esteril.

5. Incubar durante 24 horas a 35°C.

6. A partir de los cultivos de agar inclinado, preparar frotis, tefiirlos al Gram y
~ examinar al microscopio:

Si se observan solamente bacilos cortos Gram negativos, no esporulados se
confirma la pureza de los cuitivos.

7. A partir de cada uno de los cultivos puros, inocular los, siguientes medios: SIM,
MR-VP y Citrato de Simmons, para efectuar las reacciones del IMVyC:

| = indol.

M = Rojo de Metilo.

V = Voges Proskauer,

y = Solo para dar eufonia.

C = Citrato, como tnica fuente de carbono
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8. Incubar a 35 °C durante 24 horas.

9. Realizar los siguientes ensayos bioguimicos:

INDOL.:

Cubrir el cultivo en medio de SIM con aproximadamente 5 mm de espesor con ¢!
reactivo de Kovac y dejar reposar durante 2 minutos.

Reaccién positiva: Capa reactiva color cereza.

Reaccldn negativa: Capa reactiva NO rojo cereza.

ROJO DE METILO:

Afiadir 5 gotas de solucién indicadora de rojo de metilo a 5 mL. de cultivo (MR-VP).
BReaccidn positiva: Inequivoco color rojo.

Fieadcién negétivaf Inequivoco color amarillo.

La aparicion de un tono de color intermedio permite deducir con gran probablhdad
la emstenma de un cultivo impuro.

VOGES PHOSKAUER

A 1 mL de cultivo (MR-VP), afiadir 0.6 mL de solucién de alfa-naftol al 5%y 0.2 mbL.
~ de solucién de KOH al 40%. Si la reaccién no da positiva dentro de los primeros
10 minutos de reposo, leer la reacmon después de 2-4 horas.

Reaccién positiva:

Formacsén de un anillo de color rojo ladrillo o rojo carmin en Ia superflme del medio
- el cual va bajando poco a poco a través del cultivo.

Reaccién negativa:

Ausencia de coloracion roja. :
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CITRATO:

Observar el cultivo en el medio de Simmons.

Reaccion positiva:

Crecimiento y en la mayoria de los casos vire del color verde del medio a verde
azulado 6 totalmente azul. :

Reaccidn negativa:

Sin crecimiento.

10. Con base a los resultados, consultar las Tablas bioquimicas correspondientes

. para la identificacion de los coliformes.

V. CUESTIONARIO

1.

2.

& Qué importancia tiene el analisis microbiolégico de los desechos sdlidos?

¢ Que otro tipo de mlcroorganlsmos se pueden identificar en los desechos
solidos?

¢ Qué relacion tiene la investigacion de coliformes en los desechos sélidos con

“la presencia de enterobacterias patégenas?

¢ Qué papel desempefian los mlcroorganlsmos en el proceso de obtencuﬁn de
composta‘?

Mencionar dos aplicaciones de la composta.
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PRACTICANum.23 = :

DETERMINACION DE BACTERIAS SULFATORREDUCTORAS EN AGUA

‘1. OBJETIVO

Demostrar la presencia de bacterias sulfatorreductoras en agua, por el mé'tddo del
nimero méas probable (NMP).

iI. INTRODUCCION

La corrosion en general es un fendémeno de destruccion de los materiales de
construccion, principalmente de los metales; causando un proceso de Oxido-
reduccion.

Existen muchas causas de la corrosion. Una de ellas es la corrosion
microbiolégica, fa cual ocurre como resultade directo o indirecto de la actividad de
los organismos vivos. Los microorganismos productores de Ia corrosion pueden
ser hongos, algas y bacterias.

Estas dltimas se clasifican en aerobias (ferrobacterias y sulfobacterias) y
anaerobias (sulfatorreducioras). : :

La corrosién microbiologica puede ser representada por los siguientes tipos de
fenémenos:

1} Produccién de metabolitos acidos. Los microorganismos pueden excretar
acidos organicos y/o inorganicos.

2) Corrosién debida a la produccién de celdas de aireacion diferencial. Estas
celdas se presentan cuando el metal recibe mas oxigeno en unas zonas que
en otras, causando la oxidacion de las zonas menos aireadas.

3) Destruccion de cubiertas protectoras sobre el metal, que son metabolizadas
por los microorganismos.

4) Consumo de sustancias inhibidoras de la corrosion y facilitando de esa forma
la accion de iones agresivos presentes en el medio o producidos por el
metabolismo microbiano. '

El agua siempre contiene bacterias, alin cuando su suminisiro se hace a través de '
modernas redes de distribucion.
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Existen ciertas bacterias que pueden soportar dosis muy fuertes de cloro, como es
el caso de las sulfatorreductoras, que no sufren alteraciones al estar en contacto
con concentraciones de 20 ppm de dicho elemento.

El agua destinada al uso doméstico contiene menor cantidad de microorganismos
que las aguas de exiraccidn industrial, sin embargo no es extrafio encontrar
bacterias de corrosion en agua potable, las cuales pueden provenir del sitio de
bombeo o de las tuberias mismas en el momento de la instalacién de éstas.

Las bacterias sulfatorreductoras pertenecen a la Unica Familia Spirillaceae cuyo
representante es Desulfovibrio desulfuricans.

Se les encontraré bajo las capas de herrumbre que se hallan en contacto con el
metal debido a que son anaerobias obligadas. Estas bacterias transforman los
suifatos en acido sulthidrico, el cual se combinaré con las sales ferrosas para dar
un sulfuro negro.

lll. MATERIAL Y SUBSTANCIAS

~ Muestra de agua (100 mL), de consumo “clorada”, natural "limpia" o residual

— 5§ Tubos de 20 x 200 mm conteniendo 20 mL cada unc de medio para bacterias
sulfato-reductoras (Medio de Baars)

— 10 Tubos de 18 x 150 mm conteniendo cada uno 10 mL de medio para
bacterias sulfatorreductoras

— 1 Tubo conteniendo 10 mL. de parafina o vaselina estéril
~ 1 Pipeta graduada de 10 mL, estéril

~ 2 Pipetas graduadas de 1 mL, estéril

— Gradilla para tubos de 18 x 150 mm

— Gradilla para tubos de 20 x 200 mm

— Mechero Bunsen

— Cerillos 0 encendedor

IV. TECNICA
1. Agitar vigorosamente la muestra para homogeneizar.

2. A pariir de la muestra previamente homogeneizada y con pipeta estétil, tomar
alicuotas de 10, 1.0 y 0.1 mL e inocular por quintuplicado, los tubos de 20 x
200 mm y 18 x 150 mm con medio para bacterias sulfatorreductoras.
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NOTA:

Si se sospecha que el agua contiene elevada carga bacteriana, proceder a
preparar las diluciones correspondientes.

3. Afadir una capa de vaselina o parafina estéril de unos 3 mm de espesor para
conseguir condiciones de anaerobiosis.

4, Incubar durante 7 dias a 37 °C. ,
5. Observar si hay formacién de un precipitado negro en el fondo o en las

paredes del tubo, lo cual indicara la presencia de bacterias sulfatorreductoras.
CALCULO Y PBESENTACIC’)N DE RESULTADOS:

De acuerdo a los tubos positivos, establecer el cédigo y leer el resultado en la
Tabla 17.1 del NMP.

F| resultado es directo cuando se manejan los volimenes de 10, 1.0y 0.1‘mL.

Si fue necesario utilizar diluciones, el resultado de la Tabla se divide entre la

~ dilucion promedio al igual que se hizo para el célculo del NMP de coliformes
totales y fecales.

Los resultados se expresaran asi:

NMP de bacterias sulfatorreductoras: /100 mL

V. CUESTIONARIO
1. Consultar la composicién de 2 medios para bacterias sulfatorreductoras.
| 2. Explicar el mecanismo de la cqrrosic’)n bioldgica.
3. Menciohar'S especies de Desulfoyibrfo.
4. Mencionar otros géneros bacterianos que produzcan corrosion en metales.

