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INTRODUCCION

Las prfcticas de laboratoric son un& complementacidn in

dispensable en un curso de lMicrobiologia General. Ll presen

te traba jo pretende asistir al estudiante de tal cursoc, en su

tarea de laboratorio, con lo cual adquiera conceptos bésicos,
desarrolle una actitud clentifica y se familiarice con el
traba jo préctico,

- La presentacién es en forma de Manual, dividide en siéte
‘partes, con un tema principal cade una: la Parte I trata so-
bre téenicas generales de laboratorio de Mlerobiologla; 1la
Parte Il trata sobre coloraciones; lag partes III, IV, V y
VI, tratan sobre Bacterias, Algas, longos y Protozoarios res
pectivamente. La Parte VII es una serie de proyectos a rea-
lizarse por el estudiante durante el semestre, Lste ordena-
miento obedece al propésito de que el estudiante s8iga sus
prédcticas en esa secuencia, adquiriendo habilidades en el
mane jo de microorganismos, desde lo simple & lo complicado,
& la vez de ahondar en el conocimiento de sus propiedades i
caracteristicas, también de lo simple a lo complicado,

Como una gula, se estima que el curso requiere dos pe-
riodos de tres horas cada uno, con un dla de Intervalo entre
periodos. Se sugliere, con propdésitos didécticos, que el es-
tudiante prepare por lo menos ung& prédcticea,

La autora desea agradecer al licenclade Ricarde Lujén
su asesoria en la presentacidén de este trubajo y a los docto
res Michael y Margaret Dix por sus sugerencias y la culdado
sa lecture del Manual, Tamblén deseo agradecer nuy especial
mente las sugerencias del ingeniero Hugo Romeo Masaya en la
redaccién y la cuidadosa interpretacidén de los esquemas del
Bachiller Silvetz Ramirez, esperando gue elle derive en bene
ficlo del estudiante y del instructor.



REGLAS PARA EL LABORATORISTA

En todo laboratorlio de Mlcroblologfa hay gran cantidad
de microorganismos contaminantes y patdgencs, ya sea en mues
tras clinicas o en cultivos puros. Por ejemplo, Plke et al.,
{1965) han publicado un sumarioc de las infecciones adquiri-
das por operarios en los laboratorios, durante el perlodo
1950-1965, en los Estados Unidos. Sefialan que la via mds
frecuente de transferencia del agente ilnfectante son los ae
reosoles (Blalr, 1971).

Es muy importante, por lo tanto, segulr culdadosamente
los procedimientos de asepsia, y adquirir la costumbre de
usar la campana de seguridad cuando se mane jan organismos
altamente infectantes,

A continuacidn se enumeran las reglas que slempre
deben observarse:

1. No se debe beber, comer, ni fumar en el laboratorio.

2, MNo debe llevarse & la boca ningin objeto, tal como
lépices, dedos, etcétera, mientras se esté traba-
jando,

3. Los objetos usados en otras actlvidades deben dejar
se fuera del laboratorio: libros, bolsas, abrlgos,
etcétera,

. Slempre debe usarse una batea blanca pars trabajar,

5. S1i es derramado un cultlvo, el 4drea de derrame de-
be cubrirse con toallas de papel y saturarlasg con
desinfectante (fenol al 5% o Clorox 1:20),

6. Al terminar, se debe limpiar bien 1a mesa de traba-
jo. Hay que recordar que oftras personus usan tam-
bién el laboratorio,

7. ©Se debe apagar mecheros, aparatos elécfricos ¥ lu-
ces al terminar la prdctica y sallr del laboratorio.

8. Silempre debe rotularse todo traba jo hecho y el nma-

terial utllizado en clase, 1ndicando nombre de la



9.

10.

11.

preparaclén, del operador y la fecha,

El material usado, especlalmente cultivos en placa

¥ en tubo, debe colocarse en un reciplente y cubrir
lo con desinfectante (Formol &l 5% o Clorox 1:20).

Toda la cristaleria usada debe limpiarse con sufi-

clente jabdn,

Al terminar sus préidcticas desinfectese las manos

vy liveselas blen con jabdn.



INSTRUCCIONES PARA ESCRIBIR 3US REPCRTES DE LABORATORIO

Slempre trate de escribir sus reportes en forma tal que

cualguier persona pueda comprenderlos; escribalos a méguina

de ser posible, sobre todo si su letra no es clara,

A continuacidn se dan algunas reglas que deben segulrse

al escribir sus reportes de laboratorio,

1,

2.

Slempre ponga el titulo del experimento o prictica
gque realizd. Wo olvide poner la fecha,

Escriba una peguefia Introducceldn explicando el pro-
pbsito del experimento o préctica realizada y los
antecedentes,

Un reporte clentifico generalmente debe contener
uné& parte gue describa los materiales y métodos
usados, Usted puede omlitir esta descripceidn; bas-
tard con que haya referencia a la pigina del Manual
en gque se describe la prictlca., 31 la préctica ge
realiza con variaciones respecto & lo indicado por
el Manual, deberd hacer una descripeldn completa,

o bilen indicar las modificaciones,

Los resultados que obtenga deben ser consignados en
forma clara y conclsa; cuando convenga para mayor
claridad, debe incluir cuadros, grdficas o dibujos,.
Los dibujos deben ser siempre & ldpiz y no a colores.
SIEMPRE DIBUJE LO QUE VE Y TRATE DL HACER UN DIRBUJO
CLARO. '

Incluya una breve dlscusidn sobre el experimento y
sus resultados. Anote la interpretacidn de sus re-
sultados; si estos no fueran lo que usted esperaba,
discuta las diferentes posibilidades por no haber
obtenido estos resultados. Is aconsejable consul-
tar algunas fuentes de informacién para el trabajo
e lnclulr referencias bibliogrdficas correspondien-~
toeg,

Toda referencia biblliogrifica debe tener como mini-



mo lo slgulente:
31 es un libro

Ejemplo:

Autor

Afio

Titulo (subrayedo)
Nlmero de edleidn
Casga kditora

Lugar

Nason, alvin, 1975.

Blologie
Editorial Limusa, México,

31 88 una revista

E Jemplo

Autor

Ano

T{tulo del articulo

Nombre de la revista (&breviado)
T omo '

Volumen (subrayedo)

Nhmero

Pdginas

Donalson, D,M, and Tew, J.G. 1977
Beta-lysin of Platelet Origin
Bact. Rev, 41 (2) : 501-513,

T. Responda el cuestionario al final de cada e jerciclo,

8. Haga un resumen de su reporte

9. 81 hay alguien que le ha asesorado en su trabajo,

Incluya agradecimientos,

10, S1 su reporte Incluye cuadros o diasgramas, siempre

pongale a estos un titulo,



11, En resumen, todo reporte debe contener lo

L.
IT.
IIT.
Iv.
V.
VI.
VITI.
VIIT.

Titulo, autor y fecha
Introduccidn
Materiales y Métodos
Resultados

Discusidn

Resumen y conclusiones
hdgradecimientos

Literatura cltada

slgulente:



METODOS DE LABORATORTIO



PRACTICA I
BL MICROSCOPIO

El microscoplo es un instrumento éptlco que nos permlte
ver objetos invisibles al ojo humano desnudo. Existen varios
tipos de microscoplos de acuerdo a la fuente de luz que usen,
o blen al tipo de oculares, En las practicas contenidas en
este Manual se usard exclusivamente un microscopio 6ptico
binocular. (Filg. No.1l).

La técnica del ewpleo del microscopio se llama micros-
copia, Hay varios tipos de microscopla, segin el tipo de
traba jo que debe realizarse; por e jemplo, sexiste la micros-
copla de campo obscuro y la microscopia de contraste de fa-
s¢s, ambas muy usadas en Hicrobiologlfa. La primera es apro-
plada para observar objetos muy pequeflos y la segunda para
observar especimenes transparentes,

Para una descripcidn detallada de las diversas partes
de un microscoplo y de los principlos fisicos de su funciébn
consulte las sigulentes fuentes:

Blair, J.E. et al,, 1970,
Lynch, M.J. et al., 1972,
Davis, B.D. et al., 1973,

Objetivo de la Practica
ramiliarizar al estudiante con las partes, el manse jo,

el transporte, el culdado y la limpiezs del microscopilo,.

Materiales para la Practica

1. Milcroscopilo.

» Una preparacién.

. rortaob jetos y cubreobjetos.
Papel pare limplar lentes.

Aceite de Iinmeraldn,.

o

Xileno.

-~ O FE oW
-]

Kleenex,

-]



FIG N. 1
" EL MICROSCOPIO

' PARTES OPTICAS Y MECANICAS .
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"Cortesla de American Ontical Corp.".
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Procedimiento para la Préctica

Tome el microscopio que le ha sido asignado (slempre

usard el mismo microscopio para todas sus précticas). Lleve-
lo & su mesa de traba jo SIGUIENDO ESTRICTAMENTE LAS SIGUIEN-
TS INSTRUCCIONES:

a,

=

Tome el BRAZO del microscoplo con su mano dere
cha y coloque su mano izquierda en la BASE del
microscopilo.

Colbguelo en la zone de la mesa que queda prb-
xima a usted, cuidando que dquede por 1o menos
8 unos 10 cms, de la orilla, para evitar cual -
quier caida accidental, ‘

Si el microscopio que usa tlene una fuente de
luz, coldquela en el lugar adecuado y oprima
el botdn o muevae la palanca nara encenderla,
Si no tiene lédmpara, coloque la fuente de luz
enfrente del microscoplo y mueva el espe jo
plano, hasta que la luz de la fuente se vea
atravez del OCULAR., -

Examine el lente objetivo, Generalmente el
mlcroscoplo tlene en posicién el LENTE OBRJETI=-
VO SECO DEBIL (10X); si en el curso de la pfac
tica neceslita camblarlo, 81 finalizar debe de-
Jar en posicidén ese mismo objetivo.

Examine el brazo del microscopio. En &1 halla
ré dos tornillos: el MACROMETRICO y el MICROME
TRICO. El primero sirve para ajustar la Ima-
gen y el segundo para enfocarla y aflinarla,
Identifique ambos tornillos con toda seguridad,
Suba el PORTAOBJETIVO usando el tornillo macro
métrico, ksto facllitard colocar la lé&mina,
Ajuste el DIAFRAGMA a 'fin de que la iluminacién

observada & travez del OCULAR sea uniforme ¥y

agradable .,
Asegurese que su preparacidén estéd limpla,



jo

ko

Ne

Coloque su preparacién sobre la PLATINA direc-

tamente al centro del agujero del condensador,

usando los tornillos que slrven para moverla,
Suba el condensador a su posiclén superlor
usando el tornillo para esto, hasta que la dlg
tancia entre el condensador y la preparacién
sea muy pedquefia,

Observando por un lado el microscoplo, baje el

portaob jetivos mediante el tornlllo macrométil-
co hasta que la distancia entre el lente obje-
tivo y la preparacldn sea pequefia,

Observe por el ocular y suba lentamente el tor
nillo macrométrico hasta que la imagen sea dlg
tinta., Luego aflne con el tornillo micrométri

co hasta que la Imagen alcance su méxima nitl-

~dez,

31 la preparacldn observada lo requlriera, ne-
cesitaréd cambiar de objetivo., Para colocar sl
OBJLTIVO SECO FUERTE (L5 X), solamente debe
darle vuelta al revdbdlver de los objetivos. NO
NECESITA BAJAR O SUBIR EL PORTAQBJETIVOS.
Enfoque de nuevo con el tornillo MICROMETRICO
en forma exclusiva, ya que la distancla entre
la laminilla y el objetivo es shora menor; sl
usa el macrométrico puede romperla o rayar sl
lente del objetivo o la preparaclén,

Para enfocar con la lente de INMERSION (100 X)
suba su lente con el tornillo macrométrlco. Co
logque una pequefia gota de acelte de inmersidn
sobre su preparacidn. Baje su lente de Inmer-
8ién con el tornillo macrométrico observando

por un lado del microscoplo, hasta que la len

te alcance la gota de aceite, Luego observe
por el ocular y enfoque con ol micrométrico,
Hechas sus observaciones, proceda a limplar y

a guardar el microscopio,
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Cualquler problema que tenga plda ayuda al

instructor.

Asegurese que:

1l
2,
3.

e

Bl OBJETIVO SECO DEBIL esté en su poslcidn,
1 PORTAOBJLTIVOS este hasta abajo,

Los tornillos de la platina esten en posl-
cidn,

E1l microscoplo esté cublerto con su cublexr

ta plastica,

Cuidados y limpleza del microscoplo,

1.

2o

Nunce Incline el microscopio; fiselo siem-
pre perpendicular a la mesa de trabajo,
Slempre use papel especial para limplar los
lentes, no use toalla de papsl o .tela.
531 tiene que de jar el microscoplo por algu
na razdén cuando lo estd usando, siempre
apague la luz y deje el microscoplo cublcerp
to con su cubiserta de pldstico,
Ll objetlvo de inmersidn siempre debe ze-
jarse limplo, para ello se usa Xileno o~
cantidades minimas,
Los otros lentes, el lente objetivo seco
débil, el lente objetivo seco fuerte y el
ocular, nunc& deben tocaérse con ningin 1f-
quido,
Algunas veces aparecen l1lineas o manchas
borrosas en el campo, estas son general=-
mente causadas por polvo, pequeiios hilos
0 basurus en la lente objetivo, en la len-
te ocular o bien en la preparacibn, Para
localizar estas manchas primero limpie su
lente objetivo. Segundo, mueva o rots su
lente ocular, sl las manchas se mueven bam
bién, limpie su lente ocular. Si las mal
chas no se uritan, mueva su preparac.in,

51 las manchas se mueven al mover su nre-



Cuestionario
1. Qué es
2. Qué es
3. gwué es
Lo ¢Qué es
5. ;Cémo se

13

paracibn, éstas estan en la preparaclidn y
éata debe limpiarse.

7. S1 las manchas no se quitan limplando la
lente ocular o la preparacidn, estas pueden
estar en el condensador o dentro del obje-
tivo ocular. Para limpiar esto LLAME A
SU INSYRUCTOR,

poder de resoluclén?

apertura numérica?

la mlcroscopla de contraste de fases?
1a microscopia de campo obscuro?

calcula la magnificacidn?
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PRACTICA IIX

CALIBRaCION DEL OCULAR MICROMETRICO

Las bacterias se diferencian unas de otras en varias
caracteristicas: forma, tamafic y detalles particulares. A~
tendiendo a gu forma las bacterias se clasifilcan en: cocos,
de forma redonda, bacilocs, de forma rectangular o de baston-
citos, y espirilos, de forma alargada en espiral,

EY tamafio de lag bacterias es una caracteristica nece-
saria para su identificacidén ya que existen bacterias dife-
rentes que tlenen la misma forma, peroc se distinguen por sus
distintos tamafios., Kl tamaio de las bacterlias puede medirse
mediante el microscopilo.

Para poder medir el tamafio de las bacterias mediante el
microscopio, es necesarioc calibrar el ocular micrométrico
gue es el 1lnstrumento gue sirve para medirlasgs. E1l ocular
micrométrico tiene uns escala dividida en intervalos igusales;
esta escala aparece como un trazo en forme de escalera al
observar por el ocular,

Para establecer la medida de los intervalos de la esca-
la del ocular micronétrico, se calibra éste usando un micrd-
metro "objetlvo" que tiene una escala de valor conocido. Ge-
neralmente la divisidén mis pequeia en el micrdébmetro "objeti-

vo" es igual a 10 micrémetros (4m) (Brockman, 1973).

Objetivo de la Prédctica

Calibrar un occular micrombétrico,

Materiales pars la Prictica

l. Mieroscoplo con objetivos seco débil, seco fuerte
vy de inmersidn.

2., Micrbémetro ocular,

3. Micrémetro "objetivo" calibrado,.

4. Acelite de inmersién,

5. Preparaciones fijas de: bacilos, cocos y espiriles,

6. Papel especial para limpiar lentes.



7. Xilenoc,

Procedimlento para la Prictica

lo
2-
30
J_l..o

5e

To

10.

Su ocular micrométrico ya estard colocado,

Su objetivo seco débil estard en posicidn.

Cologue su micrémetro czlibrado ("objetivo") y en-
féquelo.

Ajuste la 1luminacldén a fin de obtener un buen con-

traste entre la escala y el fondo.

15

Mueva el micrémetro calibrado hasta gque los origenes

de la escala ocular y de la escala del micrémetro
callbrado coincldan en su punto 0. Al efectuar esta
operacldn observaré dque en alguna de las dos escéa-
las, dos lineas de graduacidn coinciden. (Fig. No.2)
Cuente los intervalos del micrémetro calibrado des-
de el punto O hasta donde se verifica la colnclden-
cla. Anote este nlmero,

Replta el paso anterior para la escala del micrbue-
tro ocular,

Emplee la sigulente {érmula para calcular el valor
lineal de cada divisidén del mlcrdbmetro ocular; en
esta férmula I es el valor conocido de cada Inter-

valo del micrémetro calibrado.

(No. de divisiones en el nicrbémetro calibrado) X I

Ho. de divisiones en el ocular

= longltud de divisién/ocular,

Mida el tamafio de las bacterlas en sus preparaclo-
nes contando los Intervalos del micrdmetro ocular
que abarcan y multiplicando por la longltud obtenl-
da en el paso 6,

Replita estos pasos con el objetlvo seco fuerte y el
objetivo de inmersidbn,

Conociendo el tamafio real de las bacterlas y sl ta-
mafio de sus dibujos, puede determinar el aumento de
sug dibujos. Calcule esos aumentos y andtelos jun-
to a sus dibujos,



ESCALA CALIBRADA

FIGURA NO 2

CALIBRACION DE ESCALA OCULAR

0.2

0.3

ESCALA DEL OBJETIVO

0.4

b

1 |
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Resultados de la Préctica

1. La constante de callbracibén para el mlcroscoplo
nimero con un aumento de 1LOO0X
L50X

1000K

2. Dibuje algunas células en los circulos de aba jo

para 1lustrar las diferentes formas de bacterias.
Dibuje & una escala de 1. dgual & 5 mm, Recuerde

gue sus dibujos deben hacerse a léplz,

Bacllos, magnificacidn X
Tamafic promedlo X o
Magnificacidn total Xo
Cocos, magnificacldn X
Tamafio promedlo X o
Magnificacidbn total o

Espirilos, magniflcacidbn X,
Tamafic promedio X o
Magnificacldn total o




PRACTICA IIT

METODOS DE INOCULACION EN MICROBIOLOGIA

La 1noculacién consiste en depositar una pequefia porclén
de cultlvo de microorganismos en un medio adecuado para su
crecimiento y reproducclén; esto se hace, por ejemplo en un
medio sélido, con el propbsito de reconocer las colonlas gue
se forman y/o aislar alguna de ellas para usos posterliores.
Dependiendo del uso al que se destina el nuevo cultivo, pue-
den usarse diferentes tipos de inoculacidbn: en estrias, para
aislamiento; puncldn, para observar movilidad o bien alguna
reacclén en el fondo del agar; en caldo o en agar, usada sim
plemente para mantener una cepa en cultlvo puro,

En operaciones como éstas, se manejan cultivos de bac-
teriag, hongos, levaduras; el manejo de cultivos de este ti-
po es muy frecuente en el trabajo de laboratorio y debe rea-
lizarse con mucho cuidado para evitar las contaminaclones de
cultivos y subcultivos,

Ob jetivo de la Préctica

Introduccidén al concepto y apllicacldn prédctica de una
téenica agéptica estéril,

Materlales para la Prictica

1. Asa de punta recta.(Flg.No.3a),

2. Aga de punta redonda.(Filg. No.3b),

3. Tubos de ensayo de 13 X 100 mm, con un cultivo mez-
clado de bacterias,

o Un tubo de ensayo de 13 X 100 mm. con 10 ml. de
caldo nutritivo.(Rotulado),

5. Un tubo de ensayo de 13 X 100 mm. con 10 ml. de
agar nutritivo. (Rotulado).

6. Una placa de agar sangre.(Rotulado)

7. Mecheros.
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FIGURA NO3

TIPOS DE ASAS . i

a — Asa de punta recta

b — Asa de punta redonda

- Forma de flamear e! asa



Procedimiento para 1a Préctica

A, Para duplicaclidn de un cultivo,

B.