5. Ademas de agua, (En qué otro ambienté se pueden encontrar las bacterias
-~ sulfatorreductoras?
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PRACTICA Nim. 24

INVESTIGACION DE PROTOZOOS Y HELMINTOS PATOGENOS EN AGUA

. OBJETIVO

Investigar la presencia de protozoos y helmintos, parasitos intestinales, en
diferentes tipos de agua: de consumo humano, destinadas a riego agricola y
aguas estancadas.

il. INTRODUCCION

Agentes parasitarios dque pueden ser objeto de investigacion en aguas de
consumo Y tiego agricola son algunos protozoarios como: Entamoeba histolytica,
Giardia lamblia, Cryptosporidium spp. y algunos helmintos como: Ascaris
lumbricoides, Trichiuris trichiura, Taenia solium, Enterobius vermiculatis, etc.

En aguas estancadas (naturales, piscinas, sistemas de calefaccién y refrigeracion,
etc.), pueden vivir facultativamente en forma pardsita: amibas de vida libre como
Acanthamoeba sp. y Naegleria sp. que suelen provocar inflamaciones de
mucosas. ‘ '

Las técnicas de investigacion de protozoos parasitos intestinales estan basadas
en la deteccidn del parasito tras la filtracién de grandes vollimenes de agua.

l.os quistes del protozoo se identifican por examen microscopico del material
retenido en el filtro, directamente o previa concentracion, o tras realizar técnicas
de inmunofluorescencia mediante la utilizacién de anticuerpos monoclonales como
es el caso de la deteccion de Cryptosporidium spp. en el agua de consumo
humano. . ' '

La investigacidn de amibas de vida libre, "amebas limax", se realiza habitualmente
mediante cultivo "in vitro" en medios apropiados P.ej. el Medio de Chang. De
acuerdo a Chang, pequefias amibas de vida libre crecen bien sobre agar BST
(Buffered Sucrose Tryptose), en asociacion.con bacterias Gram negativas.

La primera cepa patdégena de Naegleria fowleri fue aislada por Lubor Cerva en
junio de 1968 (Medio de Cerva). Cerva usé cajas Petri con 1% de Difco Bacto
Agar, al cual afiadi¢ una suspension de cultivo de Aerobacter aerogenes muerto
térmicamente. Las cajas de Petri fueron colocadas en forma invertida en bolsas de
plastico cerradas herméticamente e incubadas a 37 °C.
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Cerva desarrolld también un medio liquido axénico compuesto de 2% de Bacto
Casitone (Difco) en agua destilada con 10% de suero de caballo fresco y 0.5% de
cloruro de sodio. La utilizacién de los medios depende del propdsito de estudio.

identificacion:
Esta se llevara al cabo considerando la morfologia.
Capacidad patdgena:

Esta se determinara por el medio de |la inoculacién animal o cultivo celular.

lll. MATERIAL Y SUBSTANCIAS

-~ Muestras de agua de diverso origen. (Minimo 2 L)
— Equipo de filiracién Millipore estéril

— Bomba de vacio

- Centrifuga de alta velocidad

- Tubos para centrifuga

— Microscopio

— Mechero Bunsen

— Cerillos 0 encendedor

~  Gradilla

- Portaobjetos

—~ Cubreobjetos

— Pipetas Pasteur

— Cajas Petri conteniendo medio BST agar (Apéndice A)
— Suspension de bacteria Gram negativa

— Solucién sobresaturada de Sulfato de Zinc (Apéndice C)

IV. TECNICA
PARTE A
PARASITOIS INTESTINALES: PROTOZOOS Y HELMINTOS.

1. Fiitrar la muestra a través de membrana millipore, Si la muestra es de agua de
consumo humano se deben filtrar de 100 a 400 L y si es de agua estancada
natural ¢ para riego agricola, por o menos 2 L.
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Si se trata de estas lltimas se recomienda filirar previamente en condiciones
de esterilidad a través de gasa y utilizando un embudo de filtracion rapida, con
el objeto de eliminar las partes gruesas gue pudiera contener el agua y facilitar
la filtracion a través de la membrana millipore.

. Retirar el filtro, trozarlo, colocarlo en un tubo de centrifuga y lavarlo con agua
destilada.

. Centrifugar a 2300 rpm durante 3 minutos.

. Decantar y agregar nuevamente agua destilada con objeto de efectuar otro
lavado. - '

. Gentrifugar a 2300 rpm durante 3 minutos.

. Repetir los pasos 4 y 5 dos o tres veces mas hasta que el sobrenadante resulte
transparente.

. Decantar y afiadir una solucion sobresaturada de sulfato de zinc (Técnica de
Faust), y volver a centrifugar en las mismas condiciones.

. Recoger una gota del sobrenadante con una pipeta Pasteur y colocarla sobre
un portaobjetos, colocar un cubreobjetos sobre la gota y observar al
microscopio primero con el objetivo seco débil (10X) y posteriormente con el
seco fuerte (40X) los quistes de Protozoos y huevecillos de Helmintos
- presentes en la muestra.

. Otra forma de recoger el sobrenadante es, despues de la Ultima centrifugacion,
colocar sobre el tubo un cubreobjetos tocando el menisco, se retira, se coloca
sobre el portacbjetos y se observa al microscopio.

10.Dibujar lo observado.
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Seco fuerte Seco débil

11.Comparar los quistes y huevecillos observados, con los esquemas y fotografias

proporcionados por el instructor, para lograr su identificacion (Figuras 24.1-
24.2). '

PARTE B
AMIBAS DE VIDA LIBRE: Acanthamoeba sp. y Naegleria sp
1. Filtrar un litro de agua en filiro de membrana de 1-2 4.

2. Sembrar el filtro en el medio BST ¢ en alguin otro medio adecuado afiadido de
algun germen para alimentar las amibas. Se pueden mantener en medios
axénicos, pero el crecimiento disminuye su capacidad invasora.

También pueden afiadirse antibidticos para reducir la contaminacion
bacteriana. '

3. Incubar a 37 °C por 24 h.
4. Obsetvar al microsco'pio para examinar su morfologia.
5. Dibujar lo observado.
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Seco fuerte Seco débil

Naegleria sp. posee quistes redondos y los pseuddpodos lobulados. Los
trofozoitos se mueven muy rapidamente.

Acanthamoeba sp. tiene los pseuddpodos acantopedios (mas finos) y los
trofozoitos se mueven mas lentamente, el quiste tiene aspecto poligonal (Figura
24.3). ) :

V. CUESTIONARIO

1, Dibujar 3 quistes y 3 huevecillos diferentes a los observados en la practica. -

2. ¢;Cual es el fundamento de la Técnica de Faust?

3. Consultar otras técnicas para la investigacion de Protozoos y Helmintos.

4. ;Qué importancia tiene la presencia de Helmintos en agua destinada al riego
agricola?

5. De acuerdo a la normatividad mexicana vigente ;Cuél es el limite de Helmintos
permisible en el agua destinada al riego agricola?
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Balintidium coli Entamoeba coli
Tefido cen hematoxilina
férrica

. ;
5 B

) N Endolimaxnana  Endolimax nana
£nt b histolyti SR Tefiido con Teffido con
Entamoeba histolytica ; . Tivyey Fapr hematoxilina

Tefiido con hematoxilina Entamoeba histolytioa  hematoxiiina férrica férrica
férrica '

A

lodamoeba biitschli

Tefiidos can Tefiidos con
Entamoeha coli - hematoxilina férrica hematoxilina férica

Figura 24.2 Quistes de protozoarios parasitos intestinales
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_— e,

¥ '

Naegleria sp.

Etapa ameboide Naegleria sp.
. Etapa flagelada

Acantharnoebea
Acanthamoeba Etapa quistica
Etapa ameboide

Amoeba sp.

Figura 24.3 Amibas de vida libre
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APENDICE A

COMPOSICION Y PREPARACION DE MEDIOS
DE CULTIVO






1. AGAR NUTRITIVQ. Bacto Nutrient Agar (Difco)

Férmuia:

Ingredientes por litro.

Extracto de carne........cccccceueeee. 3 g
Peptona.......cccooeviieiicinciicniennn 5 ¢
AGar... e 15 g

pH final: 6.8 £ 0.2 a 25 °C.

Método de preparacion:

1) Suspender 23 g en 1 litro de agua destilada o desmineralizada.
2) Calentar a ebullicién para disolver completamente.

3) Esterilizar en autoclave por 15 minutos a 15 libras de presion (121°C).
4) Distribuir en la forma deseada.

2. CALDO NUTRITIVO. Bacto Nutrient Broth (Difco)
Férmula: |
Ingredientes por litro.

Extracto de carne........ccc..ccocuv. 3 9
Pepiona.......ccco e, 5 ¢

pH final: 6.8+ 0.2a 25 °C.
Método de preparacion:
1) Disolver 8 g en 1 litro de agua destilada o desmineralizada.

2) Distribuir en tubos.
3) Esterilizar en autoclave por 15 minutos a 15 libras de presién (121 °C).

3. CALDO ROJO DE FENOL CARBOHIDRATOS*. Bacto Phenol Red
Carbohydrate* Broths (Difco)

*Dextrosa, lactosa, maltosa o algun otro, para realizar pruebas de fermentacion de
- carbohidratos. .

183



MICROBIOLOGIA APLICADA
Manual de Laboratorio

Férmula:

Ingredientes por litro.

Peptona proteasa No.3 Difco............cce.c 10 ¢
Extracto de carne..........cceeeciciicniineesininenens 1 g
Cloruro de s0dio......evvvnieenn. VPRSPPI 5 ¢
Rojo de fenol.........cooiiiinci 0.018 ¢
Carbohidrato deseado™........c.c..covviiniennnnn. 5 ¢

pH final: 7.4 £ 0.2 a 25 °C.
Método de preparacion:
| Base de Caldo Rojo de Fenol. Bacto Phenol Red Broth Base. (Difco).

.1) Suspender 16 g de Bacto Base de Caldo Rojo de Fenol y 5a 10 g (0.5 a 1.0%)
del carbohidrato deseado en 1 litro de agua destilada o desmineralizada.

2) Agitar para disolver completamente. _
3) Distribuir en tubos de ensayo que contengan campana Durham.

4) Esterilizar en autoclave a 110 °C durante 10 minutos o por filtracion y en
condiciones asépiicas distribuir el medio en tubos estériles, con campana
Durham., : '

Si se prefiere, el medio hasal puede ser preparado sin el carbohidrato y afadir
postériormente una solucién del carbohidrato deseado esterilizada por filtracion
o en autoclave al medio basal previamente esterilizado y enfriado.

Caldos Rojo de Fenol Carbohidratos. Bacto Phenol Red Carbohydrate
Broths. (Difco) o

1) Suspender 21 g del caldo carbohidrato rojo de fenol apropiado en 1 litro de
agua destilada o desmineralizada y agitar para disolver completamente. '

2) Distribuir en tubos conteniendo campana Durham.
3) Esterilizar en autoclave por 15 minutos a 15 libras de presién (121 °C).
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4. AGAR ALMIDON. Bacto Starch Agar
Férmula:

Ingredientes por litro.

Extracto de carne...........ccc..... 3 g
Almidén soluble, Difco........... 10 ¢ ‘
Agar.......cocciiirerreeen 12 g

pH final: 7.5+ 0.2 a 25 °C.
Método de preparacién:

1) Suspender 25 g en 1 litro de agua destilada o desmineralizada.

2) Calentar a ebullicion para disolver completamente,

3) Esterilizar en autoclave por 15 minutos a 15 libras de presm’)n (121 °C).
4) Distribuir en la forma deseada.

5. AGAR GELATINA. Bacto Nutrient Gelatin
Formula:

Ingredientes por litro.

Extracto de came......cc.cceeeenee 3 4
Peptona..........cenen. R 5 g
Gelatina........ccceeevnirn. 120 ¢

pH.final: 6.8 £ 0.2 a 25 °C.
Método de preparacion:

1) Disolver 8 g en 1 litro de agua destilada o desmineralizada.
2) Distribuir en tubos,
3) Esterilizar en autoclave por 15 minutos a 15 libras de presion (121 °C).
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6. CALDO NITRATO. Bacto Nitrate Broth (Difco)

Férmula:

Ingredientes por litro.

Extracto de came.......ovvvveeenininenn, 3 g
Peptona.....ccoeriir e 5 ¢
Nitrato de potasio...........cccevieieeenninnis 1 g

pH final: 7.0 + 0.2 a 25 °C.

Método de preparacion:

1) Disolver la cantidad apropiada en 1 litro de agua destilada o desmineralizada.
2) Distribuir en tubos.

3) Esterilizar en autoclave por 15 minutos a 15 libras de presion (121 °C).

7. CALDO UREA. Bacto Urea Broth.

Férmula:

“Ingredientes por litro.

Extracto de levadura.........c..ocseeeiiennnne 01 g
Fosfato de potasio, monobaésico......... g1 ¢
Fosfato de potasio, dlbasmo ................ 95 ¢
Urea, DIfCO ..o 20 g
Rojo de fenol.......c..covennininiieiinn, 001 ¢

pH final: 6.8 + 0.1 a 25 °C.
Método de preparacion:

1) Permitir que el medio vuelva a la temperatura ambiente antes de abrir el frasco.
2) Suspender 38.7 g en 1 litro de agua destilada o desmineralizada. ' :
3) Mezclar bien para disolver completamente.

4) Esterilizar por filtracion y distribuir asépticamente .en pequenos tubos de
ensayo estenles (14x1 25 mmo equlvalente)

No hervit o autoclavear el medio.

186



MICROBIOLOGIA APLICADA
Mannal de Laboratorio

8. AGAR TRIPLE AZUCAR-HIERRO. Bacto Triple Sugar Iron Agar (TSI).
(Difco)

Férmula:

Ingredientes por litro.

Extracto de carne........ccc.ceoevvenv i 3 g
Extracto de levadura.........cc.cocninen. .3 g
Peptona........cccoviininininn e 15 g
Peptona proteosa, DHCO........veeveenen 5 ¢
DEXIrOSA.c.ii et 1 g
I Tod (07 VAR 10 ¢
ST: Lot (o]-1- IR 10 ¢
SUIFALO fBITOSO....veeeeeeree e eerrerenees 02 g
Clorurc de sodio.......c.occeeeveeeecrmereniinnns 5 g |
Tiosulfato de sodio......cccovvevereneen. 03 ¢
AGar......o s 12 ¢
Rojo de fenol.............coceveeimenneennes 0.024 ¢

pH final: 7.4 £ 0.2 a 25 °C.
Método de preparacion:

1) Suépender 65 g en 1 litro de agua destilada ¢ desmineralizada.

2) Calentar a ebullicion hasta completa disolucion.

3) Distribuir en tubos.

4) Esterilizar.en autoclave por 15 minutos a 15 libras de presion (121 °C).

5) Dejar solidificar en forma inclinada procurando que en el fondo del tubo quede
una buena cantidad de agar.
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9. MEDIO DE SIM. BACTO SIM MEDIUM. (Difco)

Recomendado para determinar: Produccién de sulfuro de hidrégeno, formacion de
indol y motilidad.

Férmula:

Ingredientes por litro.

Extracto de came........coveininnenn, 3 g
Peptona.....cccooommnniien e 30 ¢
Hierro peptonizado, Difco........... 0.2 ¢
- Tiosulfato de sodio........ccoveeee 0.025 ¢
AQAC e 3 g

pH final: 7.3+ 0.2 a 25 °C.
Método de preparacion:

1) Suspender 36 g en 1 litro de agua destilada o desmineralizada.

2) Calentar a ebullicion para disolver completamente.

3) Distribuir en tubos a una profundidad de aproximadamente 3 pu|gadas 6
“aproximadamente 15 mL para tubos de tamafio estandar.

4) Esterilizar en autoclave por 15 minutos a 15 libras de presién (121 °C)

5) Dejar solidificar el medio en posicion vertical.

10. AGAR CITRATO DE SIMMONS. BACTO SWIMONS CITRATE AGAR
(Difco).

Férmula:

Ingredientes por litro.