1.

2.
3-

%

Tome el tubo del cultlvo de bacterias con su ma-
no lzquierda.

Tome el asa de punta redonda’ con su mano derecha,
Flamee el asa en la regidn de la llama azul, y
espere que enfrie manteniendola cerca del meche-
ro. { Plg. o, 3¢)e

Con el dedo mefilque de su mano derecha destépe
el tubo del cultilvo.( Fig. No. Lha),

Introduzca el asa y tome una alicuota del culti=-
vo. ( Fig. Wodib),

"lamee la boca del tubo del cultivo y thpelo,
Filg. Vo. Iy ¢},

Cologque el cultivo en la gradllla y tome el tubo
con caldo nutritive., Rotulado.

Destapelo en la misma forma del paso l. §y coloque
la alfcuota del cultivo. ( Flg. No. be¢),

Plamee la boca del tubo y thpelo. Coloquelo en
la gradilla, '

Para obtener aislamiento de bacterias, siga los si-

gulentes pasos:

l-

2.

7o
80

%a

Repita los pasos del 1 al 6 del procedimiento
anterlor,

Cocloque el tubo de cultlvo en la gradilla y to-
me su caja de agar sangre debidamente rotulada,
Destape con ¢nidado la caja, sin quitar total-
mente la tapa. Ver lémina T,

Slembre sobre el sagar, en estrias.(Flg. No.ba).
Clerre la caja y flamee el asa.

Slembre en estrias perpendlculares a la siembra
anterior. { Fig. No. 5b)e

Flamee el asa,

Siembre en estrias perpendlculares a la slembra
anterlor. { Fig. No. 5e).

Flamee el asa,

20
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LAMINA T

.\\\{

Forma de abrlr la caja de Petrl para sembrar,



10.
11,
12.

Invierta la caje con el agar hacla arriba,
Cologque la caja en incubacidn a 372C.
Transcurridas 2l horas de Ilncubacidn, examine
la caja y tome nota de lo que observe. DLeje
la ca ja en incubacidn otras 2 horas para exa-

minarla de nuevo,

Para obtener un cultlvo puro procede asi:

Tome el asa de punta recta y flameela, Déjela
enfriar manteniendola cerca de la llama,

Pigque una colonia ajislada del creclilento que
obtuvo en 1a caja de agar sangre.

Tome el tubo con agar nutritivo, debldamente
rotulado, destépelo en la forma que se indicd
anteriormernts,

Siembre las bacterias en el tubo.(Plg, No.b6&).
FPlamee la boca del tubo y tépselo,

Cologqus el tubo en incubacidn a 372C durante
2l horas,

Transcurridas las 2l horas de incubacidn, exa-
mine el cultivo y tome nota de lo que observe,
Deje el tubo en incubaciin otris 2l horas para

sXaminarlo de nuevo.

;Por qué es necesario flemear el ase antes de Introdu-
cirla al cultlivo?

JPor qué’se flameea la boca del tubo entes de cerrarlo?
sPor qué razdn se siembra en estrias sobre el agar en
vez dé en una forma circulaer?

C.

1.
2,
3.
I
Se
6.
Te

Cuestionario‘

1.

2a

3.

Lo

de diferente forma, tamaiic o color?
,dué diferencia hay entre el procedimiento de aislar en
la caja de agar sembrando en estriag y el procedlimlento
de tomar un asa y sembrar en caldo?

22

;2 qué concluslédn podemos llegar cuando aparecen colonlas



FORMA DE TOMAR UNA PORCION DE CULTIVO =23

N

a — Destape el tubo manteniendolo inclinado cerca
del mechero

b — Introduzca el asa en forma recta, paralela

al largo de! tubo
> )
B

¢ Flamee 1o boca del tubo antes de cerrarlo




FIGURA N9 5 2

FORMA DE SEMBRAR EN ESTRIAS

BIBLIOTECA
DELA
D:b DEL V.LLE DE GOATENALA
I—"
Figura A Flamee el asa
Figura B Flamee el asa .

Figura C Flamee el asa



FIGURA NO 6

FORMA DE SEMBRAR EN TUBO

a— En tubos con agar inclinado siempre de abajo
hacia arriba.

b — En tubos de agar especial, como TS|, pique hasta

el fondo y luego haga estrias de abajo hacia arriba

~ - En medios liquidos, introduzca el asa hasta la mitad
Aal tihn,
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PRACYTICA IV

PREPARACION DE MIDIOS DE CULTIVO

Un medio de cultivo es una mezcla de compuestos que sip
Ve para pnomovér el crecimiento y reproduccidn de bacterias,
hongos y levaduras a partir de un indculo pequefioc., El medlo
de cultlvo contiene los substratos necesurios para satisfacer
los requerimientos nutricionales de los microorganlsmos, ¥
puede usarse para diferentes propdsitos,

Como célulag vivientes, los microorganismos requieren
nitrbgeno y carbono, por lo que un medic bédslco debe contar
con unéd fuente de cada uno de estos elementos., Algunas bac-
terias pueden usar la atmbdsfera como fuente de nitrbgeno;
otras pueden usar el nltrdgeno de compuestos‘simples COomo &=
nino dcidos y urea; y para aquellas més exigentes, se han de
sarrollado hidrollizados de proteina gue son solubles en agua
los cuales se conocen como peptonas,

Los medios de cultivo pueden ser sbdlidos, semlsdlidos o
liquidos. Los agentes solidificantes més usados son el agar,
la gelatina, el silice y unos agentes poliacrilitiéos. La
gelatina se usa raramente porque es fédcil de licuarse a fem-
peraturas un poco arriba de la tenperatura ambilente, en tan-
to que el silice se usa por regla general para microblologla
de suelos (Blair, 1970).

El agente solidificante més usado es el agar. El que
un medio de cultivo sea sdlido, semisdlido o liguldo, gene-
ralmente depende de la concentracldn de agar que contenga.
Fl medlo es sélido cuando el ayar estd & una concentraclén
de 1.5%, semisélido cuando el agar esta a una concentracidn
de 0.,2%, y lfgquido cuando no tiene agar.

Se pueden emplear tambibn agentes selectivos que ge a=-
gregan al medic y que permiten el crecimlento de alguncs or-
génlsmos e inhiben el crecimiento de otros. Existen clases
capeciales de medios seleciivos que se usan para alslamlento,

mantenimiento, evaluacibén, etcétera. Algunos agentes son es-



peciales para el aislamlento de una sola clase de bhacterias,
tal como el agar Salmonella-Shigella (85).

Para detectar el camblo de pi resultante del metabolls-
mo de algunas bacterias, son muy usados los indicadores como
el Rojo de Fenol, el Rojo Neutro, etcétera. Los cambios de
color observados en el medio sirven de indicio para ldentl-
ficar el cambio de pH resultante. Vea la tabla de Indlcado-

res en el apéndice H,

Objetivo de la Prictlca

Habilitar al estudiante en la preparaclén de cuatro me-
dios de cultivo sencillos, los cuales se usardn en las prdc-

tlcas sigulentes,

Materiales para la préctica (por estudiante)

1. Caldo para prueba de carbohldrateos (BEBL (OF Basal
Medium).

o Azucares: Dextrosa, Sacarosa y Lactosa,

1 Erlenmeyer de 500 ml,

3 Erlenmeyers de 250 ml,

1l probeta graduada de 250 ml.

o Fow oo
-

1 embudo de plastico o blen papel cortado en cua-

dros de 15 cms.2 para servir el medlo.

7. 50 tubos de ensayo de 16 X 125 mm. con tapbn de
rosca y campanilla de Durham invertida,

8. 3 pipetas de 10 ml,

9. DBalanza,

10, Papel encerado.

11, Espétulas planas,

Procedimiento para la Prictica

Examnine la etiqueta del envase del medlio de cultivo se-

co y averigue qué cantidad debe usarse para preparar

500 ml, de caldo liguido.

1. Pese la cantidad de polvo seco necesario para pre-
parar 500 ml. de caldo,

2. Cologue el polvo ya pesado en el Lrlenmeyer de 500
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mililitros y agregue 250 ml. de agua destllada ca-
liente, agltando en forma continua.

3. Agregue otros 250 ml. de agua destilada hasta que
esté todo disuelto.

Y. Distribuya esta solucidén en los tres Lrlenmeyers
de 250 ml. colocando 160 ml. de la-solucidén en cada
uno de ellos,

5. Coloque 10 ml. de la solucibn sobrante en cada uno
de dos tubos de ensayo.

6. Rotule los Erlemneyers con los ntmeros 1, 11, 1ii,

7. A la alfcuota 1 agreguele 0.4 gms. de Dextrosa,

8. 4 la alicuota 11 agreguele 0,4 gms. de Sacarossa,

9. A la alicuotaill ayreguels 0, gms., de Lactosa,

10. Rotule 16 tubos con "Caldo Glucosado".

11. Rotule 16 tubos con "Caldo Sacarosado",

12. Rotule 16 tubos con "Caldo Lactosado'.

13. Distribuya los medios en los tubos respectlvos,

colocando 10 ml. en cada tubo,

1. Esterilice en el autoclave a 1182C y 15 libras de

presidén. kste paso es parte de la sigulente préc-

tica,
Cuestlonarlo
1, ;Qué son medios diferencilales?
2. ¢4dué son medios selectivos?
3. sConcce usted el contenldo de amino Acldos de algunas
peptonas?
h. swué son Triptonas?
5. ;wué son Caseltonas?
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PRACTICA V
ESTERILIZACION

La esterlilizacldn es un tratamiento por medio del cual
se destruye toda forma de vida microbiana, Lsto se puede
lograr enpleando agentes fisicos y quimlcos, y en el caso
de ciertas socluciones, por filtracldn,

Uno de los agentes mis prédctico y conflable es el calor,
Se¢ puede esterilizar por calor seco, usando un horno a 1702C
durante 90 nminutos. También se puede utilizar calor htmedo
utilizando vapor de agua & presidn, generalmente 15 1ibras
para llegar & una temperatura de 1202C. De los dos métodos,
el calor seco requlere mis tlempo ya& que 1la conduccldn del
calor es mis lenta en el aire que en el vapor de agua,

Log medlos de culitivec que deben prepararse con 5ustale:
clas suceptibles al calor, tales como sangre, carbohidratos,
antibidticos u otros, se esterilizan antes de 1la adicldn de
estas sustanclas en Erlenmeyers tapados con algoddén y envuel
tog en papel café (FPig. No.7 & ). Ya egtériles, y a L5 6
502C se les puede agregar la sustancia faltante y alicuotar-.
los. Se recomlends que 18 temperaturda no baje mis de la tem
peratura recomendada ya que, el bajar y volver a.subir la
temperatura puede causar cémbios de pH hasta de 1 unidad,

Existen otros métodos para esterilizar sustancias 14bi-
les al calor excesgivo. Uno de ellos es la esterilizacién
fraceionada o Tindalizacidén., Tambilén se usa el método origl
nado por Pasteur (Pasteurilzaclbdn), generalmente apllcado a
la leche, el cual destruye bacterias patdgenas transmitidas
atravez del consumo de leche,

La filtracién es también un método para esterilizar so-
luciones termolédblles. ILa &ccidn de estos filltros es comple
ja, y& que los microorganisiios son retenidos por los filtros
por el tamafio de log poros y por absorcidn de las parcdes de
los poros en su paso atravez de ellos, Existen varios tipos

de filtros, estos son: flltros de membrana que consisten de
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FiIGURA N°O 7

a— Forma de tapar los Erlenmeyer para esterilizar los
medios de cultivo,

b— Los tubos de agar que es necesario, queden en forma incli-
nada, se enfrian asi. La altura "h" dependera del grueso
de! tubo.




discos de &steres de celulosa; filtros Seltz gque consisten
de discos hechos de una mezcla de ashesto y celulosa; discos
de incrustaciones de vidrio; y filtros de candela hechos de
porcelana no vidreada (Stainer et al., 1970).

Generalmente, los hlsopos, las plpetas y la cristaleria
se envuelven en papel café para ser esterlilizados en el auto-
clave corn el propbdsito de que al ser guardados, conserven su
esteriliidad.

Aungue los desinfectantes no se pueden considerar agen-
tes esterilizantes, se utilizan en el laboratorlo para tratar
materiales ya usados en el laboratorio antes de lavarlos.
Esto es importantes ya que algunas veces se utilizan en las
précticas microorganismos potencialmente patdgenos. De los
agentes deslinfectantes mds usados estan el fenol al 5% y el

clorox en una dilueldn 1:20,

Objetivo de la Prdctica

Conocer y practicar una téenica de esterilizacldn que

es usual en los laboratoriocs.

Materiales para la Prictica

1. Los medios de cultivo preparados en la préctica an=-
terior.

2. Cristaleria: cajas de Petrl de 20 cma. de didmetro,
pipetas de 1 ml., 5 ml. ¥y 10 ml,

3., Papel café cortudo a la medlida para envolver la
cristaleria,

L. Autoclave,

Procedimiento para la Prdctica

1. Cologue los tubos de ensayo con los medios de cul-
tivo en gradillas o canastas de metal. Este paso
probablemente ya estard hecho de la prictlica ante-
rior,

2, Asegurese gue cada canasta o gradilla esté rotulada
con su nombre, la fecha y el nombre del medlo gue
contengarn,

3. Envuelva una a una las plezas de cristaleria con pa
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pel café,

i« Coloque todo en el autoclave,

5. Esterilice durante 20 minutos & 1182C a 15 libras
de presidn, ,

6. Desconecte el aparato y deje bajar la presidén lenta
mente hasta 0 llbras, después puede abrir la puerta
del autoclave, ‘

7. Sague las gradillas o las canastas y la cristalerla
del autoclave y deje enfriar,

8. Los medlos de cultivo ya frios o & temperatura am-
blente deben colorarse en la lncubadora durante
2L horas,

9, Transcurridas las 2l horas de incubacldén, pueden
guardarse en refrigeracidn,

Cuestionario

1. ;Por gué es necesario lncubar los medlos ya estériles?

2, Distinga entre los términos deslnfectar y llmplar,

3. Distinga entre los términos bactericida y bacteriostitl-
co.

Ite ¢Qué factores aumentan o disminuyen la accidén de los
agentes qulinicos sobre las bacterlas?

5. g 4ué efecto tiene la luz ultravioleta sobre las bacte-

riasg?
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PRACTICA VI

PRESENCIA DE MICROORGANISIIOS EN LL AMBIENTE

Fl aire, la tierra, el agua y cualquier superficle estan
poblados de microorganismos; todo el ambiente, en general, &
lo jg§ microorganismos. L1 hombre es huésped de una gran can-
tidad de mleroorgenismos que residen en slitlos como la piel,
la boeca, los intestinos, etcétera. BSe dice que tilenen la
propiedad de ser ublcuos.

El ambiente puede ser una fuente de contaminacidn: es
muy importsnte que la persona dque trabaja en un laboratorio
conozca las probables fuentes de contaminacibédn. Esto lo o-
bligard a pfacticar sus tareas con cuidade y emplear técni-
cas que eviten la contaminacidn del material con que trabaje;

solo asf, sus resultados serdn conflables,

Objetive de la Prlctica:

Demostrar la presencia de microorganismos en diferentes

amblentes, la piel, la tierra, el agus, el aire y la saliva,

Materiales para la Préctica

1. Tres cajas de Petrl .con Agar Nutritivo,
2, Tres cajas de Petri con Agar Sangre.

3. Asas de punta redonda,

h. Mecheros.

5. EspAtulas planas.

6. Pingas,

Procedimiento para la Prdctica

1. En las cajas de Agar Nutritivo siembre asl:
&, Por medio de una pinza previamente flameada,
coloque una particula de tlerra sobre el agar
y frotela con movimiento circular sobre el a-
gar. Rotule la caja con su nowbre, fecha y el

material que senbrd.



Ce

a,

bo

Ce

3L

En la ségunda caje, tome un poce de agua de lo-
do por medio del asa de punta redonda previamen
te flameada y siembre en estrfas, Rotule le& ca
ja con su nombre, fecha y el material gue sem-
brd.

La tercera caja, déjela ablerta durante 15 ml-
nutos y luego t4pela., Rotule de le mlsma for-
ma gue lag unterlores.
las cajas de iAgar Sangre slembre asi:

Con el asa previamente flameadsa frote su bréazo
o la parite posterior de su oreja y slembre en
estrias sobre el agar. Rotule.

Con el msa previamente flamegda tome un poco de
saliva y slembre en estrias sobre el agar} Ro-
tule,

En la tercera caja, sople fuertemente con la bo=
ce& sobre el agar. Rotule,

3, Ponga & incubar las cajas durante 2l horas & 372C.

Transcurrido ese tiemwpo, observe y deje incubar

otras 2|} horas a la misma temperatura para obser-

var de nuevo,

L. Anote sus resultados en un cuadro. Tome en cuenta

lo

forma (reflerase al cuadro en el apéndice I),

gsigulente: nfmero, caracteristica de la colonis,

tamaio y color,.

Cuestlonario

1. ;Eran todas las colonlas lgueles?

2. 4Qué papel imporbtante juegan las bacterlas en la sallva?

3., Do cudl de las fuentes obtuvo meyor nluero de colonias?

e yPorqué razén cree usted gue hay mayor nlmero de bacie-

rias en unos lugares?



COLORACIONES
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PRACTICA VII
COLORACIOKINS S TMPLES

Hesta shora hemos visto la estructura macroscédplca de
las colonigs en los cultivos y los diferentes tlpos due po=
demos encontrar., Muchas veces el microkldlogo de experlencia
puede distingulr con facllidad clertos microorganiswos por el
tipo de colonia, Algunas colonias varian en su forma y tama
fio ( Vea apéndice I), también pueden variar en color depen-
diendo del medio de cultivo en que se cultiven, Is necesa-
rio, sin embargo, distinguir los microorganismos microscbdpl-
camente & fin de saber su forna, agrupacién}y atn clertas
estructuras celulares. Para esto se usa la coloracidn.