Sulfato de magnesio..........couenne 0.2 g
Difosfato de amonio.........ccceeveiinnn 1 g
Fosfato dipotasico............... v 1 G
Citrato de sodio.....cccoriniecnniiiiinnn 2 g
Cloruro de sodi0..........cvcvnreiirannnn. 5 g
AQAY....coiereiiiiiireec s e 15 ¢
Azul de bromotimol..........ccceeel 0.08 g

pH final: 6.8 + 0.2 a 25 °C.
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Método de prebaracién:

1) Suspender 24.2 g en 1 litro de agua destilada o desmineralizada.

2) Calentar a ebullicion para disolver completamente.

3) Distribuir en tubos. .

4) Esterilizar en autoclave por 15 minutos a 15 libras de presién (121 °C).
5) inclinar los tubos y dejar solidificar.

El medio debe tener un color verde esmeralda.

11. CALDO RM - VP. BACTO MR - VP MEDIUM. (Difco)
Férmula:

Ingredientes por litro.

Peptona amortiguada............cceceireenis 79
Fosfato dipotasico........cccceeivivnnininnnnen, 5 ¢
DEXIrOSa. .. e TR 5 g

pH final: 6.9 £ 0.2 a 25 °C.
Método de preparacion:
1) Disolver 17 g en 1 lifro de agua destilada o desmineralizada.

2) Distribuir en tubos, en volumenes de 10 mL.
3) Esterilizar en autoclave por 15 minutos a 15 libras de presién (121 °C).

12.AGAR ANAEROBICO. BACTO ANAEROBIC AGAR. (Difco)

Férmula:
Ingredientes por litro.

072171 (o] o T- FOUU R e 20

g
Cloruro de sodio......ovvereiiiiiiiiinnns 5 ¢
DeXIroSa, e ivre v, e 10 g
AGAl s ST .20 g
Tioglicolato de sodio, Difco.................. 2 g
Sulfoxilato formaldehido de sodio........ 1 ¢
Azul de metileno.........ccocceiiiiinn, .0.002 ¢

pH final: 7.2 + 0.2 a 25 °C. ,
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Método de preparacion:

1) Suspender 58 g en 1 litro de agua destilada o desmineralizada.

2) Calentar a ebullicion para disolver completamente.

3) Distribuir en la forma requerida.

4) Esterilizar en autoclave por 15 minutos a 15 libras de presion (121 °C).
13.MEDIO FLUIDO DE TIOGLICOLATO. FLUID THIOGLYCOLLATE MEDIUM

Formula:

Ingredientes por litro.

g
CasitoNa.. ..o 15 ¢
DeXIr0Sa.. ... ccicinrr v, 56 ¢
Cloruro de sodio......ccccccuvivvinnnnnn 25 ¢
L-cisteina, Difco.......cccovvemniniernnn 05 ¢
Tioglicolato de sodio..........cooeeunee. 05 ¢
AGar....oovcieeeeni i, 075 ¢
Resarzuring.........oevernevvecennnnn 0.001 g

pH final: 7.1 £ 0.2 a 25 °C.

Método de preparacion:

1) Suspender 29.8 g en 1 litro de agua destilada o desmineralizada.
-2) Calentar a ebullicién hasta completa disolucion.

~3) Distribuir en tubos.
4) Esterilizar en autoclave por 15 minutos a 15 libras de presion (121 °C).
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14.AGAR _DEXTROSA SABOURAUD. SABOURAUD DEXTROSA AGAR:-
(Difco) :

Férmula:

ingredientes por litro.

Neopeptona, Difco.......c..counenn. 10 ¢
DEXIrOSa.. ... s 40 g9
P ¥ I | U 15 ¢

pH final: 5.6 £ 0.2 a 25 °C.

Método de preparacion:

1) Suspender 65 g en 1 litro de agua destilada o desmineralizada.

2) Calentar a ebullicién hasta completa disolucion.

3) Distribuir en la forma deseada.

4) Esterilizar en autoclave por 15 minutos a 15 libras de presion (121 °C). .

No recalentar para evitar el ablandamiento del medio.

15.AGAR CUENTA ESTANDAR. BACTO PLATE COUNT AGAR. (Difco)

Férmula:

Ingredientes por litro.

TrptoNna.....coi e, 5 ¢
Extracto de levadura............... 25 ¢
Dextrosa (glucosa)........cccnvennn 1 ¢
F¥ =1 OO 15 ¢

pH final: 7.0 £ 0.2 a 25 °C.
Método de preparacion:

1) Suspender 23.5 g en 1 litro de agua destilada o desmineralizada.
2) Calentar a ebullicion hasta completa disolucion.
3) Esterilizar en autoclave por 15 minutos a 15 libras de presion (121 °C)
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16.CALDO LACTOSADO. BACTO LACTOSE BROTH. (Difco)
Férmula:

ingredientes por litro.

Extracto de carne.........ccccceeeee 3 g
Peptona.....coocoiiiie e 5 g
Lactosa....cvomrencnniinicin 5 g

pH final: 6.9 £ 0.2 a 25 °C,
Método de preparacion:

1) Suspender 13 g en 1 litro de agua destilada o desmineralizada.

2) Calentar levemente hasta completa disolucion.

3) Distribuir en tubos de 18 x 150 mm si se trata de concentracion sencilla y de 20
x 180 mm si se trata de doble concentracion. -

4) Colocar un vial de fermentacion (campana Durham) invertido en cada tubo.

5) Esterilizar en autoclave por 15 minutos a 15 libras de presién (121 °C).

8) Antes de abrir el autoclave, dejar que la temperatura baje a 75 °C para evitar
atrapamiento de burbujas de aire en los viales invertidos.

17. CALDO LACTOSA BILIS VERDE BRILLANTE (LBVB). BACTO BRILLIANT
GREEN BILE 2%. (Difco)

Formula:

Ingredientes por litro.

Peptona........ccocvecreniiiecinnnn, 10 ¢
Bilis de buey....ccc.ccooniineriininn, 20 g
I Tt (o ORI ORI .10 g
Verde brillante.........coen. 0.0133 ¢

pH final: 7.2+ 0.2 a 25 °C.

Método de preparacion:

1) Suspender 40 g en 1 litro de agua destilada o desmineralizada.
2) Calentar levemente hasta completa disolucion.

3) Distribuir la cantidad requerida en tubos de ensayo.
4) Colocar un vial de fermentacion (campana Durham) invertido en cada tubo.
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5) Esterilizar en autoclave por 15 minutos a 15 libras de presion (121 °C)
6) Antes de abrir el autoclave, dsjar que la temperatura baje a 75 °C para evitar
atrapamiento de burbujas de aire en los viales invertidos.

18. CALDQ EC (Escherichia coli). BACTO EC MEDIUM (Difco)

Férmula:

Ingredientes por litro.

THPOSA. ..o, 20 g
Lactosa......cccvee e 5 g
Sales biliares NO. 3...cocvvveerecenenn, 1.5 ¢
Fosfato dipotasico............ccccveererne. 4 g
Fosfato monopotasico..................... 15 ¢
Clorurc de sodio.....ccccevvevevcevvrviennen. 5 ¢

pH final: 6.9 + 0.2 a 25 °C.
Método de preparacién:

1) Suspender 37 g en 1 litro de agua destilada o desmineralizada.

2) Calentar levemente hasta completa disolucién.

3) Distribuir en tubos.

4) Colocar un vial de fermentacidn (campana Durham) invertido en cada tubo.

5) Esterilizar en autoclave por 15 minutos a 15 libras de presién (121 °C).

6) Antes de abrir el autoclave, dejar que la temperatura baje a 75 °C para evitar
atrapamiento de burbujas de aire en los viales mvertidos

19. AGAR ENDOQ. BACTO ENDO AGAR. (Difco)
Férmula:

Ingredientes por litro.

Peptona.......cccccierr e 10 ¢
Lactosa.....oiviiviveriie e eeereirnce e e 10 g
Fosfato dipotasico.......ccccvvviiiecceenninn, 35 ¢
AQAL i e 15 ¢
Fucsina basica..........ccovvervvvinier e, 05 ¢
Sulfito de $0dio......cccvieeieerierin 25 g

pH final: 7.5 £ 0.2 a 25 °C.
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Método de preparacion:

1) Suspender 41.5 g en 1 litro de agua destilada o desmineralizada.

2) Calentar a ebullicion para disolver completamente.

3) Esterilizar en autoclave por 15 minutos a 15 libras de presion (121 °C).

4) Al sacar el medio del autoclave, agitar ligeramente el matraz para distribuir
uniformemente el precipitado floculante caracteristico que se forma durante el
calentamiento.

Si el Agar Endo es inoculado el mismo dia, puede ser usado sin esterilizar en
autoclave. Bajo estas condiciones el medio necesita ser calentado solamente a
ebullicién para disolver completamente antes de vaciarlo en las placas.

20. AGAR ENDO LES. BACTO m ENDO AGAR LES (Difco)

Férmula:

Ingredientes por litro.

Extracto de levadura..........coevviiienennn. 1.2 ¢
Peptona de caseina......cninniiens 37 ¢
TIOPEPIONG.cce e 37 9
THPLOSA. . evveee it 75 ¢
(25 (017 IR PR PPN 94 ¢
Fosfato de potasio, dibasico................ 33 g
Fostato de potasio, monobasico............ 1 ¢
Cloruro de S0di0....ccvviininoniinire 37 ¢
Desoxicolato de sodio......ccvvvvieenn. 0.1 g
Lauril sulfato de sodio......c.ccevieenennns 0.05 ¢
Suifito de SOdI0.....oveuivenn e 16 ¢
Fucsina basica..........coomienennnian 08 ¢
Yo T | OO PP 15 ¢

pH final: 7.2 £ 0.2 a 25 °C.
Método de preparacion:

1) Suspender 51 g en 1 litrc de agua destilada o desmineralizada a la cual han
sido afiadidos 20 mL de alcohol etilico. : :

2) Calentar a ebullicién para disolver completamente.

3) Enfriar a 45-50 °C. R

4) Distribuir 4 mL en cajas Petri de 50-80 mm y dejar solidificar.
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NOTAS:

Si se usan cajas Petri més grandes distribuir suficiente medio para dar una
profundidad equivalente a las de las cajas de 60 mm.

E! medio preparado presenta un color rosa, ligeramente opalescente, puede
tener un precipitado.

21. AGAR m-FC. BACTO m-FC MEDIUM (Difco)
Formula:

Ingredientes por litro.

THPOSA. .ot 10 g
Extracto de levadura.........cccc.ccceevnvinnnns 3 g
Peptona proteosa No. 3, Difco.............. 5 g
Lactosa.....cccoviceer e irere s 125 ¢
Sales biliares No. 3.....ccccevecvveeeer i 15 g |
Cloruro de sodio......cocevvceviciincvrennnreeaee. 5 ¢
ALt e 15 ¢
Azul de anilina...........cooeermecoreerennn. 01 ¢

pH final; 7.4 + 0.2 a 25 °C.
Método de preparacion:

1} Suspender 52 g en 1 litro de agua destilada o desmineralizada.
2) Calentar a ebullicién para disolver completamente.

3) Afiadir 10 mL de acido rosélico al 1% en una solucién de NaOH 0.2N y
continuar calentando por 1 minuto. '

~4) Enfriar a 50 °C, vaciar en cajas de Petri y dejar solidificar.
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22. AGAR KF-ESTREPTOCOCOS. BACTO KF STREPTOCOCCUS AGAR
(Difco)

Férmula:
Ingredientes por litro.

Peptona proteosa No. 3, DIf¢o....ccow..... 10

g
Extracto de levadura...........c.o oo 10 ¢
Cloruro de SOi0....ccvvviveeciiier e 5 ¢
Glicerofosfato de sodio........c.cccoiviirerenenn. 10 g
MEAROSE...c.eeecrieirrrr e e s 20 ¢
LAactoSa. ..o 1 g
Azida de sOdi0......covvieiiniien 04 ¢
Purpura de bromo cresol.........ccceeevens 0.016 ¢
F LY -1 P 20 ¢

pH final: 7.2+ 0.2a25°C.
Método de preparacién:

1) Suspender 76.4 g en 1 litro de agua destilada o desmineralizada fria y calentar
a ebullicién hasta completa disolucidn.

2) Continuar calentando por 5 minutos mas.

3) Distribuir en cantidades de 100 mL o como se desee en matraces.

4) No esterilizar en autoclave. Recalentar bajara el pH y el medio serdé menos
productivo.

5) Enfriar a .50 °C y afiadir 1 mL de una solucion de TTC al 1% (cloruro de
trifeniltetrazolium al 1%) por cada 100 mL de medio estéril.

6) Mezclar para obtener una distribucién uniforme det TTC en el medio.

" 7) Dejar enfriar a 45 °C y vaciar en placas.

23.AGAR SULFITO-POLIMIXINA-SULFADIAZINA (SPS). SPS AGAR (Difco)

Formula:

Ingredientes por litro.

Trptona........coivmiinnimnr s 15 ¢
Extracto de levadura.........c.coevvenen. 10 g
Citrato f&rrco.....ooivvererenne i, 05 ¢
" Sulfito de sodi0....evvereeceeeccciiiieens 05 g
Tioglicolato de sodio..........ccoviinin 01 ¢
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Monooleato sorbitan............c....... 005 ¢
Sulfadiazina.......cccoooveee e, 012 ¢
Suifato de polimixina B................ 001 g
AQAE ..ot i5 g

pH final: 7.0 + 0.2 a 25 °C.
Método de preparacion:

1) Suspender 41 g en 1 litro de agua destilada o desmineralizada.

2) Calentar a ebullicion para disolver completamente,

3) Distribuir en tubos 6 en cajas segun se requiera.

4) Esterilizar en autoclave por 15 minutos a 15 libras de presion (121 °C).

24, AGAR INFUSION DE CEREBRO-CORAZON. (BHI-Agar)
Férmula:

Ingredientes por litro.

Infusidn de cerebro........ccccccveen. 125 g
Infusion de corazon................. SR 5 g
Peptona proteosa.........ccocveene. 100 g
- GluCoSA..... 2 g
Cloruro de sodio.........ccccvvirinvennnnn. 5 ¢
Fosfato de sodio, monobasico...... 25 ¢
AQAF .. e s 15 ¢

- pHfinal: 7.4 £ 0.2 a 25 °C.
Metodo de ;ireparacién:

1) Suspender la cantidad indicada del medio en un litro de agua destilada o
desmineralizada. '

2) Calentar a ebullicion hasta completa disolucion.
3) Esterilizar en autoclave por 15 minutos a 15 libras de presién (121 °C).
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25. AGAR DE BILIS Y ESCULINA (BEA). BACTO BILE ESCULIN AGAR. (Difco)
Féi‘mula:

Ingredientes por litro.

 Extracto de carme.....cccceceveneieniiiiinns 3 9
Peptona....ccocceve i 5 ¢
Bilis de bUBY.....ccccrvervecniinniriine. 40 ¢
ESCUliNA...c.coveir e 1 ¢
Citrato ferrico......cocvrvciniiiinnen, 05 g
AQAT....ccciiri i 156 ¢

pH final: 6.6 £ 0.2 a 25°C.
Método de preparacion:

1) Suspender la cantidad apropiada en 1 litro de agua destilada o
desmineralizada. ' :

2) Calentar a ebuliicién hasta completa disolucién.

3) Distribuir en tubos o0 matraces segin se requiera.

4) Esterilizar en autoclave por 15 minutos a 15 libras de presion (121 °C).
Recalentar puede causar oscurecimiento del medio.

5) Enfriar a 50-55 °C y vaciar en cajas Pelri esteériles. Si es en tubo, dejar
solidificar el medio en posicion inclinada.

26. AGAR_TRIPTONA EXTRACTO DE GLUCOSA. BACTO TRYPTONE
GLUCOSE EXTRACT AGAR

Férmula:

.Ingredientes por litro.