Las técenicas de coloracidn pueden ser simples y dife-
renclalces. L&as primeras son Otiles para conocer la forma
v agrupaclbén de los microorganismos, las segundas pAra CONO=
cer partes de la células o de 1la composiclédn de su pared

celular,

Objetivo de la Prlctica

Aprender a hacer un frotis y a colorear con colorantes

gimples.,

Materiales para la Prictica

1. Cultivos puros de Staphylococcus epidermidis Ba=
cillus subtilis y Ischerichla colil. '

2, Colorantes: Jafranina y iAzul de Metlleno de Loe-
-ffler (Vea apéudice 1),

3. Plzetas con agua destiluada.

i Portaobjetos limplos,

5. lecheros,

6, Asas bacterioloégicas. Fig. No. 3 a3 bl

7. Microscopio.

Procedimiento Para la Prictica

1. Rotule sus léninas con su nombre, la fecha, el mi-
croorgenlsao gue va & colorear y 61 nombre de la

coloracidn,



o~
»

9.

10.

11.

12,

13.

..

Coloque una ota de agua destilada sobre el porta-
objetos. { Flg. No. B ¢)o. |
Selecclone una colonla alslada del cultlvo y tome
una parte con ¢l asa previamente flameada, Vea la
figure ndmero 3¢,

Transfiera la parte de la colonia a la gota de agua
v haga una emulsidn culdando que no se& muy densd.
(Flg. No. 8 d).

De je secar al aire.

Flamee 1la preparacidn pasando rédpldamente el porta-
objetos a unos 10 cms. sobre la llama del mechero,
de manera que la parte del frotls quede hacia arri-
ba, Replta esto unas dos o tres veces. Lsto fija
la. preparacidén.( Fig. No. 9 &),

Haga sus frotls en duplicado para usar uno con cada
coloracidn,

Repita los pasos 1 al 6 con una colonia de cada cul
tivo.

Cubra un frotis de cada uno de los cultivos con va-
rias gotas de Safranina y déjelos reposar durante
un minuto,

Lave suavemente con agua destilada y de je secar so=-
bre una toalla de papel.(flg., Noe. 9 B)a

Cubra el otro frotis de cada uno de los cultivos
con variag gotas de Azul de Metlleno y'déjelos re-
posar durante tres minuisos,

Lave cada frotis suavemente con agua destilada y
de je secar sobre una toalla de papel,

Observe las preparaciones al mlcroscoplo ponlendo
atencidén a la forma y agrupacldn de los microorga=-
nismos. Use su objetlivo seco fuesrte.
Anote sus resultados en un cuadro Indicando el nom-
bre del mleroorganismo, agrupacidén, coloracién y

el aumento,
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FIGURA NOC 8 38

FORMA DE HACER UN FROTIS

T

a — Portaobjetos . b — cubreobjetos

¢ — Coloque una gota de agua
esteril sobre el portaobjetos

d—- Haga una emulsion con el agua
. ’ -
y la porcion de la colonia,exten-
. 4
diendo un area adecuada.



B FIGURA g5

FORMA DE FIJAR UN FROTIS Y SECARLO

39

a - Fije al calor de la llama de! mechero, pasando su frotis
dos o tres veces sobre la llama. Cuide que el lado del frotis

quede hacia arriba.

b — Deje secar al aire sobre una toalla de papel.



Cuestionario

1. ;Cusl es el mecanlismo de coloracidén de los colorantes
simples?

2, Cuando se fija el frotis al calor, ;qué pasa con las
hacterias?

3. s4ué parte de la célula bacteriana se colorea?

1O



PRACTICA VIII
COLORACION DE GRAM

lsta coloracidn fue desarrollada por el bacteridlogo
danés Christian Gram, en 1884 (Davis et al.,1973). LEs una
coloracidn muy ussdsa en el laboratorio de Microblologla yue
permite clasificar a lus bacterlias en dos grandes grupos:
Gram positivas y Gram negativas, de acuerdo con su capacidad
para retener la coloracidn.

Las bacterias gue retienen el colorante Crlstal Violeta
después de haber sido lavadas con el decolorante, son Gram
positivas; las bacterias gue son decoloradas y se tiffen con
el colorante de contraste, son Gram negatlivas, Dbeblido a es-
tas caracteristicas, las primeras aparecen de color 8zul y
las sepundag, de color rojo.

Ll mecanismo de esta coloracidn estd relaclonado con
la estructura de la pared celular, su grosor, tamafio de los
poros y propledades de permeabllidad de la pared 1intacta.
Para explicar el mecanismo de coloracidn so ha propucsto una
teorisa de una composiclén (Gnica de la pared celular. hsta
teoria postula gue las bacterias .yue son Gram positivas tie-
nen todas una mismé& composiclon yue- les es comin y yue las
Gram negativas tienen todas otra composicldén de su pared.
sln embargo; esta teoria no es satisfactoria ya que algunas
levaduras de pared gruesa, gue son Gram positivas, tlenen
una composicldén quinica y una estructurea de su pared celular
diferente de las bacterlas Gram positivas {Zinsser, 1972).
Alpunos atribuyen la decoloracidn de las Gram negatlivas a su -
alto contenido de lipidos en la pared celular. istos lipidos
se disuelven con el alcohol, dejando escapar el comple jo
Cristal Violeta-yodo {Lynch et al.,1972). Se. ha demostrado
que la pared de los Gram positlivos no se tlfie, estrictamente
hablando, sino que presenta una "barrera de permeabllidad"

a la elucidén del comple jo. EL efecto deshidratante del sol-

vente organlco parecce contribulr a la rotencldén del colorante
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en 1aé Gram positivas, ya que el alcohol al 05% es menos e-
fectivo en eluir los metabolitos que e¢l alcohol al 504 (Da=~
vis et al.,1973).

Objetivo de la Prictica

Practicar una técenice de tilneildn diferencial,

Materiales pura la Prdctlca

P

1.

2,

7.
8.
9.

Cultivos puros de Staphylococcus epldermldis y Es-

cherichia coll.

Colorantes: Cristal Violeta y Safranina (apendice F}.
"1 jador: sSolucidén de yodo (apéndice G).

Decolorante: Alcohol etilico 95%. También se puede
usar alcohol-acetons, apéndice G.

Solucidn de Naﬂco3 al 5% (apéndice G).

Asas bacterloldgicas.

Mecheros.

Plzetas con agua destillada.

Portaob jetos.

10. Aceite de Inmersidn.

Procedimlento para la Prictica

l.

Q

G\\J'L-ﬁ—_w

Rotule sus léminas con su nombre, la fecha y el nom

bre del microorganismo que va a colorear,

Prepare un frotls de cada una de las especles de

bacterlas,

Coloree con Cristal Violeta durante 1 minuto,

Agregue 2 gotas de NaHCO3 al 5%.

Lave suavemente con agua destllada,

Decolore con alcohol al 95% dursnte 30 segundos,

Esto se puede hacer de dos formas:

a. Ineclinando el portacb jetos y dejando correr go=-
tas de alcohol.

b, Colocuando el porta objetos durante 30 segundos
en unad jJjarra de Coplin llena de alcochol.

Lave suavemecnte con agus destilada,

Coloree con Safranina durante 30 segundos.

Lave suavemente con apua destllada,
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10, Deje secar al alre sobre una toalla de papel,
11. Observe al microscoplo usando el objetivo de Inmer-
s81én.

12, Anote sus resultados,

Cuestionario

1. ;Cudl de las colonias es de bacteridas Gram positivas y

cudl o8 de bacterias Gram negativas?

2. ¢(Cree usted que solamente por le forma de la colonlia pue=-
de establececrse si las bacterlas son Gram positlivas o
Gram negativas?

3. ibBn qué forma resultaria afectada esta tineibébn si un cul-
tivo es muy viejo?
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PRACTICA IX
COLORACTON DI ZIBHYL NIELSEN

fista coloracién fue desarrollada por Ehrlich en 1882,
Ziehl en 1882 y Nielsen en 1883, independientenente, modifi-
caron el método de Fhrlich ¥ este método es el que general -
mente se usa en sl laboratorio de Microbiologls (Brockman,

1973).

Las bacterias del género Mycobacterium tienen un conte-

nido de 1lipidos que representa un 20 a I10% de su peso seco,
La abundancia de lipidos es responsable del cardcter hidro-
féblco de estos organismos, los cuales se adhieren entre
ellos cuendo crecen en medlos lfquidos y tienden a flotar en
él. También es responsable de su impermeabilidad a algunas
tinciones y de su resisteuncia a 4dcidos (Davis et al., 1973),
Se ha encontrado que una clase de gcidos grasos, los
dcidos mlcoliticos, son finicos de la pared celular de las

micobacterias y también de los yéneros Corynebacterium y

Nocardia, lo que probablemahte las relaciona quimicamente,
Alpunos autores creen que es la estructura fisica de 1la pared
celular y no la presencla de 4cidos micolfticos y lipidos lo
que hace & estag bacterias dcido alcohol resistentes. Los

géneros Corynebacterium y Nocardia se conocen como Acido al-

cohol resistentes parciales y& que solo partes de su células
Se colorean con esta coloracién (Zinsser, 1972),

La coloracién de Ziehl Nlelsen es de importancia en el
laboratorio para conocer algunas bacterias patbégenas como

Mycobacterium tuberculosis causante de la tuberculosis ¥y My-

cobacterium leprae causante de la lepra,

Objetivo de la pPréctica

Practicar una técnica de coloracidén difererncial,

Materiales para la Practigg

1. Cultivos puros de: iycobacterium sp. Nocardia sp, NG

Staphylococcus epldermidis,

2. Colorantes: Carbofuschina y Azul de Metileno{apébndi-
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5
6.
To
8o
9.
10.
1ll.

L5

ce I').

Decolorante: 4lcohol fcldo (vea apéndice G) o alco-
hol al 95%.

Portaob jetos limpios.

Mecheros,.

Agsas bacteriolébglcas.

Pizetas con apua destlladas

Hisopos,

Alcohol de quemar,

Mlcroscoplos,

Aceite de inmersildn.

Procedimiento para la Préctica

1.

o
o

7o
8.
9
10,
11.
12,

13,

Rotule sus léminas con el nombre del microorganismo,
gue va & colorear, su nombre, la fecha y la colora-
cldn,

Prepare un frotls de cada uno de los cultivos.
Cubra el frotis completamente con carbofuschina,
Callente la preparacidn con un hisopo impregnado

de alcohol de quemar. Mantenga hervor durante

un periodo de 3 a 5 minutos,

Lave suavemente con agua destilada,

Decolore con alcchol Acido hasta que no quede color
en el portaobjetos.

Lave suavemente con agua,

Coloree con Azul de Metlleno durante 30 segundos.
Lave suavemente con agua destilada,

Seque al alre sobre una toalla de papel.

Observe al microscopio con objetivo de inmersiédn.,
Anote sus obscrvaclones, las bacterias é4cldo alco-
hol resistentes apareceran de un color rojo fuerte,.
Las bacterias que no son 4cldo alcohol resistentes

gpareceran azules,

Cuestionario

1. j<uéd entlende por 4cido-alcohol resistencla parcial?

2. 4ué apariencla tienen las colonlas de Mycobacterium sps

rd
3. ,4ue resultados obLtiene si colorea micobacterias con Gram?



PRACTICA X
COLORACION DE CAPSULAS

Algunos microorganisncs estdn cubliertos por una estruc-

tura smorfe y gelatinosa llamada cédpsula. Lsta cépsula esth

L7

compuesta generalmente de polisacaridos o de complejos pro-

tefna-polisacarido y sirve para protejerlos y, en algunos,
determina su virulencisa.

Las cApsulas de lag bacterias pueden ser tefildas con co
loraciones negatlvas y especlales. De las primeras, como la
tinta china, se forma una zona nis clara entre el medlo opéa-
co y el cuerpo de la bacteria que es mAs refractivo y esté
tefildo. ‘&8 segundas, es una exposlcidén & antlcuerpos cap-
sulares que aumenta su tamafic y refractlibilidad, llamado
"Reaccidn de Quellum" (Davis et al.,1973),

La produccidén de chpsula por los mlcroorganismos patde
genos es generalmente correlaclonada con su virulenclia. La
pérdida de cédpsula, por ejemplo por mubtacldén, cambla el as-
pecto de una& colonla de apariencia llsa y brillante & una
colonia de aspecto rugoso, en el medlo de cultlivo. Lste cam
plo se correlaciona con la perdida de virulencla y facilita

la destruccidn de las células por los fagocitos (4insser,
19724 )

Ob jetivo de la Préctica
Practlicar una téenica de coloraclén negativa para clp-

sulasg,

Materiales para la Prictica

l. Cultivos puros de Lscherichia coll, Streptococcus

pneunonliae y Klebsiella pneumoniae,

2, Colorantes: Rojo Congo en suero al 104, tinta china,
Azul de ietileno (Vea apéndice 1').

HC1 al 14.

Alcohol metilico con 0.2% de &4eido acético.

Portaobjetos.

o L oW

Asas bacteriloldglcas,



7
8.
9.
10,

L8

Pizetas con agua destllada,
Mecheros.

Microscopios.

Acelte de Inmersldn,

Procedimiento para la Prictica

1.

=]
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Rotule sus lédwinas con su nombre, fecha, nombre del
microorgantsao y la coloracidn,

Cologue unsa nequeiia gota de tinta china en el porta-
ob jetos.

Coloque con el aga una porcidn del cultivo sobre la
tinta china,

ILxtienda esta mezcla cultivo-tinta china con el asa
8 fin de dejar una capa delgada; deje secar a8l aire,
"l je la preparacidn con alecohol durante 1 minuto.
Lave suavemente con agua destilada,

Seque sobre una toaella de papel.

Observe &l microscoplio con el objetivo de inmersibdn,
Anote sus resultedos. La clpsula aparecerf como un

halo clare alrededor de la bacteria,

Existen otros procedimientos para tincidn de cépsula (Broc-
man, 1973).

1.
2,

T
8.
9
210,

Rotule sus léminas,

Coloque una pequefia gota de Rojo Congo el suero al
105 scbre el portaobjetos,

Coloque con el asa una porcibn del cultivo sobre el
colorante.

Lxtlienda la mezcla con el asa a fin de hacer un fro
tis delgado. ‘
Fije al calor, pasando su prepuracibén sobre el meche
ro.

Cubra el frotis con HCLl al 1% durante 5 & 10 segun-
dos y luego esclhrralo. N0 LO LAVE.

Deje secar al alire,

Coloree con Azul de Hetlileno durante 1 minuto,

NC LO LAVE, solamente esclrralo y de je secar al ailre,

Cbserve al microscoplo y awote sus resultados,



Cuestlonarlo

1.

UL oW I
-] - o

sdué factores aceleran o ayudsn & producir oapsuia en al
gunas bacterias? ;

Jqué factores restringen la produccldn dé'papsula?

sPor qué el'Rojo Congo es usado cono colorinte negativo?
sdué camblos sufre el Rojo Congo cuando se agregsa HC1?
Investijjue sobre las propiledades antifagociticas de l1la
chpsula,



PRACTICA XTI

COLORACION DE LSPORAS

Ln condiciones amblentales desfavorableS'algunas bacte~

rias formian estructuras especializadas llamadas esporas, Los

géneros que generalmente forman esporas son Bacllius ¥y Clog~
tridium., Al igual que las semillas de las plantas superiores
les esporas son criptobidticas (no tlenen actlvidad metaboll-
ca) y aon resistentes al calor, al frio, a la toxicldad de
ciertas sustanclas guinicas y & la radiacién (Davls et al.,
1973).

La cap& que cubre las esporas esta hecha en un BQ% de
una proteina parecida a la queratlna. Lsta protsfna €8 1lnso
luble & menos gue sus numerosos enltaces S-S5 se rompan., LEs
esta capa de proteina la responsable de la resistencla de las
esporas 8 clertos colorantes y a algunos compuestos quimlcos,
Tanbién la presencia de una grun cantidad de dipicolinato de
calcio y 8l hecho que son deshldratadas contribuyen & su re-

gistencia al calor (Davis et al., 1973).

Objetivo de la Préctica
Practlear una técenica de coloracidn de esporas llamada
de Schaeffer y Fulton (Davidson and Henry, 1974 ).

Materlales para la Prfctica
1., Cultivos de !;8 horas de Bacillus subtilis y Clostri-

diun perfringens,
2, Colorantes: Verde de Malaguita en solucibén acuosa
8l 5% y Safranina en solucién acuosa &l 0.5%.(es

apéndice F ),

Portaob jetos limplos,

o

Hilisopos.

=}

Alcohol de dquemar,
Mecheros,

Asas bacterloléglcas,

L

@ -3 o~ vl ow

L

Microscoplo, aceite de lnmersidn,



Procedimiento para la Préctica

l. Rotule sus ldninas con su nombme, fecha, coloracibdn
¥y nombre deél microorganismo que va a colorear,

2, Prepare un frotis de cada uno de los cultivos y fi-

je al calor,

3. Cubra sus frotis con Verde de Malaqulta y caliente
con un hisopo imprepgnado con aleohol de quemar,

o Deje actuar el colorante tres minutos adicionales.

5. Lave suavemente con agua,

6. Aplique solueién de Safranina durante 30 segundos,

7. Lave suavemente con agua destilada,

8. Deje secar sobre una toalla de papel.

9. Observe al microscopio con lente de inmersildn,

10, Las esporas apareceran de color verde y el resto de
la célula de color rojo o rosado, Anote sus resul-
tadqso

Cuestlonario

1. ;3¢ conslderan las esporas estructuras reproductoras?
2. 4Cufl es el objeto de calentar la lémina?
3, 9i quisiera dar una demostracién de producclédn de espo-

ras, zen qué clase de medio de cultivo las sembraria?

. sPorqué solo Bacillus y Clostridium esporulan?

51



PRACTICA XII

COLORACION DE FLAGELOS

Entre los diferentes grupos de bacterias existen algunas
inméviles, como por e jemplo la mayoria de los cocos ¥ algunos
gbéneros de bacllos, Cuando existe movilidad, generalmente
es mediads por un flagelo, organelo formado por hilos muy
finos de proteina con una estructura helicoldal, que salen
dol citoplasma de la célula bhacteriana (3tainer, 1970).

Las bacterias flageladas tienen generalmente sus flage-
los polares o bien alrededor de la célula. Los flagelos po-

lares del gpden Pseudomonadales pueden estar colocados en

un solo polo, se les llama nonotricos; pueden tener un gru-
po de flagslos en un solo polo, se les llama lofotricos; un
flagelo en cada polo, se les 1llamad anfitricos. Los miembros
del orden Lubacteriales tienen sus flagelos alrededor de to-
da la superficle de la célula y se les 1llama peritricos (Zin-
sser, 1972).

Los flagelos pueden observarse con el mlieroscopio Spti-
co por medio de coloraciones especlales. Aunque el procedi-
miento varia en detalle, siempre tiene el mismo principlo. |
Las células fijadas son tratadas con un mordiente: una solu-
cién inestable que precipita una capa de materlal teiiible
sobre el flagelo (Stainer, 1970). BEsto es seguldo de la
aplicacién de un colorante.

La coloracidén de flagelos mds usada en el laboratorio
es la originada por Lelfson, la cualicontiene el mordiente
y el colorante en una misma solucién. En algunos casos se
uso cono colorante el acetato de pararosanilina (Lynch et dl.,
1972), vy en otros la Fuschina bdslca (Davidson y Henry, 1974).
En ambos casos se usa el dcido tdnico el cual parece hacer
las proteinas insolubles (Cram y Hammond, 196l).

Objetivo de la Prdctica

Practicar una técnice de coloracidn de flagelos y ohser

var su posicién en diferentes tipos de bacterias,



Materiales para la Prictica

1.