Extracto de Carne.....vveeeeereiuenmennennns 3 9
Triptona....coveeceiecneenns feverreeeerinaeenrnnenns 5 ¢
Dextrosa (glucosa). v eeiviceniccnnennin 1 g
Agarl....oooneennnns eeeeee e 15 ¢

pH fihal: 7.0+0.2a25°C.
Método de preparacién:

| 1) Suspender 24 g en un litro de agua deétilada o desmineralizada.
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2) Calentar a ebullicién hasta completa disolucién,
3) Esterilizar en autoclave por 5 minutos a 15 libras de presion (121 °C).

27. CALDO GLUCOSA-FOSFATO-AZIDA (Rothe)

Formula:

Ingredientes por litro.

Peptona bacteriol0gica........ccocevveeecceenrrveniinnens 20 ¢
GIUCOSA.....ci i iee ettt 5 ¢
Cloruro de sodio........ccocceeeecrivimi e, 5 9
Fosfato monobasico de sodio........c.ccovvuneenen. 2.7 ¢
Fosfato dibasico de sodio...........ccvvrvcinevienene 27 9
Azida de SOI0.......cveiiiie e e, 02 ¢

pHfinal: 6.8+ 0.2a 25 °C.
Método de preparacion:

1} Disolver los componentes en agua destilada o desmineralizada. Si se requiere
doble concentracién disolver el doble de componentes.
2) Distribuir en tubos de 18 x 150 si el medio es de concentracion simple y en
- tubos de 20 x 180 si es de doble concentracién, en volimenes de 10 mL.
3) Esterilizar en autoclave por 5 minutos a 15 libras de presién (121 °C).

28. CALDO GLUCOSA-FOSFATO-AZIDA-ETIL-VIOLETA (L itsky)

Férmula:

ingredientes por litro.

Peptona bacterioldgica. .......ccovvrivireieeeeicieeeenenns 20 ¢
GlUCOSE.....coi e e 5 g -
Cloruro de SOdi0......ccvvveerveeeerier v 5 ¢
Fosfato de sodio, monobasico..........c.cceuuin.ee. 27 ¢
Fosfato de sodio, dibasico.................... rvevrenen 27 ¢
Azida de sodio...........co v 03 g
Solucién acuosa de etil-violeta 0.01% (p/v)........ 5 mbL

pH final: 6.8 + 0.2 a 25 °C.
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Método de preparacion:
1) Disolver los componentes en agua destilada o desmineralizada. Si se requiere
doble concentracién disolver el doble de componenies.

2) Distribuir en tubos de 18 x 150 en volimenes de 10 ml.
3) Esterilizar en autoclave por 5 minutos a 15 libras de presion (121 °C).

29. MEDIO AXENICO DE CERVA

Férmula:

Ingredientes por litro.

Casitona (DIfCo)....reerviccriniieeninn 2 g
Suero de ternera o caballo............... 100 mL
Penicilina......cceeevieeerevieemeeieninnnn, 500,000 U
Estreptomicina.........covveenninnnen 50,000 ug
Agua bidestilada............ciiminniinnenn. 900 mL

pH final: 7.0 +: 0.2 a 25 °C.
Método de preparacion:

1) Mezclar los componentes.
2) Esterilizar por filtracion.

30. MODIFICACION DEL MEDIO DE CERVA PARA Naegleria fowleri

Formula:

'Ingredientes por litro.

Casitona (DHfCO)...cc.covvviiiieniriennnnen, 20 g

~ ACIO fOlICO. .urerrirereerceencrinicien, b 2 MY
GlUCOSB. v eeenrievreeeiresrcssenesiensssnaesrsenas 1 g
Suero fetal de terera (fluido).......... .50 mL
Peniciling.......ccccovniirnnivesininnnns 500,000 U
Estreptomicina........ccoceininniencen. 50,000 g
Agua bidestilada........c.ccocoiiiicnnnn. 950 mlL

pH final: 7.0 £ 0.2 a 25 °C.
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Método de preparacion:

1) Mezclar los componentes.
2) Esterilizar por filtracion.

NOTA.:

Si se desea solidificar el medio agregarie 1% de Bacto agar, afadido de una
suspensién de cultivo de Aerobacter asrogenes muerto térmicamente.

31.MEDIO DE E. Willaert PARA Naegleria y Achantamoeba

Férmula:

Ingredientes por litro.

Casitona (Difco)....covevvererivreiiiinien 20 @
Cloruro de sodio.....c.cvicnenen PR 5 ¢
Glucosa.......... e ebreertereereemresaiareeeseetnterenns 1 g
ACIdO fOlICO....ene et 2 mg
Biotina........ccoinnin 20 ug
Penicilinga.....cccciiiriiiiieiiennns 500,000 U
Estreptomicina.......ccoevieeeveiininnnnns 50,000 pug
Agua bidestilada.........cccooeiiininn. 1000 -mL

pH final: 7.0 £ 0.2 a 25 °C.
Método de preparacion:

1) Mezclar los componentes.
2) Esterilizar por filtracion.

32. MEDIO DE CHANG. BUFFERED SUCROSE TRIPTOSE AGAR (BST)
Férmula:
BST Agar con adicién de bacterias Gram negativas.

pHfinal: 7.0+ 0.2a25 °C.
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33. MEDIO BASAL DE BOLD.

Recomendado para algas de agua dulce, especialmente. Chlorelia sp., Volvox sp.
y Scenedesmus sp.

Férmula:

¢ Soluciones patrones de macronutrientes,

Nitrato de sodio.......cceev i SR 10 g
Cloruro de calcio dihidratado............... 1 g
Sulfato de magnesio heptahidratado... 3 ¢
_Fosfato de potasio, dibasico................ 7 9
Fosfato de potasio, monobasico.......... 3 g
Cloruro de sodio.......ccocvcnnrvininnns SUNTOT 1 g

Método de preparacion:

1) Disolver cada una de las sales en 400 mL de agua destilada o
desmineralizada.

2) Almacenar las 6 soluciones en frascos color ambar y en refrigeracion.

¢ Soluciones patrdn de micronutrientes.

Acido etilendiamintetracético............. 50 ¢
Hidroxido de potasio..........ccccoiininnn, 31 g
AQUA..ciiricinimnimsirnisase e 1000 mL
Acido DOHICO. v vervrererereeeereneeseenaa, 11.42 ¢
Agua destilada...........ceeei i 1000 mL

Sulfato de hierro heptahidratado.........

Agua acidificada......o.ervereserreecnnne. 1000 mL (1 mL deAcido Sulfdrico por cada
litro de agua).

Sulfato de zinc heptahidratado........ 8.82

g
Cloruro de manganeso dihidratado. 1.44 g
Trigxido de molibdeno...........c..oee.. 071 ¢
Sulfato de cobre pentahidratado..... 1.57 g
Nitrato de cobalto hexahidratado.... 0.49 ¢
AQUA. .. eeerrc s 1000 mL
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Método de preparacidn:
1) A 900 ml. de agua destilada agregar 10 mL de cada una de las soluciones de
macronutrientes y 1 mL de las soluciones de micronuirientes.

2) AjustarelpH a6.8-7.2
3) Esterilizar durante 15 minutos a 15 libras de presion (121 °C)

34. MEDIO MET 44
Recomendado para el cultivo de diatomeas y dinoflagelados.
Férmula:

Ingredientes por litro.

¢ Solucién basal

Nitrato de SOi0.........evvierieriee s 3.4 mg
Fosfato de sodio, dibasico dodecahidratado...... 0.925 mg
Cloruro de manganeso tetrahidratado.................. 144 ug
Silicato de sodio nonahidratado..........c..cuu....... 10.14 mg
Sulfato ferroso heptahidratado.........cc..coecvvvinnnas 60.0 ug
Etilendiamintetracetato de sodio dihidratado...... 0.803 mg
Vitamina B12 ..o 1 mL
BIotINA ™. e 1 mL
Tiamina HCF ... e e 1 mL
Agua destilada.........cccconnee.. T veeene 1000 ML

*(0.5 mg en 100 mL de agua)

Método de preparacion;

1) En 800 mL de agua disolver una a una las tres primeras sales.

2) Disolver el silicato de sodio y el sulfato ferroso en 100 mL de agua, acidificar la
solucién con acido sulfiirico y mezclarla con el resto del medio.

3) Disolver el etilendiamintetracetato de sodio en 100 mL.de agua, ac;dlflcar con
acido clorhidrico y mezclar con el resto del medio.

4) Esterilizar en autoclave durante 15 minutos a 15 libras de presmn (121 °C)

5} Al-medio estéril y en condiciones de asepsia agregar 1.0 mL de cada una de
- las soluciones de vitaminas: prewamente esterilizadas por filtracion.
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35. MEDIO ERD-SAHREIBER ENRIQUECIDO
Formuia:

Ingredientes por litro.

“Extracto de suelo 34 mL
Nitrato de sodio........covivrcreriicrveni o, e 02 ¢
Fosfato de sodio, dibasico dodecahidratado........ 0.03 ¢
Agua de lallave......ccocrine i 1000 mL

pH final 7.2

Método de preparacién: Para preparar el extracto de suelo

1) Mezclar 1 litro de agua con 1 kilo de suelo y poner en autoclave durante 2
horas a 121 °C.

2) Filtrar y conservar el filirade en refrigeracion.

3) Para solidificar el medio, agregar agar al 1.5%.

~ 36.MEDIO DE BAARS. Para Bacterias Sulfatorreductoras

Férmula:

Ingredientes por litro:

Fosfato dipotasiCo. ..covvveeericieiiiiiieenna e vreeneae e 05 ¢
Cloruro de amonio.......ccc.ee.... e eereeie st ee e raeseranens 1 ¢
Sulfato de calcio.......cccu..... v eeeereneees SRR 1 g
Sulfato de magnesio 7 HaO.....cocimnmieniiin 2 g
Lactato de s0dio al 70%.cccvvieeviivrciininineiieenes 5 ¢
Agua de la lave..........coineen e, 1000 mL

Método de preparac'ién: _

1) Disolvery ajustarelpH entre 7y 7.5
2) Esterilizar durante veinte minutos a 121 °C.
3) Preparar por separado una solucién de sulfato ferroso y de amonio. 6 H,O al
1%, y esterilizar con vapor durante sesenta minutos por tres dias seguidos.
4) Agregar 5 mL de esta solucion a 100 mL del medioc en el momento de empleo.
El medio presenta un precipitado. Cultivar en anaerobiosis. :
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I. TINCION SIMPLE,

a) Safranina.

Safranina........cccccvvevinnnnicniiiene. 05 ¢
Agua destilada........cccccvirenninn. 100 mL
Pfepéracién:

- Disolver el colorante en el agua.

b) Cristal violeta

Cristal violeta......coccccvevcveeneiinen, 1
Agua destilada.........ccoecvcvevnnns 100
Preparacion:

— Disolver el colorante en el agua.

¢) Azul de metileno

Azul de metileno.........cce i 3

Etanol de 96%.........cccecvevrrvveinens. 20

Agua destilada............ccceeen..e 100
Preparacion:

— Disolver el colorante en alcohol.
- Agregar el agua y filtrar.

I1. TINCION DE GRAM.

a) Cristal violeta y oxalato de amonio. (Reactivo de Hucker)

Solucidén A:

Cristal violeta (pureza del colorante de por lo menos, sl 90%)
EIZNO0l (95%). .o ceiririiiresscerireccaenninnnnenesrennnmesneneenns [ :

mL
‘mb

mL
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Solucion B:

Oxalato de amonio..........ecimennirenniniennienn, 08 ¢
Agua destilada.......ccco e 80 mL

— Mezclar cada uno de los solutos en su disolvente respectivo.

— Dejar la solucién de oxalato de amonio en reposo durante una noche o calentar
ligeramente hasta que se solubilice.

-~ Mezclar las dos soluciones vy filtrar.

b) Solucién de yodo yodurado. (Lugol)

Yodo (quimicamente puro).......cceceenvienrisneaees 1 g
Yoduro de potasio.....ce e iciirinnenin i seneseans 2 g
Agua destilada.........coiinmnninn 300 mL
Preparacion:

— Combinar el yodo y el yoduro de potasio con la ayuda de un mortero.
- Lavar el contenido de éste con pequefias alicuotas de agua destilada.
— Agregar agua suficiente para obtener un total de 300 mtL.

— Agitar fuertemente. |

- Almacenar la solucién en una botella oscura y con tapén de vidrio.

c¢) Alcohol acetona.

Alcohol etilico (95%).umeerruereecrerineerererierranens 500 mL
ACBIONA. .o ierveceviiiir 300 mL
Preparacion:

—- Mezclar los ingredientes respectivos de cada combinacién para su uso.
" d) Sairanina.

Safranina (pureza del colorante, 90%])........ 025 g

Alcohol etilico (95%)......ccumrvieniiininnnieneenn. 10 mL
Agua destilada.......cccce e 1000 mL
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Preparacion:

— Disolver el colorante en el alcohol.

— Agregar el agua destilada.

— Filtrar.

— Almacenar en frasco con tapdn de vidrio.

lfi. TINCION DE ESPORAS. (Método de Schaeffer y Fulton)

a) Verde de malaquita al 5%

Verde de malaquita............. 5 ¢
Agua destilada..........v..... 100 mL
Preparacién:

- Disolver el colorante en el agua y dejar en reposo durante una hora y media.
— Filtrar.

— Guardar en frasco oscuro.

b) Safranina al 0.5%

Safranina.......occoevever e 05 ¢

Agua destilada................ 100 mL
Preparacion:

-~ Disolver el colorante v filtrar.

IV. TINCION PARA FLAGELOS. (Méiodo de Leifson)
Colorante de Leifson*

Disolucién acuosa saturada de AIK{SO4)*12H20 o AINH4 (S04)2 12H20.. 20 mL

Disolucién acuosa al 20% de &Cido taniCo......cvviiiii e, 10 mL
AQUA AESHIATA. c1vvereeeceirier et e 40 mL
Alcohol etilico al 95%.......eevvviieriinini OO ceerereene e 15 mL
Disolucién saturada en alcohol etilico al 95% de fucsina basica.................. 3 mbL
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Preparacion:

~ Mezclar los ingredientes en el orden citado.
- Guardar en un frasco bien tapado.

* Se encuentra en el comercio en forma de polvo.

V. TINCION DE FLAGELOS. (Alternativa)
Solucion A:

FUCSING DASICA. 1 ccererversreeeresenns 12 ¢
Etanol (95%).......ccovvennccninnnnn, 100 mL

~ Disolver el colorante.
— Filtrar y tapar perfectamente para evitar la evaporacion.

Solucion B:

ACido tANICO. ..o .3 g
Agua destilada...........cccoeoiiinnnn 100 mL

— Disolver el reactivo.

Si fa mezcal no se usa pronto adicionar fenol al 0.2% para prevenir el desarrolio de
hongos. '

Solucién C:

Cloruro de sodio.....coveriereeennn. 15 ¢
Agua destilada.......ccoccceriiercnne 100 mkL

- Disolver el reactivo.
Esta solucién es estable a temperatura ambiente.
Preparacién:

~ Mezclar cantidades iguales de las soluciones A, By C.
— Guardar en frasco de vidrio y mantener bien tapado.
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NOTA:

La solucion es estable por 5 semanas a temperatura ambiente y en
refrigeracion dura varios meses.

Colorante de ¢contraste.

p-Rosa anilina o azul de metileno.............. 1 9
Agua destilada.........ooeiiririinc 100 mL
Preparacion:

— Disolver el colorante en el agua.

VI. LACTOFENOL AZUL DE ALGODON

Agua destilada.......coeevicicniniiinnes 20.0 miL
Cristales de fenol Q. P 200 g
ACIAO TACHCO ... v e 20.0 mL
GHCBIMNA. ceeeeerer e e 20.0 mL
Azul de algodon........covicinieeiiinniennas 06.05 ¢
Preparacion:

- Disolver el fenol en ei agua.

~ Agregar el acido y la glicerina.
- Calentar a 70 °C.

— Adicionar el colorante.