]

30

Is
Se
6.
7o
8.
Fo

10.

cultivos de Proteus vulperis, Pseudomonas &erugino-

sa, Baclllus subtilis ¥y Salmonellsa 8D,

Colorante de Lelfson (vea apéndice F),

Portaobjetos limpios y conservados en alcohol al
95% hastael momento de usarse., |

hsas bacterloldgicas,

Pipetas de Pasteur.

Pipetas de 1 wml. estériles,

Mecheros.

Formalina al )10%.

Microscoplo.

Acelte de inmersidm.

Procedimiento para la Prictlca

L.

8.

e
10.

Coloque 1 ml., de formealina al 1;0% en el tubo de un
cultivo,.

Agite suavemente.

Tome un poco de esta suspensidén con el asa y cold-
quelo sobre un portacbjetos limplo,

Extienda suavemente sobre el portacbjetos y deje
secar al aire, NO FLJI AL CALOR,

Rotule la lémina con su nombre, la fecha y el nom-
bre del mlcroorganismo que va & coloredr,

Cologque varias gotas del colorante de Lelfson sobre
el frotis y dé jelo actuar durante 10 mlnutos.

Lave suavemente con agua usando uné& pipetd de Pas-
teur, sin quitar antes el colorante,

51 lo desea, puede afiadir un colorante de contras-
te como el Azul de Metileno.

Deje secar al alre sobre una toalla de papel,
Observe 8l microscopio con objetivo de immersién y

enote sus resultados,

1l. Replta estos pasos con todos los cultivos,

Cuestlonarlio

1. Deseriba la estructura y composicién quimica de los fla

53



gelos bacterianos.

2. :En qué forms se diferencian los flagelos de las bacte-
rias de otros tipos de flagelos?

3, sPor qué no f1ijamos al calor?

lo ;<ué diferencia hay entre peritrico y atrico?

Sh



BACTERTIAS
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PRACTICA XIIT

MOVILIDAD DE LAS BACTERIAS

E1 movimiento de las bacterlas puede ser-de tres formas:

por flagelos, por deslizamiento y por movimlento rotatorio.

Estos movimientos las ayudan a desplazarse en su habitat o

blen en los medios de cultivo,

Existen varios métodos por medio de los cuales se puecde

observar el movimiento bacteriano, Uno de estos métodos es

ol de observar un tipo de movimiento denominado "swarming" o

erecimliento esparcido, que se puede observar a slmple vista

en una placa de agar, Otro método es de gota pendlente, en

la cual se puede ver la novilidad en vivo., LEn un medio seml

sdlido se puede observar también creclmiento esparcido hacla

los lados de la linea de Inoculacldn. ( Mig. No.10 b)

Ob jetivo de la Préctica

Eastudiar varios métodos de obsevvacldn del movimlento

bacteriano,

Materiales para la Prictlca

1.

= ow

o

=]
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Cultivos en caldo de Proteus vulgarls, Pseudomonas

aeruglnosa, Salmonella gp., y Bacillus subtills.

Lidminas portaob jetos excavadas,

Cubreob jetos, ‘ )

Tubos de ensayo de 13 X 100 mm. con 10 wl. de agar
semigbdlido (vea apéndlce A),

Cuatro placag de agar sangre,

Agas bacterioldglcas,

Vaselina.

Mecheros.

Mleroscoplo,

Procedimiento para la Prictica

1.

Rotule sus placas de agar y sus tubos.con su nombre,
1a fecha, tlpo de mlcroorganlsmo que va & sembrar

en cada una y nombre del medio de cultilvo,



Tome con el asa una porcidn del cultlvo y siembre
en estrfas en una placa de Agar Sangre.

‘3. 'Tome un poco del mismo cultlvo con el asa de punta
recta y slembre en el agar sémnls6iido haclendo una
sola puncién en linea recta.( Flg. No. 10 a),

Lo Ponga a incubar durante 2l horas a 37 2C,

5. Tome con el asa una porcidén de un cultivo y cologue
en un cubre ocbjetos.

6. Invierta la ldmina y colbdéguela sobre la lémina ex~
cavada en la cual ha puesto ya una pelicula de va-
selina liguida alrededor de la excavéciéno

7. Observe al microscoploy en seco fuerte.

8., HReplta estos 6 pasos con las cuatro cepas y anote
sus resultados en un cuadro,

Cuestlonarlio

1. ¢Observé movilidad en todas las cepas?

2. En cudl de las cepas observéd "swarming"?

3. ¢kn gqué condiciones ambientales encontrurie usted bacte-
rias méviles mis fhdcilmente?

e ;Cuél es el objeto de poner vaselina en la lémina exca-
vada?

5. 4Cufl de las cepas diria usted que posee flagelos?




FIGURA NO 10 58

FORMA DE SEMBRAR PARA LA PREBA DE MOVILIDAD

a En medios semisolidos para la prueba de movilidad, pique
hasta la mited del agar

b — Posibles resultados

a ~ =
| i
g U L

Microorganismo Microorganismo Microorganismo
anaerobio movil aerobio movil aerobio no mdvil



PRACTICA XIV

LICUBFACCION DE La GLLATINA

59

Entre los métodos para identificar los tipos de bacterlas

esth el gue se basa en la propiedad que tilenen algunas de

ellas de hidrolizar o licuar la gelatina., Las bacterias dela

famills Interobacteriacense y Pseudomonadacesae y los anaero-
blos, especlalmente (lostridium, tlenen esa propledad (Bla-
zevie, 1975}

ta gelatina es derivada del coldgeno, siendo el colfge-

no una proteina insoluble gue puede licuarse por calentamien
toy al enfriarse, se convierte en gelatina., Las estructuras
del coldgeno y de 1la gelatina son simllares y ambas sustan-
clus difleren s6lo en su estructura fisica (Blazevic, 1975).
La geiatina es hldrolizada por la enzlma pelatinasa de
varlos tipos de bacterias. Después de ser hidrolizada en

sus aminodcidos componenteg, yaz no vuelve & su estado de gel

ni ain a temperaturss muy bajas,

Existen varios métodos para demostrar la producciédn de
gelatinasa,., Algunos métodos han probado ser Gtiles para el
traba jo con clertos tipos de bacterias, en tanto otros méto-
dos han resultado eficaces para otros tipos. Por ese motivo
ninguno de los métodos es universal para todos los tipos ni
es siempre posible reemplazar un método por otro (Blazevic,

1975}

Objetivo de la Préctica
Practicar un método para demostrar la producclidn de

gelatinasa por a2i;unas bacterias,

Materiales para 1las Prictica

1. Culitivos de 24 horas de Lscherichia coll, Proteus

vulpgaris y Baclllus subtilis,
2, Ocho tubos de 13 X 100 mm. con 10 ml. de Agar Nu-

tritivo con 0O.l4% de gelatina,

3. Ocho cajas de retri con agar Nutritivo con O.4% de

wgelatina,



e
5.
6.
7.
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Soluecidn de HgCl 0.G5M.{Vea apéndice G).
1 pipeta de Pasteur.
Mecheros,

Asas bacterioldpicas,

Procedimiento para la Prictica

1.

90

Rotule sus cajas y sus tubos con su nombre, la fecha,
el tipo de nicroorganisme que va a sembrar, y el
tipo de medio que esta usando,

Inocule dos de los tubos de agar Nutritivo con ge-
latina por el método de puncidn con cada una de las
copas,

Guarde dos tubos comoc control.

Siembre dos cdajas de agar Nutritivo con gelatina
con cada uné de lLas cepas,

Guarde dos cajas sin inocular como control,

Ponga & incubar los tubos y las cajas sembradas
durante 48 horas a 30°C.

Después de transcurridec el tiempo de incubacidn co=-
loque los tubos en rerrigeracidn aurante 1 hora y
luego observe, 31 ha licuefaceidn de la gelatina
el medio no se sollidificari con la refrigeracldn,
In las cajas de agar, ponga un chorro de HgCl2

por medioc de una pipeta de Pasteur., Lspere 10 mi=-
nutos,

31 hay licueracciédn de la gelatina se formard una

zona clara-&lrededor de las coclonias,

10, 31 no hay licuefaccibén de la gelatina se formari

un precipitado opaco alrededor de las colonlas.

Cuestionario

1. g4ubd beneficios obtienen las bacterias de la licuefac-

cién de la gelatina?

2, Discuta otros medlos para practlcar esta prueba y su u-
tilidad ( Eef. Blazevie, 1975).
3.  ;8Qué sustancias inhiben la licuefaccidn de la elatina?

Il ¢h qué se debe la formacién de la zona clara alrededor

de la colonla?
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PRaCTICA *XV
PRODUCCTION O CATALASA

La prueba de la catalasa ha si.do utilizada por muchos
afios como ayuda para distingulr, princlpalmente, los géneros
Staphylococcus y Streptococcus (Blazevic, 1975).

in el netabolismo aesrdbico se produce Haoz tanto como
0 debido & que el oxfpeno es el saceptor rinal de hidrdégenos

H
2
en la cadena respiratoria. £1 el perdxzxido de hidrdgeno se

acunula en el medio lleva a la nuerte de las bacterlas ya que

es un agente oxidante muy fuerte, Las bacterlas aerobias

producen la enzima catalasa la cual medla en el romplmlento

del perdéxido de hidrdgenoc en agua y oxigeno(Brockman, 1973).
La resaccldn se expresa simplemente asi:

catalasa .
2H202 > Hgo + 02

Se ha Investi, ado el rango de la concentracidédn de per-

dxido de hidrogeno gue debla usarse en esta prueba y so en-
contrd que la me jor concentracibén es de 3% (Blazevie, 1975).
Tamblén se han investigado diferentes formas de hacer esta
prueba; y es igualmente posible hacerla en un agar dque no
contenga sangre o bilen en un portaobjetos (Blazevic, 1975).
E1l uso de agar que contenga sangre puede llevar a una
reaccion positiva falsa ya yue la enzima catalasa gse ha aige-
lado de gldébulos rojos. Bl uso de agas que contengan hlerro

tambilén puede llevar a una reaccidn positiva falsa,

Ob jetivo de la Préctica
Practicar una téenica simple de poner de manifiesto la

producciébn de catalasa en algunas bacterlas,

Materiales para la Pridctica

1. Cultivos en Agar Nutritivo de: Lscherichla coll,

Staphylocoecus epidermidls, Streptococcus sp. ¥

Clostridium sporojenes,
2, Peroxido de hidrogeno diluido al 3%,

3. Portaobjetos limplos.




fye
5

Agsas bacterloldylcas . de platino,

Mecheros,

Procedimlento para la Prictica

1.

2.

6.
7.

Rotule sus l4d.inas con su nowmbre, fecha y el el ml-
croorganidne (us va 4 usar,

Cologue una gota de perdxido de hidrbdgeno sobre un

portaobjetos usando un gotero,

Tome con el asa wuna poreldn de un cultivo Lien desa
rrollado.

Coloque la porcida del cultivo sobre la gota de per
éxido de hidrogeno y observe. La producclén inme-

dlata de burbujas indica una raccién positiva.

Esta prueba tamblén puede hacerse colocando las go-
tas de perdxido de hidrdgeno sobre una coloula bien

desarrollada en el cultivo.

Replta estos pasos con cada uno de los cultivos.

Anote sus resultados en un cuadro.

Cuestionarlo

1. sPor qué no podemos usar cultivos de agar sangre para

esta prueba?

2. Expligue el procsso de oxidacidn,

3. Explidue el proceso de fermentacildn.

o ;Cbmo podria explicar la reaccién de catalasa con el

perdxido de hildrdgeno en dos pasos de oxidacidén y de
reduccidn?
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PRACTICA XVI

METABOLISMO BaCTERIANO,
ACCION SOBRL CARBOUIDRATOS

Cada tipo'de microorganismo dispone de ciertas enzimas
v su capadidad de metabolizar carbohldratos depende de 13
presencia de ellas, &1 patrén de utilizacldn de los carbohi
dratos por los microorganismos resulta ser altamente especl-
fico para determinados gbuneros, cspecles u otros grupos ta-
xonbmicos; y esta especlricidad es muy Gtll para ldentificar
microorganismosg.

Se oueden observar cuasro tipos de reacclones coro re-
sulvado del uso de carboliidratos jor los microorpganismos:

1) oxidacién; 2) fermentacién; 3) no fermentacidn; y L) no
oxldacidn,

Los organismos oxldadores producen Acido y gas en pre-
sencia de oxigeno; los organismos fermentadores producen f-
cido ¥ gas en ausencia de oxigeno, La produccldén de deido
se pone de manifiesto incluyendo un indicador en el medio
el cual cambla su color con el camblo de pH. La produceidn
de gas se pone de manifiesto recolectindolo por medio de una
campanilla de dDurham Iinvertida colocada en el .iedio de cul~
tivo; si hay produccidn de gas, esta campanillsa tendré bur-
bujas,

Uno de los indlcudores mAs usados es el Hojo de Fenol,
el cual es rojo a un pil neutro y amarillo cuando hay presen-
cia de 4cido. &1 Azul de Bromotimol que es verde cuando el
el pH es neutro y amarilio cuando hay presencia de 4cido.
Vea 18 tabla de indicadores en el apéndice H.

Para lograr anaerobiosis (es decir ausencla de oxigeno}
gse colocan sobre 1la superficle del cultivo en tubos 2 ml. de
acelte mineral estéril, lo que implde el contacto con la at-

mosfera,

Objetivo de la Préictica

Determinar la utilizacidn de carbohidratos por ciertos
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microorganismos y algunos de sus8 productos finales,

Materliales para la Prdctica
1. Cultivos de 2]} horas de Lischerlcinla coll, Proteus

mirablilis, Shigella sp., Pseudomona aeruginosa,

Alcalipencs faecalis, Salmonella sp., ¥ StaEpglo—

cocecus aureus,
2, Tubos de ensayo de 16 X 150 mm. con 10 ml, de:
K >

16 tubos con caldo glucosado

16 tubos con caldo lactosado
16 tubos con caldo sacarosado
Todos los tubos deben contener Rojo de Fenol como
indlcador y caumpanilla de Durham invertida,
3. Aceite mineral estéril, '
o Asas bacterioldglcas.

5. Mecheros.

Procedimliento para la Prictlca

l. Identifique cada tubo con el nombre del medio que
que contlene, €l nombre del microorganismo que va
a sembrar en &1, su nombre, y la fecha,

2, Inocule cada una de las siete cepas en dos tubhos
con caldo glucosado,.

3. Deje dos tubos como control.

e Separe los tubos en dos grupos, cada grupo con las
siete cepas diferentes.

5. Replta estos pasos con los otros medlos,

6. En un grupo, cologque 2 ml. de acelte nineral esté-
ril.

7. Yonga a Incubar durunte 2|, horas a 372C,.

8. Anote sus resultados en un cuadro, indicando si hay
produccidén de ;88 o no; si hay produccidn de 4Acido

o No., Anote su interpretacidn y sus conclusiones,

Cuestionario

L. ;Qué otros indicadores podrfaios usar en este ejercleio
y cudl seria su color con los camblos de pH?

2. Llxplique que es respiracidn,



3.
J_{.o

bxplique qué es feruentacldn,
5 ué otro método podrlsa usarse para detectar produccién

de gas?
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PRACTLCA XVIT
IL CICLC DEL AZUFRE Y LA
PRODUCCION DE HIDROGENO SULFURADO

Il elemento azufre es un elemento esencial en la matem
ria viva y es abundante e:l la corteza terrestre, siendo dig~
penible a les organismos vivos en forma de sulfatos solubles.
La utilizacidn de sulfatos para sintesis de constituyentes o
celulares y la descomposicidn subsecuente de estos compuestos
resulta en la formacidn de H,5. la formacidén de hidrbgenc
sulfurado en la naturaleza ¢s resultado de la descomposiclébn
anaerobla de algunas bacterias (llamada bacterias del azufre)
que utilizan el azufre como agente oxidante. La actividad
de estas bacterias es particularmente aparente en el lodo y
en el fondo de los estanques. Ll color negro del lodo se de
be a la formacldn de un precipltado negro del st con sales
de metales que también se encuentra en &1l. Las bacterius
reductoras del azufre jusgan un papel importante en el ciclo
del azufre ya que el st &l oxidarse de nuevo forma S el
cual puede ser oxidado de nuevo para formar sulfatos los
cuales son utillzados nuevamente por las plantas y anlmales,
(Staliner et al,.,,197.L),

La produccidédn de hidrdgeno sulfurado se puede poner de
manifiesto en el laboratorio utilizando compuestos sulfura~
dos orgénicos o inorginicos en el medio de cultivda La pro-
duceildbdn de H2S a partir de compuestos orginicos sulfurados
8¢ cree que es deblda a la preseuncia de una enzima, cisteina
desulfihidrasa, la cual actuia sobre la cisteina presente en

las pepteonsas. La reaccidn se representa asi:

HSCHZCH(NHz)CODH > H,8 + NH, + CH2COCOOH

3

clisteina dcido
piriavico

{Blazevic, 1975)




La produccidén de HZS a partir de compuestos Inoryinl-
cos sulfurados probablemente se debe a la presencia de otra
enzima, posiblemente reductasa tiosulfatica y de un agente
reductor donador de hidrégenos. La reaccldn se representa
asis '

5,0 + 2H > S50 + H,S5

(Blazevic, 1975)

Para detectar la produccidn de HZS en sl laboratorloc se
utilizan sales de metales pesados como el plomo, el bisuuto
o el hilerro., Las mis recomendadas son las sales de hlerro
usadas en combinacldn con el agar de triple azticar (TST)
las cuales forman un precipitado negro cuando hay formaclén
de H,S (Blazevic, 1975).

Objetivo de la Préctica
Practicar una prucba para determinar clertas caracteris

ticas de Fermentacién de azdcares, produccién de H,8 ¥y pro-
duccidn de gas debida a la fermentacién rdpida de los azuca-

res.,

Materiales para la Préctica

1. Cultivos de 2l horas de Fscherichiia coll, Proteus

vulgzaris, Salmonella sp. y Arizona sp,
2. Cuatro tubos de 13 X 100 mm. con 10 ml, de agar TSI

inclinuado.

3, Asas bacterioldgicas de punta rects,

., Mecheros,

Procedimiento para la Préctica
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1l. QRotule sus tubos con su nombre, fecha, tipo de medlo,

¥y el nombre del microorganismo gque va & sembrar,

2, Slembre cada una de las cepas en el agar TSI usando
la téecnica de puncidn hagta el fondo y de estrias
en el inclinado. (Fig. lo. 6 b).

3. Ponga a incubar durante 2l horas a 379C,

1. Después del perlodo de incubacidn, observe sus re-

sultados y andtelos en un cuadro,.
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5, Haga su cuadro de resultados tomando en cuenta lo
glgulente:

a. Producclédn de hidrdgeno sulfurado, la
formacidn de un color negro'en el medlo.

b. Peruentacidn, camblo de color del indl
codor, ya sea sblo en el fondo o en
todo el agar.

¢c. Produccidn de gas, se manifliesta por

romplmiento . del agar,

Cusestionario

1. ,Por qué los organismos que fermentan la Glucosa produ-
cen gas solamente en ¢l fondo del tubo? |

2, lixpligue la composiclén del medio TSI y lo due indican
sus resultados,

3, llencione otros indleadores para detectar la producclén
de H2So

Lo L. coll nmno produce H2S en el medlo de TSI, pero puede
producirlo en un medio que contengs grandes cantlduades
de clstina, LIxplique,

5. Haga un esquema del Clclo del Azufre y explique en &1

el papel due juegan las bacterlias,



69

PRACTTCA XVIII
DETERMINACION DE UN PRODUCTO.DEL METABOLISLO

DE PROTEINAS POR LA PRUEBA DE INDOL

La mayoria de los medios de cultlvo tlenen peptonas las
cuales, al ser utilizadas por los microorganismos como fuen-
tes de nitrdgeno, liberan aminodcidos. La triptons es una
peptona que tiene alto contenido de triptoféno {ecuacidn Ia),
Alpunas bacterias actfan sobre éste aminodcido por medio de
urL proceso enzimético, dando lus,ar & la producecidn de Indol
(ecuacidn Ib), fcido pirQvieco (ecuacién Ic) y amoniaco {ecua=-
cidén Td).

&1 indol producido por el microorganismo puede ser detec
tado por medio de diferentes reactivos, pero para todos 108
reactlvos la reacecldn quimice bédsica es slempre la mlsma.

Uno de los reactivos ewmpleados es el p-dimetll-amino-benzal-
deliido (ecuacldn XIb), el cual reacclona con el Indol para
formar un colorante rojo., De los reactivos usados para este
trabajo, el mis usado es el reactivo de Kovacs {(vea apéndice
G) (Blazevie, 1975),

La reaccidén bhsica para la deteccibédn de indol se basa en
que cuando en preserncia de calor, se mezclan un pirrol (indol
benzopirrol) y una solucidén alcohdlica débil de para-dimeti] -
amino~benzaldehido, se desarrolla un producto de color rojo.
La misma reaccldn ocurre sin necesidad de calentamiento cuan-
do el reactivo se hace con HC} concentrado. EX mecanismo de

la reaccidn se representa por las slgulentes ecuaclones:

Beuacidn I.

CH2CH(NH2)COOH —=
triptofanasa
a. triptoféno
. + CH SCOOH + NH
N 3 3
H
b. indol c. dcido d. amonfaco

piruvico




Teuacidn

ITe
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CHO

G- O—0oul

a. Indel

N(CH3)2

b. p-dimetil- l
amino-benzal~
dehildo

|
N(CHy),

¢c. colorante rosindol

Objetivo de 1la Practica

Practicar una prueba usada en el laboratorio para deter

minacién de produccidn de indol por las bacterias,

Materiales para la Prictlca

1'

a.

3o
li.
5.

Cultivos de 2l horas de Lscherichila coli y Entero=

bacter aesropcnes,

Pres tubos de 13 X 100 mm. con 10 ml. de caldo
MR -VP(vea apéndice B).

Asasg bactorloldgicas.

Reactivo dec Kovacs (vea apéndice G),

Meclheros.

Procedimliento para la Prictica

1.

Rotule sus tubos con su nombre, la fecha, nombre del

microorganismo que va a sembrar y el nombre del me-

dio.

Slembre cada uno de los microorginismos en un tubo

de caldo,

De je un tubo 8in sembrar como control,.

Ponga a incubar durante 1,8 horas a 379C.

Agregue a cada uno de los tubos 10 gotas de reactl-

vo de Kovacs,

Agite suavemente hasta mezclar (1 minuto) y deje en

reposo hasta que el reactivo ge separe y ocupe la

parte superior del medio,
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7. La presencla de indol se reconoce por un color rojo
en la parte del reactivo despuds de que éste se ha
separado . No tome en cuenta un resultado positivo
después de 10 minutos de haber agregado el reactivo.

8. Anote sus resultados en un cuadro,

Cuestionario

1. ;Conoce usted algunos otros aminofcldos que contengan el
anillo de indol? '

2. ;Cuél es la composicidn del reactivo de Kovécs?

3., Mencione otros procedimientos para detectar indol,
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PRACTICA XIX
DETERMINACION DE ALGUNOS PRODUCTOS FINALLGS
DEL HMLTADROLISHO ANAEROBIO
POR MEDIO DE L& PRUEBA DEL ROJO DE METILO

Cuando las bacterias de los péneros Lscherichla y bn-

terobacter son cultivadas eun presencia de una cantidad igual

de dextrosa, los productos finales de su metabollismo anaero-

bio son dlferentes. Las bacterias del género Lscherlchia

forman Acidos hasta alcanzar un pH de Iy 6 5 y en ese punto
las bucteriss cesan su actividad. En caabio, las bacterlas

del género bnterobuacter alcanzan un pH de L 6 5, pero contl-

ntan su actlividaed haste que el medio &lcanza un pll de 6 & 7
(Blazevie, 1975). |
La explicacidén de esta diferencia entre los dos géneros

es deblda a que las bacterias del género Hscherlchla produ=-

cen gran cantidad de 4dcldos en la fernentacldén de lu glucose,

mientras gue las bacterias del género Enterovacter producen

'acidos, pero la mayor parte de sus productos finalus dv fer-
mentacidn son compuestos neutros como butlilen-glicol y eta-
nol., En condiclones aeroblas, ambos géneros tienen el po=-
tenclal de utilizar sus productos deidos en su metabollsmo,

pero la cantidad de Acldo producido por el género lischerlchila

es muy grande (Blazevie, 1975).

in la estandarizacldén de esta prueba son lmportantes la
concentraclédn de dextrosa, ¢l tileupo de lncubsecidn y l& tem-
peratura, L1 medio conocido como MR-VP es el usado ahora pa
ra esta prueba y se recomiendan 5 dias de incubacidn a 302C,
Se emplea el Rojo de Metilo como indicfdor y& que tlene la
propiedsd de permanecer rojo & un pll de I 6 5 ¥y canbia a a-

marillo para valores de pil entre 6 7 7o

Objetlvo de la Prictica

Praucticar un método para dewostrar los productos fina-

les del metabolisuio anaeroblo de dos tipos de bacterlas,
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Materlales para la Préctlca

Le

-]
(-]
L]

(<]

UL E W

Cultivos de 2l. horas de lscherichla coll y Entero-

bacter aerogenes,
Tres tubos de 13 X 100 mm., con 10 ml, de caldo MUVP,

Agas bacterioldgicas,
Indicador Rojo de ietllo (vea apéndlce G).

MHecheros,

Procedimiento para la Prlctica

1. Rotule sus tubos con su nombre, la fecha, el nombre
del microorganismo que va & sewmbrar y el medlo,

2. Slembre cada uno de los microorganismos en un tubo.

3. Dcje un tubo sin sembrar como counbtrol,

L. Ponga a incubar durante 5 dias a 309C,

5. Agregue 5 gotas del Indicador Rojo de Metllo en cada
uno de los tubod, , 7

6. Anote sus resultados en un cuadro, indicando una
reaccldn positlva (+) sl el color es rojo o una reac-
cidén negativa (=) sl el color es amarlllo,

Cuestlionarlo

l. HMenclone otros Indlcadores que podrifan usarse en esta

pruebsa, _
2. ¢Qué 4dcido se produce en la fermentacldn de la Glucosa?
3, g4ué sipgnifica tener el potenclal de utlllzapr sus produc-
tos finales de fermentacidn?
e 4Por yué es necesario tanto tlempo de imcubacidn a esa

temperatura?
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PRACTICA XX
DETLGIINACION OE ALGUROS PRODUCTOS INTLRMEDIOS
DEL HLTABOLISHO ANALEROBIO
CPOR MIDTO DI LA PRULDA DI VOGULS PROSKAULER
Como vimos en la préctica antewvilor, los organlsnos gue
tienen la habilidad de feruentar la glucosa pueden tener
diferentes tipos de productos finales de dicha fermentaclén,

la fermentacidn con produccidn de una mezcla de Acildos es

caracteristica del género lscherichia., La formentacidn con

produccién de butlleno-ylicol es caracteristlica del género

Enterobacter‘o

La prueba de Vogues-Proskauer pone de manifiesto la
presencia de butllerio-~glicol por medio de una reaccién de co
lor de un intermediario de su formacién: el acetill-metil -
carbinol. La ecuacldédn I muestra la reaccidn total de glu-
cosa & butlleno glicol., La ecuacidén IT muestra como el ace-
tll-metil -carblnol, eén un medio alcalino, se oxlda a diacetl
lo, &1 dlacetllo produce un color rojo solamernte en presen-
cla de creatina la cual provee grupos de gpuanidina (Blazevic,
1975). Lsta reaccidén se representa en la ecuacion III. La
adicién de alfa-naftol solamente intensifica el color.

Youacldn I.

H

0 ¥ 4§ B S

E 0 0 H 0 Q 0
C-c-.q-c-g-CH~—-—-——>CH3-Q-C-CHB

H H 0 H H
H
Glucosa ﬁcétilmetilcarbinol
H W

CH, =~ - -~ CH
3 E O 3

H

Butileno-glicol



Leuacldn 11,

H
¢ Q 0, o 0
CiH, - C - C - CH > CH, - C - C = CH
3 & 3 KOH § 3 3
Acetllmetlilcarbinol Diacetiloe
Heuaceldn IIT.
i
N
Diacetlilo + H2N - C - § - CH2000H-———9,Complejo rojo
CH ‘
3
Creatina

Ob jetivo de 1la Préctica '
Practicar una prueba para demostrar la presencla de un

intermediario de la produceidén de butlleno gllicol en la fer-

mentacidén de la glucosa,

Materiales para la Practica
1. Cultivos de 2l horas de lischerichla coll y Lntero-

bacter 8eroenes,
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2, 'Tres tubos de 13 X 100 mm. con 10 ml. de caldo Mii-
VP.
3, Frascos gobero con KOH al 1,0 %.
lio I'rascos gotero con Alfa naftol.al 5% soluclén alcoholica.
5. hAsas bacterioldgicas.
6. Mecheros,

Procedimiento para la Préctica
1. Rotule sus tubos con su nombre, la fecha, el nombre

del milcroorganismo que va a sembar y el medlo.

Siembre cada uno de los tubos coil W& CEDR&.

Deje el tercer tubo cowo control,
Ponga a incubar durante 48 horas a 372C,
Agrepue 10 gotas de KOH a cada uno de los tubos,

-]

Agite suavemente durante 1 minuto,
Agregue 10 gotas de Alfa naftol.

OB W
[+]

o



8. Aglte suavemente duadrante 1 minuto.

9, L1 desarrolleo de un color rojo indica una reaccldén

positiva,

10, Anote sudg resultados en un cuadro,

Cuestionario

1. iCuzles son los productos flanles de la fermentacidn
fcida?

2., jPor gué incubamos solanmente L8 horas en vez de 5 dias
como cn la pruebid anterior?

3. ;Culdl es la razdn de agitar el tubo despues de agregar
los reactivos?
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PRACTICA XXI
UTILIZACION DL CITRATO

La habllldad de ciertos mlcroorganisnos para‘utilizar
el cltrato de sodio como fuica fuente de carbono es una prue
ba auy ttil pars su ldentificacidn, Lsta pruecba es la Gltl-
nd de wna serle de pruebas (Indol, Rojo de iletllo, Vogues=-
Proskauer) conocidas en conjunto como 18 prueva IMViC nuy

il para distingulr entre los géneros Escherichia y Entero-

bacter,

Hoppe y Seyler en 1879 (Blazevie, 1975) fueron los pri-
weros en sugerir gue las sales de clertos 4dcidos orgéncos po
drian ser convertidas en carbonatos alcalinos por las bactesw

riss. Ayers y Rupp en 1915 enfocaron sus investlgaclones ha

17

cia las reacciones alcalinas producidas por alpunas bacterlas,

que no podfan ser expllcadas por produccidn de amoniuco o
sustancias bdsicas productos del metabolisao de proteinas,
Fue Slimmons en 1926 quien desarrolld un nedio s6lido con cl
trato como fuente de carbono y utilizd un indicador, el Azul
de Bromotimol, que os azul & un pH de 7.6 y verde a un pll

de 6.8 (Blazevic, 1975),

La reacclidn exacta producida per los organismos que

utilizan el citrato Lodavia no es bien conocilda. Aparente-
mente, esta reaccidn ocurre por un exceso de bidxido de cap=-

bono generado en 1la descomposicidn de citrato & oxaloacetato

‘el cual es descarboxillado 2 piruvato y bidxido de carbono.

El exceso de bldéxido de carbono se puede combinar con sodio
¥ agua para formar carbonato de sodio que es suricilentemente
a8lcalino para sublr el pH (Blazevic, 1975),

Objetivo de la Préactica

Practlcar una prueba jue pone de manifiesto la habill-

- dad de clertas bacterias de utilizar el citrato como fGnlea

fuente de earbono.

Mauterigales para la Prictlca

1. Cultivos en agar de Bscherichla coll, Enterobacter
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A6roisenes.,
Tres tubos de 16 ¥ 125 mm. con 10 ml. de Agar Cltra

to de Simmons, inclinado (Vea apéndice a).
Asas bacteriolégicas.

Mecheros.

Procedimiento para la Prictica

Rotule sus tubeos con su nombre, la fecha, el nombre

1.
del microorganismo que va & sembrar y el medlo.

2. Silembre cada uno de los orgunismos en un tubo por
medio del método de estrias en el agar incllinado,

3. Deje el tercer tubo sin sembrar como control.

Il. Pong,a a incubar durante L8 horas a 72 horas a 379C,

5. Observe cada 2l horas,

6. Aunote sus resultadus en un cuadro. Si el medio per
manece verde es una rouccidn negativa, s8i el color
del medlo cambla a zul, indica uns reaccldn positiva,

Cuestionarlo
1. ¢Por yué el metabollsmo de las protelnas da productos al
calinos?
o sPor yué el medio de Simmons no tiene pepténas?
3. Investigue otros métodos para determinar la utilizaciédn

de citrato por las bucterias.
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PRACTICA XXIIL

EL CICLO DLL NITROGENCG Y LA
REDUCCLON DI WITRATOS A NITRITOS
Muchos tipos de buacterias pueden utilizar el nitrato
en vez de oxigeno como aceptor final de hidrbgenos en la ca-
.dena respiratoria. Cuando la materia orgfnica se descompone
ern 1la tierra y las condlclones se vuelven anaerobias comno re
sultado de la respiracién bacteriana o microbilana, cualquier
nitrato que esté prescule tiende a ser reducide. Lste pro-
ceso se le llama denitrificacldén, Ln la naturalezsa el pro-
ceso es répldo y generalmente el producto final es nitrdgeno
gaseoso el cual escapa & la atmbdésfera, Dkxisten bacterias
que fijan el nitrdgeno guscoso dircctamnente de la atmbsfera,
por e jeuplo, Rhizoblunm. También existen bacterlas que oxidan
¢l amoniaco a nitritos, por ejemplo Hitrosomas y otras que
oxildan los nitritos a nltratos como Nitrobacter (Stainer,

19751

Parte de este proceso yue ocurre en la naturalez& es u-

tilizado en el lahoratorio para ldentiflcacldn de algunas
bacterias o blen para poner de manlfiesto esta actividad me-
tabdlica de las bacterias. WLl cultivo de bLacterias Iijadoras
de nitrdgeno gaseoso in vitro os wmuy dificil, )

Lus bacterlas son capaces de reducir los nitrutos & ni-
tritos en varias formas. Una forma es asimilacldn por la curnl
el nitrato es reducido a amoniaco, con el nitrito como inter-
mediario, E1 amoniaco producido es usado para sintesls de a-
mine 4cldos y otros compuestos nitrogenados. Otro proceso,
llamado dilsinllacidn o respiracidn, es usado por los microor-
gunismos primeramente pura obterncidén de cnergia. En este ca-
80, ¢l niltraoto es el receptor rinal de elctrounes en auscncla
do oxigeno. *=ste proceso permlite & algunos aeroblos facul-
tativos crecer en anacrcohiosis (Blazevie, 1975).

Para determinacidén de nitritos en el lalorutorio se usa

un medio al cual se he agregado KNO, al 0.1%. La presecucla
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de nitritos se pone de maniriesto haclendo reacclonar los
nitritos con feido sulfanflico (eccuacldn I b) el cual es
diazotizado. EL 4cido sulfanilico diazotilzado reacclona con
la naftil amina (ecuacién 11 b) para dar un colorante azo de

color rojo {(ecuacldn Ilc).

Eeuacldn I,

- +
3 — +
NO,” + HOBb NH, + H
a. Nitrito b. Aecido sulfanflico
HOBS—— N =N + HO

c. scido sulfanilico
diazotizado

diazotlzado Q

b, Naftil
ainina ¢. colorante ro jo

Eeuacidn IT. - '
Acido sulfanilico + HOBSQ N=N O NH,

51 el color rojo no ¢s detectado, hay dos posibllidades:
1) que no haya habldo reduccidn de nitratos a nitritos; y 2)
que la reduccldén haya sido completa a nitrdgenc gaseoso. Pa-
ra detectar la primera, se agregf un poco de polvo de zinc,
el cual reduce los nitratos a nitritos si estédn prescutes,
¥ luego se prueba de nuevo la reaccidn de color. 81 ahora
ccurren las reacclones de color, esto lndiea que no hubo re-
duccidn de nitratos por las bacterias. El nitrégeno £aseo=-

8o se puede detectar con una campanilla de Durham inverilda,



Objetivo

de la Préctica

Practicar wi método para depmostrar la habllidad de al=-

gunas bacterlas de reduc.r nitratos a nitritos.

Materiules para la Praclica

1.

2.

g

.
<

5
6 .
2
8.

[+

Cultivos de 2l horas de kscherlchia coll, Proteus

vulgaris, Pseudomond Aeruglnosa y Bacillus subtilis,
Cinco tubos de 16 X 125 mm. con 10 ml., de caldo de

nitrato (vea apéndice B.)

Solucién de fcido sulfanilico (Solucidn A).
Solucidn de N-N-dimetil-l-naftilamina (Solucidn B),
Vea el anéndice ¢ para 18 composicidn de las dos
soluciones ). '
Polvo de zinc,

Plpetag de Pasteur.

Agas bacterioldgicas,

Mecheros.

Procedimlento para la Prictica

1,

2,

10.
11.

Rotule sus tubos con su nombre, la fecha, el nombre
del microorganisuo yue va a sembrar y el medlo,
Siembre cada uno de los Lubos con cada una de lasg
cepas.

De je un tubo s8in sewbrar como control.

Ponga a ineubar durante 8 horas a 379C.

Agregue & cada uno de los tubos 10 gotas de la so=
lucidén A,

Agregue &4 cads uno de los tubos 10 gotas de la so-
lucidn B.

La aparicién de un color rojo indieca presencia de
nitritos,

Anote sus resultados en un culdro y su interpreta-
clodn.

51 no aparece color, agregue una cantidad muy pe-
Juerd de zinc,

Heplta los pasos L ¥y 5 y observe si hay color,

hAnote sus resuluvados de nuevo y su Interpretacidn.

81



Cuestionario

1.
2o

sué es una reucclédn nepgativa fulsa?

51 después de haber agregudo el zinc y los reactivos de
color no aparece color. ;C6mo cxpliea usted la desaparl-
cidn de nitrdgeno?

lstudie ol clclo del Nibrdgeno y explique la Importancia

de las bacterlias eon él.

;uué Importancia tiene esta prueba en la clasificaciédn

de las bacterias?

;Por qué es importante agregar una cantidad pequeria de
zine?