— Guardar en frasco de vidrio.
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1. AGUA DE DILUCION CON SOLUCION BUFFER
Solucidn |

— Disolver 34 g de fosfato monobasico de potasio (KH, PO4) en 500 mL de agua
destilada.

~ Ajustar el pH a 7.2 con NaOH 1N.
— Aforar a un litro con agua destilada.
Solucién li

— Disolver 50 g de sulfato de magnesio (MgS04.7H20) en 1000 mL de agua
destilada.

Preparacion:

— En un matraz volumétrico afadir 1.25 mL de la solucion | y 5 mL de la 1.
- — Aforar a un litro con agua destilada.

2. VOGES PROSKAUER

A. Solucién de alfa naftol

o-Naftol.....cvveeriners et e e ae e e rer s 50 ¢
‘Alcohol etilico (85%).....cornineninennne, .cbp 100 mL
Preparacion:

— Disolver el alfa naftol en el alcohol,

B. KOH

Hidréxido de potasio quimicamente puro.......... 40 ¢
Creatina.......cococvv e 03 g
Agua destilada......cc.coveiiiiiiniinn . cbp 100 mL

Preparacién:

— Agregar el hidréxido de potasio a 75 mL de agua destilada, agitando y
enfriando constantemente.
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~ Cuando la solucién estd mas o menos a temperatura ambiente agregar la
creatina y suficiente agua destilada para obtener un volumen final de 100 mL.

3. REACTIVO DE ROJO DE METILO.

Rojo de metilo......cceei 01 ¢
Alcohol etilico (895%).. e vacirrreriiiinn s 250 mL
Agua destilada..........cccoeeeiiiiieniininnnn, 250 mL
Preparacion:

— Disolver el colorante en el alcohol.
~ Agregar el agua destilada.
— Filtrar la preparacion.

4. REACTIVO DE KOVAC
Para-dimetil-amino-benzaldehido............... 1 g
Alcohol amflico é butilico.......cccriccnnnennns 80 mL
- Acido clorhidrico quimicamente puro....... 20 mL
Preparacion:
— Disolver el para-dimetil-amino-benzaldehido en alcohol butilico 6 amilico.
— Anadir el acido clorhidrico. ' '

- Conservar en un frasco &mbar con tapon de vidrio, en sitio oscuro.
— También se sugiere que esta solucion se refrigere. '

NOTA:

El reactivo debe tener una coloracion amarillo claro 6 café claro.

. 5. MEZCLA CROMICA

Dicromato de potasio........ceeeieciiiiniianen 6.5 ¢

Agua destilada...............uvviemiienininn, .. 10 mbL

Acido sulfurico...........cceeeerans RS 100 mL
| Prgparaciéﬁ:

- Disolver el dicromato en agua.
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— Calentar la solucion ligeramente y dejar enfriar.
~ Agregar el 4cido poco a poco, mezclando con cuidado.

6. SOLUCION SALINA DE PEPTONA

Peptona.......coooccceiiiiinicn s 1 g
Cloruro de sodio........... . 85 ¢
Agua destilada............... cbp 1000 mL

Preparacion:

— Disolver los componentes hirviéndolos en aproximadamente 950 mL de agua.

— Ajustar el pH con solucidén de Hidréxido de Sodio 1 mol/l o Acido Clorhidrico 1
mol/L. de modo que después de la esterilizacion sea de 7.0 £ 0.1,

—~ Aforar a 1000 mL con agua destilada.

- Distribuir en volimenes convenientes.

— Esterilizar en autoclave durante 15 minutos a 15 libras de presion (121 °C).

7. SOLUCION SALINA. (Isoténica)

Cloruro de sodio......cccccereenn. 85 ¢
Agua destilada..................... 1000 ml

Preparacion:

— Disolver el reactivo en el agua destilada.

8. PIROGALOL ALCALINO. Usado para conseguir condiciones de
Anaerobiosis

Pirogalol.......ccccoviiiiinnnic i 3 g

Tierra de infusorios.........cccu.... 18 ¢
Carbonato de potasio........eeeeeens 3 g

Preparacion:
~ Mezclar el pirogalol y la tierra de infusorios y adicionar el carbonato de potasio

en un mortero.
-~ Mezclar al momento de usarse, después de 5 horas pierde actividad.
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-~ Para su uso se pone una pequefia porcion en un saquito de papel filtro,

9. SULFATO DE ZINC, GRAVEDAD ESPECIFICA DE 1.3

Sulfato de zinc............ e e bt e e e e naeaeraes 800 g
Agua destilada. ........ccciiiinicn 1000 mbL
Preparacion:

— Disolver 800 g de sulfato de zinc en 1000 mL de agua destilada y agitar en la
parrilla eléctrica hasta homogeneizar.

- ‘Medir la densidad con un hidrometro.
— Para alcanzar la densidad deseada, agregar reactivo 6 agua segun el caso.

10.REACTIVO PARA OXIDASA

Clorhidrato de tetrametil-p-fenilendiamina.............. 01 ¢
Agua destilada.....ccconeeevimii cbp 1000. mL

Preparacion:
— Disolver el reactivo en el agua destilada.

NOTA:

Este reactivo no es estable y por consiguiente debe prepararse para utilizarlo
en pequefias cantidades cada vez que se necesite. -

11. REACTIVO PARA OXIDASA. (Alternativa)

N, N-Clorhidrato de dimetil-p-fenilendiamina.......... 10 ¢
- Agua destilada..........cooiiiv cbp 100 mL
pH=55
Preparacion:

— Disolver el reactivo en el agua destilada. .
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NOTA:

Este reactivo deber ser preparado al momento de usarse.

t

12. REACTIVO PARA LA PRUEBA DE CITOCROMO-OXIDASA.

Solucidn al 1% de Oxalato de p-aminodimetilanilina.

13. ONPG. Prueba de f3~galactosidasa

O-nitrofenil §=-D-galactopirandsido................ 1.0 ¢ (0.0003M)
Agua destilada....c.ccovvveviirnnien e 1000 mL
Preparacion:

-~ Disolver el reactivo en el agua destilada.

14.‘REACTIVO PARA LA PRUEBA DE LA CATALASA
Solucién acuosa de perdxido de hidrégeno de 10 volimenes %.

15.ACIDO TRICLOROACETICO. Reactivo para la prueba de la hidrélisis de
gelatina '

Acido tricloroacético Q.P............ccoivveveeureenreanen. 5 g
Agua destilada.........cooorerieiin 100 mL

Preparacién:
— Disolver el 4cido, agitando constantemente.
NOTA:
También existen preparaciones comerciales de acido tricloroacético al 5%.
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16.SOLUCION DE a-NAFTILAMINA. Reactivo para la reduccion del nitrato

a- Naftlamina...........ccummnimmmienieennnn, 5 ¢

Acido sulfarico concentradoy Q. P......8 mL

Agua destilada...........oceeiin i 992 mL
Preparacion:

— Agregar el dcido al agua destilada y mezclar perfectamente; luego, introducir el
o-naftilamina y agitar hasta que el ingrediente se disuelva.

17. ACIDO SULFANILICO. Reactivo para la prueba del nitrito

Acido sulfanilico Q.P......ccceveveeeeenn. 8 ¢

Acido SUfGrco Q.P......c.covererinirenns 48 i

Agua destilada.............cooieenene cbp 1000 mL
Preparacion:

— Agregar el &cido sulfurico en 500 mL de agua destnada agitando y enfnando
constantemente.

~ A continuacién, afadir el acido sulfanilico, agitando y enfriando también de un
modo constante.

— . Por ultimo, agregar agua destilada hasta obtener un volumen final de 1000 mL.
~ 18.PRUEBA PARA LA REDUCCION DE NITRATO. (general)
Disolucién A

Acido sulfanilico.........couveeveverenerereerane 8 g
Acido acético SN.....cecceveeercreneenne 1000 mL

Disolucion B

o- Naftilamina........ccooeoeeerie s 5 ¢
Acido aCEtICO BN....ocvveereerrerrieeeerenn. 1000 mL

Filtrese a través de algodén absorbente lavado.
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