PRACTICA XXITIT
ACCION DE LAS BACTLUIsS SOBRLE ALGUIAS PROTEINAS
Y CARBOHIDRATOS Dl LA LECHE

La leche contiene lactosa, galactosa, trazas de glucosa,
caselna y sales minerales (Cowan y Steels', 1974) lo cual la
hace un medio de cultivo wuy versidtil para el creclilento de
las bacterias, En el laboratorlo, se prepara como wmedio de
cultivo usando leche descremada y tornasol, un colorante ve-
getal,

Hay'varios cambios que pueden detectarse en la leche
tornasolala. Las reacclones pueden ser sobre el tornasol o
bien sobre los componentes de la leche,

Los cambios del tornasol pueden ser: 1. Reduccldn, el
medio aparece incoloro. 2. Produccidén de dcido, el medio
se pone rojo o rosado. 3. Produccidén de 4lcalil, el medio
se pone azul obscuro {Cowan y 3teelst', 197&)}

Log camblos de la leche pueden ser de tres tipos:

1. Coagulacidn de la caseina con a. produccidn de un coagu-
lo Aclido el cual no se retrae y es soluble en dlcalis; b. pro
.duccidn de un codgulo suave o dulce el cual se retrae y expre
sa un fluido claro y gris. Ln este caso el coégulo no es so
luble en alcalis. Hate coagulo es producido por la accldn

de una enzima parecida a la renina (Cowan y Steels', 1974).
2. Peptonizacién (hidrélisis de las protelnas). La caseina
se hidroliza ya sea antes o después de la produceldn de un
coagulo. Los aminodcidos resultantes pueden ser metabollza-
dos y uno de sus productos de deshecho es el amoniaco lo que
da un camblo de pH (Brockman, 1973).

3. Fermentacién radpida, lo que hace gue s8e produzcan gran-
des cantidades de gas y se rompa el coagulo (Cowan y Steels!,

1974).

Objetivo de la Prélctica
Practicar una prueba que pone de manifiesto la accldn de




/
las bacterias sobre una protefnas y azdearcs de la leche.

Materialvs para la Préctica

1 1.

2.
3.
He

Cultivos de 2l horas de Escherichia coll, Baclllus

subtilis, Streptococcus lactls y Alcallijgenes fae-

caligc

Cinco tubos con leche tornasclada,(Vea apéndice C),
Agas bacterloldéplceas.

Mecheros.

Procedimiento para la Practica

Rotule gus tubodg con su nombre, fecha, el nombre el ml=-

croorganismo que va & sembrar y el medio,

1.

2o

3.
oo

Siembre cada uno Je los milcerocorganisaos en un tubo
con leche tornasolada,

Guarde un tubo gin sembrar como conbrol,

Pouaga a lncubar darante 10 dias a 372,

Haga obsarvaclones cada dia anotando sus resultados

en un cuadro y su interpretacidn,

Cuesgtlonario

1. Podria dar algunos ojemplos de protefnas de la leche?
£ Jemp p

2,  4Qué otro tipo do indicadoros podriamos usar? |

3. ;De qué tipo de planta se saca el tornasol?

he sPor qué usamos leche descrenuadd y no leche corriente?



PRACTICA XXIV

CULTIVO Y AISLAMILITO DE BACTERIAS
ANAYROBIAS

Los microorgaiisuos anserobios constituyen gran parte de
18 flora normal del organismo, especialmente de las superfi-
cies mucosas, como las de 1é cavidad oral y sl aparato gag-
trointestinal. Estos microorganismos pueden ser muchés ve-
ces los causantes de infecclones mortales, como por e jemplo
el tétano, y sin embargo, pueden pasar inadvertidos oen los
anfdlisls de laboratorio.

Es importante conocer los procedimientos para aislar e
ldentlficar a los microorgsunismos anaerobios, no solawmente
para su estudio como flora normal, sino tamblién como posibles
causantes de infecclones como la gangrena, el botullsmo, et-
cétera, Hoy en dia, su cultivo y aislaaiento ha llegado a
ger un procedimlento rutinario en el laboratorio con la apa-
riclén de medios de cultivo perfecclonados, de vasos anaero-
bios, de empaque deshechables generadores de hidrdgeno y de
bidxido de carbono (Sutter et al.,1973).

Los anaerobios son generalmente alslados de una muestra
mlxta, ya sea como anaeroblos miltiples, o més frecuentemen-
te, mezclados con bacterias facultativas, Para alslar un
cultivo puro en esos casos, es necesario, primero, examinar
las colonias resultantes del cultivo de la auestra; sepgundo,
cuantiflcarlas, describirlas y cultivarlas por separado, glem
pre bajo condiclones anaeroblag.

Para realizar esta préictica es necesario que el estudlan
te tenga ya clerto couocimiento de principios bdsicos de bac
terioldyia anaeroblia y que haya investigado la clasificuelén
de los mleroorganisiios angerobios, su fisiologia y lus enfer
medades causadas por ellos cuando son patdgenos o sus actlvi

dades en el intestino cuando son parte de la flora normal,

Objetivo de la Préctica

Introducir al estudlante a la técnlca de cultivo y als-



lamlento de mleroorganismos angeroblos,

Materlaleg paré la Préctlca

1.
2.

3.

.
5.
6o
To

Un& muestra de heces fresca.

Dos cajas de agar sangre enrlquecldo para anaeroblo
(vea apbndice A), :

Dos cajas de agar sangre con kanamicina-vancomlcina
(vea apéndice A),

asag bacterioldyglcas.

Jarras de Gaspak.

lecheros.

Generadores de hidrdgeno deshechables,

Procedimiento para la Préctica

1. Rotule sus cajas con su nombre, 1la fecha y el tilpo
de medlo gue va & usar,

2. Tome econ el asa una porcldén de la muestra y slembre
por estrias en las dos cajas de agar,

3, leplta el paso 2 con las cajas de &agar con kanamicl
na-vanconlcina,

i« Coloque sus cajas en la jurra de Gaspak,

5. Cologue su generador de hldrégeno para crear anaerg
blosis en la jarra. kste paso da lugar & una redc=
cidn catalftica del oxlgeno y el hidrdgeno generado
para formar agus, lo cual establece anaeroblosis,

6, Clerre la jarra de Gaspake

7. Ponga a incubar durante L8 horas a 3720,

8. Las colonias resultantes de esta prdctlca se usarén
en 18 siguleante prdctica para subcultlvos y colora-
¢id6n de Gramn,

Cuestlonarlo

1. HMenclone algunas otras jarras para cultlvos anacroblos,

2. ;Qué tipos de infecclones pueden causar los anaeroblos?

3, ;0ué caracteristicas tlene una Infeccldn causada por &a-

naeroblos?

lte  ¢Gué modificaciones tlene el medlo de cultlve de anaero-

bios que no tiene el medio para aeroblos?

86

=]
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PRACTICA XXV

ATSTANTILNTO E IDMITIFICACION PRESUNTIVA Dk
BACTLENIAS AlALROBIAS I

La ldentlificaciébén presuntiva de los mioroorsanismos
anaeroblos mAs comunes se puede hacer en base a la acclén
sobre el agar, worfolo,la celular, arreglo de las células,
colorucidn de Gruia, plguentos, hemdlislis, fluorcscencia y
suceptibilidad a ciertos antibidtlcos. La caracterizaclén
definitliva se basa en un nlmero de caracteristicas norfold-
glcag, flsiolbglicas y genéticas, lo misno que patogenlicidad
v produccién de toxinas (Sutter et al., 1973).

Aljunas bacterlas consideradas anaeroblas pueden crecer'
er GO2 al 109, ser aercotolerantes y crecer déblilmente en el
alre, especlalmente despuds de su alslaadiento anaeroblo y

subcultivo subseeuesnte, Actinomyces naeslundii , Lrachnia

pronionica, algunas bifldobacterias y lactobacllos son e jem
plos de bacterlas mlcroaerofilicas (Sutter et al,,1973). Ls
necesarlo hacer un cultivo puro de la colonia alslada y de=-
terminar su tolerancia al oxipgeno.

E1 75 al 804 de las especies alsladas de cultivos de
muestras clinicas son Clostridium perfringens, bacteroldes

fragllis, Bacteroldes melaninogenicus y Fusobacterlum nuclea-

tum (Sutter et al.,1973). La frecuencia con gue vstos y o-
tros prupos anaeroblos 8e sncuentrun en muestras clinicas se

encuentra en lu plgina 21, tabla 7 del wadsworth nuaeroblc

Bacterliology ianual. rara ésta y la prdctica siguliente es

necesarlo referirse a dicho manual.

Objetivo de la Préctica

Fracticar al,unas prusbas para identificacldn de mlero-

organlsios angeroblos,

Materiales para la Préctlca

1. Cultlvos de la préctica anterior,

2. 3 pluacas de agar sangre enriquecido para anaeroblos,
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Un tubo de 16 X 125 m., con 15 ml, de caldo de Tio-
glicolato 135 C sin indicador (vea apéndice B).
Colorantes para Gramn.

Reactivos para indol (vea apéndice kL),

Asas bacteriologlecas,

Mecheros,.

Lémpara de luz ultravioleta.

Jarras de Gaspal.

Procediulento para la Préctica

1. Observe el crecinlento de las colonias en sus culti
vos de la prdctica anterlor.

2, lscoja 1 colonia y anote en un cuadro las sigulentes ‘
observaciones: norfolopfa colonial, pilgamento, hemd - }
lisis, accidn sobre el agar y fluorescencla,

3. lIlotule sus cajas de agar sangre con Su nombre, la |
fecha, el nombre del medio y el ambiente en que las
va a cultivar,

. Slewbre las trus placas de agfr sanglre con unéd por-
cidn de la colonla escoglda.

5. Ponga a incubur durante ;8 horas a 372C asi:

Una en anbiente aeroblos
Una en ambicente microasrofilico.
Una en awmblente anaerobio,

6. Rotule su tubo con caldo de Tioglicolato 135C con
su nowbre, la fccha y noubre del medlos

7. olembre otra porcidn de la misma colonia en el cal-
do.

8. Ponga a incubar en ambiente anaeroblo durante L8
horas a 372C.

9., S1 el tamaiio de la coloniu escoglda lo pernilte,
hapa una colorucldn de Gram y la prueba de 1ndol.

31 la colonia es nuy pequeiia, espere hasta la sl-
gulente prictica parz hacer estas prucbas,
Cuestlionario

1. swud gicrnifica ambicnte microaerofilico?
- [ [

2. 4Chuo logranos un ambiente aicroserofilico? .
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PRACTICA ¥XVI
ATSLAMTILNTO E IDLLITFICACTION PRESUNTIVA DE
BACTLATAS AWNABROBIAS TI

Un entlbldtico es una sustancla quluica que ge derlva
o se produce por varias especlics de microorganisros y que e8
capaz de inhibir el crecimiento de otros mlcreoorganisos,
Los antibioticos son muy variados y difieren on su forma de
‘accién. Se han preparado muchos, pero 8o0lo unes pocos sé
utilizan en medicina ya que la wmayoria son tdéxlcos para el
consumo humano. De las bacterias productorus de antibibticos
se conocen los péneros Lacillus, Peniclillum y Streptomnyces,
(Zinsser, 1972), Lxisten tanblén antibidétlcos sintéticos,

Las drogas quimioterapeGticas varian en su forma de a-
tacar la célula microl.iana. lstas nueden scr: 1. Interfe-
rencla de la sintesis de la pared celular. 2. Interterencia
en la tuncidn de la membrana celular. 3. Interferencla en
la sintesls de proteinas, .. Interfereuncia en el metabolls
mo de Acldos nuclelcos. 5. Interferencla en el metabollsmo

intermedlario (Zinsser, 1972}.

Cbjetivo de la Préctica
Practicar las pruebas de senslbilidad a antibioéticos y

la. reaccién de Naegler como prucbas presuntivas para la lden

tifi1cacidn ae anaerobios,

Materiales para la Prictlica

1. Cultivos de la préctica anterlor,

2, Dos placas de agar san;re enridquecldo para anasro-
bios,

3. Colorantes npara Gram,

Il Asas bacterioldplcas,

5. Hilsopos estériles,

6. Apar de yema de huevo para reaccidédn de Naegler (vea
anéndice A),

7. Mecheros.
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Discos de los sigulentes antibidticos: Collstin 10 .
Penicilina 2U, Vancomicina 5 g., Lritromicina 60
g., Kanemlcina 1000 ., Rifampina § .

LAninas para gota pendiente,

Procedimiento para la Préctica

ll

Anote los resultados de sus cultivos en agar sangre
de la prédctica anterior. Tome nota 31 hubo o no
creclmliento en los difurenves aunblentoes,
Rotule sus placas de agar con su nombre, la fecha,
nombre del medio y nombres de los discos que va a
colocar,
21 no ha hecho su coloracidn de Gram, haga una colo
racién de Gram ya se8 de su cultivo en agar sangre
en ambiente anaerobio o bien del cultivo de Tliogll-
colato,
Del cultlivo de Tioglicolato tome una buena porcidn
con un hisopo estéril y siembre las dos cajas de
agar sangre cubriendo toda la superficle del agar,
Cologue sus discos para sensibilidad de antibvidticos
poniendo atencidn que esten separados por lo menos
dos cms, uno del otro.

a. Dlara bacllog Gram positivos y cocos anaeroblos:
Colistin 104 g., Penlcilina 2U, y Vancomicina
548

b, Part bacilos Gram negativos: Colistin 104 g.,
Lritromicina 60 4 g., Kanamicina 1000 4 go, Pe-
nicilina 2U, Rifamplna 15¢,ga, v Vanconlcina
5468

Haga una prueba de novilidad del caldo de Tioglico=-
lato usando la técnica de gota pendiente,

Rotule su caja con apar de yema de huevo con su
nombre, la fecha, nombre del medlo.

Ponga a incubar, en amblente anasroblo, sus ca jas
de agar sangre y su caja de agar con yema de huevo

ya seuml.radas. Incube durante 1|8 horas a 37%C,
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9. Transcurrido el perlodo de incubacidn observe sus
cajas y anote sus resultados en un cuadro. L& zona

de inhibleidn del antibidtico se mide de la orilla
del disco,

.
. B

. zona de inhibicion

Figura No, 26-1

Forma de medir la zona de
inhibleién.

10. Se considera un microorgenismo resistente &l antl-
bibdtico 81 la zona de Inhibicidén es menor que 10
nilimetros; se considera sensible &l antibibdtico

si la zona de Inhibicidén es ma&yor que 10 mm.

Cuestlonarlio

1. & qué se dobe que se forme la& zon& de inhlbiclén?

2. Investigue sobre la actividad de los diferentes antibid-
ticos sobre las bacterias.
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PRACTICA XXVII
PRUEBAS DI. PRECIPITACION Y
AGLUTINACION

Los animales y el hombre frecuentemente resultan expues
tos & muchas sustancias noclvas y extrafias al cuerpo. Algu-
nas de esas sustancias son productos macromoleculares del ne
dio natural, y tlenen la propledad de provocar una respuesta
de proteccldn especifica en el animal o el ser humano, Lsta
propledad se 1llang Inmunogenieldad,

Las sustanclas Inmunogénicas del medlo se 1llaman "anti-
genos" y tlenen la propledad ftnlca de elicltar en el animal
la produccidén de "antilcuerpos", y de reacclonar especifica-
mente con ellos. Los antlcuerpos son glucoprotelnas, pro-
ductos de células estimuladas por antigenos. Colectlvamente,
a estas glucoproteinas se les llama Iinmunopglobulinas (Zins-
ser, 1973),

La reaccldn antigenc-anticuerpo puede ser pueste de na-
nifiesto por medio de pruebas de gerologla, Estas pruebas
son de gran utilidad en el laboratorlo de diagnéstico y tam-
bién en los laboratorlos de investlgacildn,

Los antligenos solubles, al combinarse con su antlcuerpo
especifico dan lugar a una reatccidn de preclipitacidn: los
comple Jos antipgeno-anticuerpo forman grandes magas Insolubles
para formar un preclpitado. Cuando los mismos antigenos,
unidos en forma natural o artificial con particulas como bac
terias, gldébulos rojos, ldtex o bentounita, dan lugar a aci-
mulos bastos, se dlce que hay "aglutinaciébn' (Bellantil, 1972},

La preclpitacidén en gel es un método por el cual se lo-
gre que un antigeno y un anticuerpo difundan uno hacla el
otro en un medio semisdllido, para luego comblnarse en algin
punto en que sus proporciones son 6ptimas o casi 6ptimas pa-
ra formar una banda vislble de precipitado que se llama zZona

de equivalencla,
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Objetivo de la Préictica

Practicar una prucba de preciplitaclén y una de agluti-

naclén que ponen de menifiesto la reacclén antigeno-anticuer

po in vitro,

Materiales para la Prictica

1.
2.

(0o T I o A TNAN § QS g WA

10,

atrices de Plexlglass (Fig. No. 1l a),

Cajas de Petrl de 9 cms. de difmetro., Plésticas.
Ilspédtulas de 1 mm. de ancho,

Pipetas de Pasteur.

Caja de lectura de fondo negro.

Un tubo de 13 ¥ 100 mm. con 6.5 ml. de agar al 17,
Un tubo de 13 X 100 ma, con 3.5 ml, de agar al 1%,
Para la composiciédn del apar vea apéndice A,

Un antigeno gque puede ser coccldiodding,

Un anticucrpo que puedc ser suero de un paclente

con Cocecldioldomliceosls,

Procedimlento para la Prictlca

1.

9.
10.

Funda en bafio de Harfa el contenlido de los tubos en
que hay 6.5 y 3.5 ml. de agar al 1%,

Vierta el contenido del tubo de 6.5 ml. de agar en
una caja de Petrl estéril.

Deje solidificar.

Vierta luego el contenldo del tubo con 3.5 ml. de
agar al 1% en la misme caja y coloque inmediatamen-
te la matriz de plexiglass, procurando gue no que-
den burbujas.

De je solidificar,

Remueva el exceso de agar del centro de cada agujero
con la espitula de 1 mm.

Cologue el sucro en el agujero nimero 1 de cada sig
tema (Flg. No.ll b)

Cologue el antigeno en la fuente central de cada sls
tenma,

Ponga a incubar durante 2l horas a 252C,

Las placas se leen asi:



o
FIGURA N° 11

ESQUEMA DE UNA MATRIZ DE PLEXIGLASS

a — Matriz de Plexiglass

b — Forma de numerar los pozos



a. La matrlz de plexiglass es removida por presidn
suave hacia los lados de la cala,

b. Bl agar se lava con agua destilada y se examina
buscando lineas de precipitado antigeno-anticuer
po. Esto se hace utilizando la caja de lectura

de fondo negro,

Prueba de Aglutinacidn

Materiales paras la Prictlica

1.

2,

3.
b
5e
6.

Cultivos de Lscherichia coll, Salmonella sp, ¥ Shi-
gella sp,

Antisueros: k., coll suero polivalente A y B; 38100 -

nella O polivalente; y esﬁuche de antisueros parsa
agrupamiento de Shigella o

Portaobjetos limpilos,

Solucién salina al 5% estéril.

Asas bacterlolbgicas,

Mecheros,

Procedimiento para la Préictica

1,

2.

3.

Lo

50

Rotule sus portaobjetos con su nombre, la fecha,

¥y &1 nombre del microorgsunismo que va a probar,
Coloque una pota de solucldn salina estbdril en el
portaobjetos,

Tome con el asa una porcidn del cultivo de E., coll
v haga una emulsidn con la solucldn salina en el
portaobhjetos.

Cologue una gota de antisuero para E,. coll. ILa
presencia de grumos Indica una reaccidn positiva,

Repita los pasos anteriores con las otras cepas.

Cuestionario
1. ;6uél es el método de Outcherlony?

2. (Qué tipos de anticuerpos existen o se conocen?

3. Investigue sobre los diferentes tipos de antigenos que

Se conocen en l1l4as bacterias,

95

L. 4Por qué decimos que los anticuerpos son inmunoglobulinas?
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PRACTICA XXVIII
ACTIVIDAD ANTIMICROBIAWA DIT ALGUNOS COMPULSTOS

Los efectos bactericidas y bacterlostdticos de los
agentes quimioterapelticos son altamente especfficos. Por
el contrario, la accidén de los desinfectantes empleados co=-
minmente en el laboratorio y en los hogares no son especifi-
cos y dependen de las condicliones en que estos se empleen,
Una de las condiciones mis importantes es la concentracidn
en gque se usen, aungue también influyen la temperatura, el
pH, la duracidn del contacto, naturaleza del microorganismo
¥y algunas veces, la presencia de sustanclas extrafias, Lstas
tltimas alteran en forma negativa la efectividad de los de-
sinfectantes,

En general, los efectos de los desinfectantes sobre las
bacterias tienen una base quimica., Algunos de los camblos
causados por estos agentes quimlcos sobre las bacterias son
alteraciones de la membrana celular. L& exposicldn de las
bacterias a solventes orgfinicos como el alechol y detergen-
tes da como resultado desorganizacién esvructural de la mem=
brana, lo cual interfiere sobre su funcidn normal. Los
agentes gue desnaturalizan las proteinas, como losg Acldos y
los dlcalis, acttan alterando la estructura de 1as proteinas,
causando un desdoblamiento del polipéptido., Iinalmente, al-
gunos compuestos como sales de metales pesados acthan modifi
cando los grupos funcionales de las enzimas, Un e jemplo de
estos Gltimos es el 6xido de mercurio. El mertiolato o me-
tafen, muy usado como antisbéptico, es un compuesto orgéhico

vy no es tdxico cowo el éxido de mercurio (Linsser, 1972).

Objetlivo de la Préctica

Probar la gensibilidad de algunas bacterlas a agentes

desinfectantes usados en la casa y en el laboratorio,

Haterlales para la Prdctica

l. Cultivos en caldo de Staphylococcus aureus, Salmo-

nella gp. v Lsacherichia coli,
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Tres placas de Agar Nutritivo.
Discos de papel flltro de 0.5 & 1 cm, de didmetro.

Hisopos estériles,

FPilnzas.

. Desinfectantes: alcohol, jugo de llmdn, mertlolato,

3 0N UL W

. Un desinfectante usado en su casa,

8. Mecheros.

Procedimlento para la Prictlca

1. Robtule sus placas de agir con su nombre, la fecha,
el nombre del microorganismo que va & sembrar, el
tipo de desinfectante que va a usar y €l nombre del
medlo de cultivo,

2. Slembre cada una de lag cepas en un& placa de agar,
usando hisopos estériles y cubriendo toda la super-
ficle del agar,

3. ILsterllice las pinzas flamedndolas en el mechero.

L, Tore un disco de papel filtro e imprégnelo de uno
de los desinfectantes.

S. Deje secar el disco cerca del mechero,

6. Coloque el disco sobre el agar,

7. Replta el procedimiento de los pasos I, 5y 6 con
cada uno de los desinfectantes., Cologue los dlscos
a una dlstancia de dos centimetros unos de los otros,

8. Ponga a Ilncubar durante 2l a }8 horas a 37°C,

9. Mlda las zonas de 1nhibiclén y anote sus resultados

en un cuadro.

Cuestionarlo

1, j4ué es un antiséptlco?

2, 3En qud forma afecta el pH la actlvidad de los desinfec-
tantes?

3., Investigue sobre los agentes que modiflcan los grupos
funclonales de las proteinas (Z1lnsser, 1972, pp.209-
212),
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PRACTICA ¥XIX

S INERGISHO

Bl sinergismo es una relaclién entre dos organlsmos por

medic de la cual los dos en conjunto tlenen un efecto mayor

‘que el efecto que pudlera tencr cada uno independiehtemente,

o blen, en el casoc de clertas bacterlas, dar como resultado

de su metabolismo un productoe que ninguno de los dos podria

producir solo,

. . s i M
kn este ejerciclo veremos ccomo por la accién

conjunta de dos bacterias se produce gas a partlr de un

carbohidrato.

Objetivo de la Préictica

Practicar un nétodce per el cual se pone de maniflesto

la acclén conjunta de dos bacterias,

Materlales para la Practica

1, Cultivos de Staphylococcus aursus y kBscherichia coll,
Tres tubos de 16 X 150 mm. con 15 ml. de caldo de

sacarosa al 0,55,

2.

3

Ie
5.

Los tubos deben contener campands de Durham inver-

tidas,

Asas bacterloldgicas.

Mechercs.,

Procedimiento para la Prlctica

Mergue los tubos con caldo de Sacarosa 8l 0,5%

la fecha y los nimeros 1, 2 y 3.

1 con Staphylococcud aureus,

2 con igcherichia coll,

3 con los dos microorganismos,
durante L8 horas a 372C.

Observe sus resultados. La aparicidén de gas en la

campanille de Durham Ilndlca que la accidn de los

1.
¢conr 8u nombre,
2, blembre - el tubo
3. Slembre el tubo
L. Siembre el tubo
5. Ponga a incubar
60
dos produce gas de la Sacarosa,
Cuestlonario

l . ’ : . .
1. kn la naturaleza, ,en donde podemos encontrar sinergismo?



2.

JEn qué difiere el sinergismo del mutualismo?

s# Traducido de Brockman (1973) con permiso del autors
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PRACTICA XXX
TAS ALGAS

Las algas represeuntan una coleccidn convenlente y artl-
filcial de gsiete filos difersntes, clasiflcados en base a sus
pigmentos, reproduccidn y forma de almacenamiento de alimen-
tos., Solamente las algas azul verdosas pueden ser definidas
como organlsmos procariotidos(3chlzophyta) los cuales contile
nen clorofila a y ficobilinas como pigmentos, BSu estructura
protoplasmidtica las dlstingue de otras algas; no poseen un
nucleo definido ni ciertos orgunelos como mitocondrias, Su
pared celular es muy pareclida a la de las bacterlas, hay pre-
sencia de mureina y ausencia de esteroles. Sin embargo, se
colocan en una subdivisidén de las algas: Cyanophyta,

Las algas tienen importancla ecoldgica como productores
vy agentes fl jadores de nitrbieno, principalmente en los eco-
sistemas acudticos, Alpunas alpas son lmportantes en la
economia ya que clertus especies de la DLivisién Phaeophyta
son usadas como fertilizantes (Cronguist, 1971). Las algas
rojas son fuentes de agar y de caragenina, esta Gltima usada
como &agente emulsificante y establlizantes, por e jemplo, de
la leche (Cronguist, 1971).

Objetivo de la Préctica

Conocer alpwmios representativos de tres diferentes

filos de algas: las algas azul verdosas, las algas verdes y

las euglenoildes,

Materiales para la Prictica

1. Cultivos o muestras de Euglena 8p., Spilrogyra sp.,

Aanabasna 8p., Hicrocistys sp, vy algunas diatomeas,

2, Portaobjetos y cubreobjutos,
3. Pipetas de Pasteur,

Lo IlMlcroscoplos,

Procedimientompara la Priectica

1. Cologue una gota de su muestra sobre el portaobjetos
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y chbrala con el cubreobjetos,.

2. Observe al mleroscoplo. In esta prédctica solamente
use objetivo seco débil o objetivo seco fuerte, NO
USE OBJLITIVO DE IWHILRSION.

3. Las sigulentes observaciones servirdn para su estu-
dlo:
8, Anabens sp. y Hicroclstys sp, son algas azul

verdosas, Son muy peyueiias, pero su caracte-
ristlica para reconocerlas es que son pequefius
células envueltas en una masf gelatinosa,

be KLuglena sp. es una alga que no siempre se clasl

fica entre las plantas puesto que tlene algunas
caracteristicas de protozoario., Obseve el mo=-
s s m_ s M .
vimlento y el "ojo rojo,.
¢, Las diatomeas son muy pedueiias , algunas son
alargadas y presentan lineas transversales,

d. Spirogyre s8p. es un alga filamentosa y en sus

muestras se pueden observar algunos estados de
su reproduccldn,.

. Haga un dibujo de sus observaclones,

Cuestionario

1., Investigue sobre la esiructura de las dlatomeas,
2. ;Cbmo explicaria el wmovimlento de las dlatomeas?
3. Algunas personas colocan & las algas en sl Helno Vegetal,

Investlgue y discuta su opinibn al respecto,
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PRACTICA XXXT
COLLECCION E IDMMTIFICACION DE ALGAS DE
DO5 TIABITATS ACUATICOS

Un estudio de la blologla de los lagos y de los estan-
ques debe indudablemente empezar con el fltoplancton ya dque
este grupo de organismos constituye la gran parte del nivel
productor fotosintético, Ll resto de la comunidad bioldgi-
ca, por lo tanto, depende evn gran parte de las plantas del
plancton,

E1l fitoplacton se determine por los factores flsicos y
quimicos del medio y consiste normalmente en un grupo hete-
rogéheo de organismos. Sin embargo, los cambios fisicos y
quimicos que suceden, por e jemplo en lag diferentes estaclo~
nes, son significativos no solo para el fitoplancton, sino
pare los consumidores dependlentes de ellos (Hutchinson,
1967)

1l fitoplacton fotosintético consiste en organlsmos de
un variado grado de autotrofia, aunque la mayor parte son
fototréficos. In general, podemos declr que las alyés pue-
den crecer en presencia de luz y fuentes de C, N, P, 5,K,
Mg, Si, ca, Fe, Mn, Zn, Cu, B, ilo, Co y V. Las tres vlitami-
nas, Cilanocobalamina (812), tiamina y bilotlina tamblén son
necesarias para algunas algas, siempre que las concentracio
nes de estas secan adecuadas y ciertas condiciones fislcas
sean satisfechas, La concentracidén de bidxido de carbono
en el agua es importante (Hutchinson, 1967).

Los nutrientes limitantes parsa el crecimiento de las
algas eparentemente son el Nitrégeno y el Foésforo, para las
diatomeas, la concentracién de Silice, Hay taabién especies
adapatadas a aguas dcidas, deficientes en Calcio, y también
e aguay alcalinas ricag en (alecio (Hutchinson, 1967). Al-
gunas especles inhiben el crecimiento de otras, por ejenplo,

Microcistys inhibe el crecimivnto de otras alpgas y éste es
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suceptible a una sustancla produclda por Lkuglena (Fogg,

1975).

Ob jetlvo de la Prfictica

Practicar una técnica para el cultivo de algas y fami-

liarizar al estudiante con los diferentes tipos de algas

que se encuentran en aguas dulces,

Materiales para la Pricilca

1.

2,

3
Lo
5.

Dos muestras de agus de diferentes habltats. Por
e jemplo, un estanque Oligotrdfico y un estanque
Lutréfico. También puede secr un lago Oligotréfico
(Atitlén) o bien un lago Lubtréflico (Amatlitlén).
Tubos de 16 X 150 mm. con wedlo de cultivo para
algas (vea Apéndice D},

Pipetas de Pasteur.

Portaobhjetos y cubreobjetos,

Microscopio.

Procedimiento para la Préctica

1.

2,

7.

Rotule sus tubos con su nombre, la fecha y el nom-
bhre de 1la muestra que va a colocar en cadf Uno.
Cologue de 3 a 5 ml, de su muestra en el tubo con
medio de cultivo.

Ponga a incubar los tubos en un lugar del laborato=-
rio que tenga luz la mayor parte del dia o bien
bajo luz artificiﬁl constante. Iisto toma méds o me-
nos 1 seméni,

Coloque und& gota del cultivo en ¢l portaob jetos y
cdbrala con el cubreob jetos,

Observe al microscoplo con objetivo seco débil y

el objetivo seco fuerte,

Haga dibujos de los diferentes tipos de algas que
haya encountrado. Prescott (1954) y Smith (1950)

lo pueden ayudar en la ldentificacibébn de las algas,

Repita los pasos L, 5 vy 6 con la segunda muestra,

Cuestionarlio

1. A qué atribuye usted la presencia de una gran cantldsd



de diatomeas en una muestra?

Jué tipos de algas necesitan vitamina B12 pare su cre-
cimiento?

Defina los téruinos 0lligotréfico y butrdfico,
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PRACTICA XXXII

LOS HONGOS

Los hongos son organisrnos nucleados, sin clorofila, ro
deados de una pared celular definida compuesta de quitina y
celulosa, Sus estructuras somdticas son usualmente fllamen
tosas y multicelulares las cuales crecen por clongacldn a-
pical. Todas las partes del organlsmo son potencialmente
capaces de crecimlento ya gue un pequefio fragmento de cual-
quier parte del hongo es capéz de crear un nuevo lndividuo
(alexopoulos, 1962).

Los hongos pueden vivir cowo pardsitos, infectando or-
ganismos o vivir de materia orgénica muerta en forma sapro-
f{tica. Los hongos sapréfitos son lmportantes como descom-
ponedores, por e jemplo los hongos que intervienen en el cl-
clo del Carbono. Otros hongos son perjudiclales pues atacan
a8l hombre, & animales, estropean madera, etcétera,

La clasiflicacidén de los hongos se hace en base a sus
egtructuras reproductoras y se dlviden en cuatro clases:

Ascomicetos: se reproducen por #SCAS,

Basidlomicetos: se reproducen por basldlos,

Flcomicetos: generdaluente con Zooesporas.

Deuteromlcetos: no se conoce un clclo sexual,

Los hongos 1lmperfectos o Deuteromlcetos se llaman asi

pues se desconocen sus estructuras reproductoras., Cuando
ge llega a conocer el ciclo sexual de un hongo lmperfecto,
se les colocad en su clase correspondiente, Los hongos imper-
foctos son los que mls atacan al hombre.

Los liquenes son una asociacidén de un alga y un hongo,

generalmente un hongo de la clasc de los aAscomlcetos. En

esta prdctica nos interesan ya gue son fdclles de obtener y

las ascas del hongo es evidente a simple vista,

Ob jetlvo de Jla Prédctica

Observar algunos hongos representativos de las dlferen-

tes clases, asi como algunas de sus estructuras reproductoras,
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Materlales para la Prhcticu

1.

Hongos representativos de las diferentes clases:
a, Hongo negro del pan,
b. Une sets,

¢, Cultivo de Penliclllum sp.

d. Cultlvo de Saccaromyces cerevisea,

e, Un liquen con estructuras del honpgo que sean

vialbles,

f'v FPlnzas.

g. Portaobjetos y cubreobjetos,
h. Agua destlilada en goteros,
1. Microscoplo,

Jo Lstereoscoplo.

k. Aceite de inmersldn,

Procedimlento para la Prictica

1.

Tome cuidadosamente con las plnzas une parte del

hongo negro del pan. Colbquela sobre una gota de
apua en un pertaobjetos, Cubra con el cubreob jetos

¥y observe al milcroscopio.

Haga un dibujo de su observacidn.y explique lo que
vea,

Replta los pasos 1L y 2 cou el cultivo de Peniclillum

sp. y de sSaccuromycos cerevisedc,

Tome su muestra del liquen y obscrve con el esterebs
coplo. Tome nota de sus observacliones,

31 es posible, hapa un corte transversal de las es-
tructuras en forma de copd (ue puede observar en sl
liquen. Use una hoja de afeltar nueva,

Coloque su corte sobre una gota de agus en un porta
objetos, cubra con un cubreobjetos y obascrve al mi-~
croscoplo. 4Anote sus resultados y explique lo gue
vea,

Tome una seta, hagé un corte transversal del caygue-
te a manera de cortar varlags laminillas,

Cologque 8u corte sobre un portaob jetos con una gota



de agua, cubra con un cubreocobjetos y observe al ml

croscopio. Anote sus resultados y expligue lo que

vea,
Cuestlonario
1. ;bEn que lugares encontramos hongos?
2, Menclone algunos hongos patdgenos al hombre,
3. gln qué clase s8¢ colocan las levaduras?
L. Defina los siguientes Gtérminos: micelio, hifa, cénociti

co, septa y conidlo,
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PRACTICA XXXTIII
TECNICA DE CULTIVO PARA IDLNTIFICACION DE HONGOS

Para la identificacldn de alpunos hongos es indispen-
sable cultivarlos artificilalmente, Su descripeldn se hace
por medio de los aspectos de las colonlas, su morfologia
microscédpica y, fundamentalmente, por medio de sus estructu
ras asexudles como sus conidios,

‘Los medlos de cultivo proveen a los hongos de sus all-
mentos necesarios para crecer, El medio de Saubouraud, én
el cual se desarrollan la mayoria de los hongos es muy usa-

do en Micologla,

Ob jetivo de la Préctica

Practlcar una téenica llamada de cultivo en ldmina la

cual hace poslble el crecimiento de los hongos en el porta-
objetos ¥ por lo tanto hace posible hacer una preparaclén

de sus estructuras sin dafiarlas,

Materiales para la Prlctica

1. TUna cuja de Petri con los siguientes materiales
dentro: un tubo o barra de vidrio de 0.5 cms, de
didmetro y 10 cms., de largo, doblado en V, un por-
taob jetos y un cubreobjetos,

2, Asag bacterioldgicas,

3. Pinzas,.

L. Bisturi.

5, Agar de Saubouraud en placas (vea Apéndice A),

6, Lsmalie de uilas,

7. Lactofenol Azul de Algoddn (vea Apéndlce F),

8, Cultivo de Penicillwa sp.

9., Mecheros,
10, Microscoplo,

11, Acelte de inmersildn.

Procedimiento para la Prictlca

l. Por medio de una plnza previamente flameada, colo=

110
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que el portaobjetos sobre el tubo de vlidrio en V
dentro de 1la caja de Petri (Flg. No. 12).

2. Corte con el bisturl previamente flameado un cua-
drito de agar de aproximadamente 1 cm2. y coloéque=
lo sobre la l4mina portacbjetos que colocd en posi
cibn en el paso 1.

3. Lmpleando ¢l asa previamente flameada, slembre ca-
da uno de los luados del cuadrito de agar con el
hongo del cultivo,.

1o Con la pinua previamente flameada, cologue el cu-
breobjetos sobre el cuadrito de ayar procurando
que quede al centro (Flg. No. 13 &),

5. FPonga 5 nl. de agua destilada estéril en la caja
de Petri. Lsto mantendréd 1a humedad.,

6, Ponga a Incubur a temperatura amblente durante
6 5 dfas,

7. Después del periodo de incubacibn, leveante la lami-
nilla culdadosamente con una pinza y descarte el
trozo de apar., Partes de la colonia guedarén adhe-
ridas al cubreobjetos,

8., Coloyue una pota de Lactofenol Azul de Algodén so-
bre un portaobjetos limpio (Fig. Mo. 13 b).

9, Coloaue la laminilla con €l cultlvo adherido sobre
la gota del colorante en el portaobjetos (Fig. No.
13 c).

10. Asepurese que la parte con el cultive adherido quew
de del lado del portaobjetos.

11. También puede uitar el cuadrito de agar del portsa
objetos con el cultivo y hacer una preparacibn de
esta parte,

12, Selle con esmalte de uilas,

13. Observe al microscopio y &note sus observacliones,

Cuestionario

1. ;hué utilidad tiene usar colorante en esata préctica?

2. iPor qué incubamos a temperatura ambiente?



112

-

-~

o

-

-

1ajed ap ofod
Dj ap oijuep sojafqonjiod je L olIpIA 8p ogny [ 4D

2L oN vENSId

-
20j00 8p DWog



| FIGURA NP 13

FORMA DE COLOCAR LAS PIEZAS PARA CULTIVO
EN LAMINA

Cubreobjetos
_trozo de agar

¢ Portaobjetos

FIGURA N° 13-A

Colorante

Colorante

—Colorante

FIGURA NO 13-C

porcion de cultivo
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FIGURA N© 14

Forma de sembrar el hongo y las
bacterias para la prueba de acti-
vidad antimicrobiana de

P Chrysogenum

estrias

bacterias
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Staphylococcus 8p. (coco Gram positivo), y el cul-
tivo de 1la microflora oral mixta.(Fig. No. 1h4).

5. Ponga a incubar las placas durante dos dfas a 379°C,

6. Despubds del perlodo de incubacidn, obsurve sus reo-
sultudos, Anote la cantidad de inhiblcldn en mill-
metros para cada orgunismo en cada medlo,

7. Hotule sus tubos con Caldo Hutritivo cor su nombre,
la fecha y el nombre del microorpanismo que va a
sembruar,

8., Haga subcultlivos de 1las zonas de inhibicldén en ca-
da tubo,

9, Ponga a incubar durante dos dias a 372C,

10. Determine si la accién del antibidtico era bacterl-
cida o bacteridstutico,

Cuestionario

1

2,

Discuta el papel de produccidén de antibidticos en pobla-
ciones microbianas mixtas naturales,

sQué influencia tiene el tipo de medio sobre la acclédn
del antibldtico?

#Traducido de Brockman 197, con permliso del autor,
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PRACTICA XXXV
LOS PROTOZOARIOS

Los Protozoarios son organismos acelulares comple jos
del reino Protista. Generalmente son mleroscdplcos y muese
tran similitud, en la meayoria de los casos, & la estructura
de una célula generalizada, aunqgue tamblén tlenen muchas
caracteristicas morfoldgicas y fisloldgicas colectivas e
individuales que generalmente no se encuentran en los Meta-
zoos y Metafitos.

Los Protozoarlos se encuentran en todas las condlclones
naturales en donde hay humedad, por ejemplo, estandque de
agua dulce, lodo y tlerra himeda, También se encuentran co-
mo parfsitos en otros Protozoarios, en anlmales y plantas.

Una clasificacidén en subfila se hace en base & esiruc-

turas de locomocidn:

Subfllum E jemplo Caracteristica
Clllophora Paramecium bursaria  Con cilios o ten
t&culos adheren-
tes,
Mastigophora Trypanosoma lewisl Con uno o més

flagelos, con ©

sin pseuddpodos,

Sarcodlna Amoebe proteus Con pseuddbpodos,
normalmiente sin
flagelos,

Sporozosd Plasmodium falclparum S1n organslos de

locomocibén, geneg
ralmente produ-
cen esporas, Lo-
dos son pardsi-

oS,

Objetlvo de la Préctilca
Conocer algunos representantes de los diferentes sub-
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filos de Protozoarios,

Materiales para la Prdctica

1., Cultivos de kntamoeba proteus y Paramecium Sp.

2. Un frote de sangre con Plasmodium mals riae.

3, Un frote de sangre con Trypanosoms lewisi (de san-

gre de rata),
. Portaobjetos y cubreobjelos.
. Soluecidén de Noland (vea apéndice G).
. Methocel (vea apéndice G).

o Plpetas de Pasteur.

Co -1 O~ VL&

» Mieroscoplo.

Procedimiento para la Prédctica

1. Hotule sus laminas con su nombre, la fecha y el
nombre del microorganismo gue va & observar,

2. De cada uno de sus cultivos hags una preparacldn de
la sigulente forma:

a, Cologue ung pgota del cultivo sobre un portaobje
tos,

b. Cologue una gota de solucidn de Noland sobre la
gota del cultivo,

¢. Cubra con un cubreobjetos y observe al micros-
coplo.

3, De cada uno de los cultivos hagéd uni preparacién
con Methocel. Il Methocel hace mids lento el movl-
mlento y se puede observar me jor.

jo« Observe los Trotes de sungre al mleroscoplo.

5. Haga un dilbujo de sus observaclones,

Cuestionarlo

1, ;Coémo difiere el movimlento de L. proteus con el de Pa=-

rameclium?
2, iCémo difiere el movimiento de Paramecium con el de Eu-

glena?
3, Hags una comparaclén entre los flagelos de los Protozo@-

rios y los flagelos de las bacterias,

i, Haga una comparacidn entre el grado de especializaclédn
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de Paramecium y Euglena,




121

PRACTICA XXXVI
LOS PROTOZOARIOS Y LOS INSECTOS XILOFAGOS

Los insectos x116fagos son Insectos comedores de madera,
entre ellos se encuentran las termitas y las cucarachas del

género Cryptocercus. listos insectos comedores de madersd no

son capaces de digerir la celulosa sin la ayuda de los Pro-
tozoarios o bacteriss gue habitan su tracto intestinal, Los
Protozoarlios & su vez no son capaces de vivir fuera del cuer
po de estos insectos lo yue hace esta asoclacidn una pertfec-
ta simbilosls mutualista (Jahn, 1949).

Los protozoarlos simbidénticos en insecitos pertenecen a

tres d6rdenecs de flagelados: Protomastigida, Polymustiglda,

v Hypermastigida. Estos flagelados son holozoidocos & in-

gleren la madera que el insecto ha masticado en pequefios
fragmentos, L& madera es digerida por el flagelado, parte
del material es usado por el insecto y parte por el flagela-
do (Jahn, 1949).

Ob jetivo de la Préctica

Conocer algunos de los Insectos xiléfagos y los Proto-

zoarlios que habltan su tracto intestinal.

Materinles para la Prictilca

1. Termitas. Cucarachas del género Cryptocercus,

2. ¢Cajas de Petrl limpias.

. Soluciémn salina al 5%.

. Solucidén de holand (vea Apéndice G).
. Portaobjetos y cubreobjetos.

» Istuche de dlseccidn.

-~ oW

. Microsconlo.

Procedimiento para la Prictica

1. Coloque una gota de solucidén salina al 5% sobre un
portaob jetos.
2., Coloque una termlta cerca de la gota de agua soste-~

nléndola con las pinzas.
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3, Con un blstur!l qulite 1la cabeza de la termita,

I« Presione suavemente sobre el cuerpo de 1la termita
de modo que salga el contenido intestinal,

5, Coloque un cubreobjetos sobre su preparaclén,

6., Observe al microscoplo.

7. 81 hay Protozoarios es muy fédcll verlos al micros-

copio. 4 veces ¢s una ayuda usar Azul de Metlleno
8 una concentracidén de 0.017.

8. Replte los mismos pasos con las con 1as cucarachas,

Cuestionario

1. 4 qué orden de Insectos pertenecen las termitas?
2, jqub slgnifica holozoico?
3, bncontré Protozoarlos en todas las muestras de termltas?

4. Las termitas del género Termitidae no poseen Protozoarios.

,Cémo plensa usted que digleren la madera?

5, ;Cufl seria el habltat natural de los insectos x116fagos?
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PRACTICA XXXVII
CURVA DB CRECIMIENTO LY UN MEDIO LIQUIDO

Las bacterias no tlenen un ciclo de vida tipico e lnva-
riable, sino que su crecimlento depende del medio en que se
cultiven. K1 crecimiento bacterlano abarca dos problemas:
el crecimiento del individuo y el creclmiento de la pobla-
cibn., Por razones obvias, las bacterias se¢ estudian como
poblacidén v no como individuos,

In el desarrollo de un cultivo bacteriano hay un aumen=
to en la masa celular y en el nimero de organismos, pero no
existe una relaeidn constante entre los dos pardmetros. In
estudios cuantitutivos es necesario distinguir entre concen-
tracién celular, o namero de células por unidad de volumen,
v la densidad bacteriana, definido como protoplasma total
por unidad de volumen. La densidad bacteriana es importante
en estudios biloguimicos y fisioléglcos; la concentraclén bag
teriana es importante en genétlca e infecclones (4insser,
1972).

Los métodos generalmente usados para determinar el ni=
mero de bacterias son: el conteo directo total y el método
indirccto de conteo de bacterias viables. También se usa
el método de medicldn de turbidez del medlo medlante un
espectrofotédmetro o colorinetro,

La curva de crecimiento generalmente presenta cuatro
fases: una fase lenta (lag), una fase exponenclal, una fase

estaclonaria y una fase de declinacién (Fig. No. 37-1).

Ob jetivo de la Préctica

Practicar un método para determinar el crecimiento bac

teriano: conteo de bacterias viables,

Materiales para la Prédctlca
1. Cultivo de 24 horas de Escherichia coll en Caldo
Nutritivo.
2, Un tubo de 13 X 100 mm. con 10 ml. de Caldo Nutri=-




125

tivo.

19 tubos de 13 X 100 mm. con 9,9 ml. de agua desti-
lada estéril,

19 cajas de Petrl con Agar Nutritivo.

Un asa calibrada de 0.1 ml,

Mecheros.

Marcador.

Procedimiento para la Prictica

1.

2,

9o

Rotule sus tubos y sus cajas con su nombre, la fecha,
el nombre del medlo y 1a dilucidn.

Del cultivo de 2l horas de E. coli tome 0.1 ml. ¥
sidmbrelo en el tubo con Caldo liutritivo.

Del mismo tubo de cultivo de 2l horas tome una por-
elén de 0,1 ml, vy siembre en estrias en una caja
de agar Nutritivo. anote la hora en que sembréd en
el tubo y en la caja,

Ponga a incubar el tubo y la caja durante 2l horas
a 372C,

& los velnte minutos de su primera slembra, tome
con el asa calibrada una poreibén de 0.1 ml. del
tubo recién sembrado y coldquela en un tubo con 9.9
ml. de agua destilada estéril., Aagite suavemente
para mezclar,

De esta dllucién 1:100, tome con el asa calibrada
ung porclén de 0.1 ml. y slembre en una caja con
agar Nutritivo. Rotule con la hora en que sembréb.
Ponge a incubar la caja sembrada durante 2l horas

a 37%C.

Repita los pasos 5, 6 y 7 cada velnte minutos duran
te 6 u 8 horas, poniendo a incubar las cajas debl-
damente rotuladas.

Despubs del periodo de Incubacidén, cuente el nimero

de colonias en cada caja y anote sus resultados.

10. Haga su curva de crecimiento colocando en la ordena

da el nfmero logaritmlco de bacterias y en la alsci-
sa el tiempo transcurrido.
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eataclicnaria

Ntmero logarf{tmico

exponencial de declinacibn

lag

Tiempo transcurrido

Fig. No, 37 = 1. Curva de crecimiento,

Cuestionario

1. j;Por qué llamamos a este método conteo de nlmero de bac-
terias viables?

2, Ixplloue el resultado de su curva,

3. ;Qué diferencia hay entre el nbmero de bacterias y su
mesa total?

e sdud ventajas tlene una curva semllogaritmica?
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PRACTICA XXXVIII
BACTERIOLOGIA DE LOS ALIMENTOS <

Ei hecho de que las bacterias se encuentren en casi
todas partes presenta el problema de que éstas puedan meta-
bolizar cualquler tipo de alimento con que se encuentren,

EL metabolismo bacteriano puede camblar la apariencia, la
textura, el sabor, el olor y el color de los alimentos.

Este ejerciclo serviréd para ilustrar el complemento
bacteriano normal en o dentro de log alimentos. Los alimen=-
tos empleados en este e jercicio pueden ser allimentos corrien
tes que normalmente hubieran sido consumidos.

La téenica de dilucidn serial serd empleada por primera
vez en este ejerciclo, Conslste en una serie de diluclones
en diez. Bl uso de esta téenica tlene varias ventajas, una
de ellas es reducir el nlmero de bacterias viables a un na-
mero que se pueda contar y otra es separar fisicamente los
miembros de un cultivo mezclado a fin de poder aislar unocs

de otros,

Objetivo de la Préctica
Introducir al estudiante con la bacterlologia de los

alimentos y el uso de la téenica de dilucidn en ssrie.

Materiales para la Prictica

1. Una suspensldén de alimentos (1 gramo de sustancia
en 99 ml. de agua destilada estéril). Cada estu-
diante puede usar un allmento diferente,

2, Custro tubos de ensayo de 13 X 100 mm., con 9 ml, de
agua destilada,

3. Cinco plpetas estériles de 1 ml.

Lo Seis cajas de Petrl estériles,

5. Sels tubos de 13 X 100 mm. con 10 ml. de Agar Nutri

tivoo.

Procedimiento para la Préctica
1. Tome los cuatro tubos de ensayo con agua destilada
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10.

11.
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estérll vy las seis cajus de Petrl estérlles.

Rotule los tubos con su nombre, la fecha y el fac-
tor de dilucién: M (1:1,000)}, 10M (1:10,000), CM
(1:100,000), y Mi (1:1,000,000),

Rotule las cajas de Petrl con su nombre, la fecha,
v, en duplicado, con los tres Gltimos factores de
dllucidun,

Pome sus cinco pipetas estériles ¥y transflera 1 ml,
de 1la dilucién 1:100 de la suspenslén de alimentos
on el tubo marcuado M (Fig. No. 15). Descerte la
pipeta y mezcle el contenido del tubo.

Con un& nueve pipeta estérll transfiera 1 ml. del
tubo M al tubo marcado con 1M (Fig. No. 15).
Descarte la pipeta y mezcle el contenido del tubo.
Con une nueve pipeta estéril transfiera 1 ml. del
tubo 10M al tubo marcado CM (Fig. No, 15). NO
descarte la plpeta, Guardela para transferir 1 ml.
de la suspensién del tubo 10 a cada una de las ca-
jas de Petri mercadas con 1OM. Descarte la plpeta
v mezcle el contenido del tubo.

Con la cuarte pipeta estéril transflera 1 ml. del
tubo CM al tubo marcado M1 (Fig. No. 15). NO des-
carte 1la plpeta, Guardela para transferir 1 ml. del
tubo CM & cada una de las cajas de Petrl marcadas
con CM. Descarte la pipeta y mezcle el contenido
del tubo.

Use 1la Gltlma pilpeta estéril para transferlr 1 nml.
del tubo marcado con Mi a cada una de las cajas de
Petri mapcadas con M1, Descarte la plpeta,

Hasta aqui tendrd tres pares de cajas de Petrl
marcedas con 1OHM, CM, vy M1, con un millilltro de su
respectiva dllucién o suspensién.

Cologue los seis tubos de Agar Nutritlvo en bafio de
Maria a 45°2C para fundlr el agar.

Vlerta el contenido de los tubos de Agar Nutritlvo

fundildo en 1las seis cajas de Petrl, Culde que no
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esté muy callente,

12, Mezcle el apar con la suspenslidn de agua, en las
ca jas, ddndole vueltas en la mesa en una y otra di-
recciébn., Deje que el agar solidifique, invierta
las cajas y ponga a incubar durante 2, a I8 horas
a 37eC,

13, Después del periodo de Iincubaclén examine las pla-
cas contando lus colonias y haga sus cflculos segin
la dilucién & fin de saber el ntmero de bacterias

en gramos de los alimentos en cuestidn,

Cuestionario

1. Haga una comparaclén de los resultados obtenidos en los
diferentes tipos de allmentos,

2. ;Qué ventaja tiene el método de dilucldén en evste e jerclclo?

3, dué ventajas tiene el método de dilucidén sobre el con-

teo directo de bacterias?

# Traducldo de Brockman, 1973, con permiso del autor,
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PRACTICA XXXIX
BACTERIOLOGIA DE LA LECHE ¥

Il examen bacterloldglco de la leche es un procedimien-
to importante y necesario que se requiere para deblda eva-
luacién de la calldad de la leche, Ll grado de calldad de
la leche depende del conteo bhacterioldgylco de la misma., Las
técenicas empleadas en el laboratorio de productos ldcteos
para la estimacldn del nimero de bacterlas son directas e
indirectas,

En este ejerclclo se usarin tres métodos para evaluar
dos muestras de leche, una de conocida calldad y una de ca=-
lidad desconocida. Los tres métodos son: 1. E1 conteo en
placa (un método viable directo). 2. Bl conteo microscébpico
directo ( un método directo total), 3. Un método de reduc-

cldén de colorantes ( un método viable indirecto).

Objetivo de la Préctica
Conocer y practlcar algunos métodos de evaluacién de la
leche,

Materiales para la Préctica

1. Dos muestras de leche: una de marca conocida y una
leche no Pasteurizada,

2, Cuatro pipetas de 1 ml., estériles,

3. Sels cajas de Petri estériles.

Il Seils tubos de 16 X 125 mm, con 12 6 15 ml. de Agar
Nutritivo,

5, Dos tubos de 16 X 125 mm, con 1 ml, de reazurina
(vea apéndice G).

6. DBafio de Marfa a 37°2C,

7. Una micropipeta de 0,01 ml. o un asa callbrada de
0,01 ml.

8, Portaobjetos y cubreob jetos,

9. Xileno en goteros,

10, Azul de Hetileno de Loeffler (vea apéndice F)
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1l. Mlerdémetro.

Procedimlento para la Prictica

REDUCCION DEL COLORANTL

1. Rotule sus tubos que contienen reazurina con su
nombre, la fecha y el tipo de muestra que va a po-
ner en ellos,

2., Cologue 10 ml, de leche de marcad . conoclda en un
tubo y 10 ml, de leche no Pasteurlzada en el otro
tubo,.

3, Cologue los tubos en el baio de Maria a 372C. Cuan
do 1a temperatura del tubo alcance 372C mezcle la
leche y el colorante invirtiendo el tubo tres ve-
ces y vuelva a colocar en el bano de Maria,

o Después de 1 hora & 372C evalfie el grado de la le-

che de acuerdo con la tabla sigulente:

Grado 1 Color morado original
Grado 2 Color lavandsa

Grado 3 Rosado

Grado Blarnco

EXAMEN MICROSCOPICO DIRRCTO
1. Determlnacidédn del factor microscédpico.

a, Mida el didmetro del campo de Inmersidén con un
micrémetro y convierta de micrones a milimetros,

b. Calcule el 4drea del campo: hArea = 3,1416 r2.

¢c. Divida el 4drea del campo en mmg por 100 para
convertirla en cm2.

d, Calcule el nameroc de campos de inmersién en
1 cm? dividiendo 1 entre el nimero obtenldo en
el pasoc c.

e. Ya que solo se usan 0,0l ml. de leche en el
examen mlcroscépico directo, multiplique el
ntmero de campos de inmersién (paso d) vor 100
para determinar el factor microscbdpico (FM) de

su mieroscoplo.
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Il conteo directo de bacterias, reportado como
bacterias por mililitro, se calcula multipli-
cando el promedio del ntmero de bacterlas por
campo por el factor mleroscdpico (FM).

Un e jemplo de determinacidén de FIM usando un
difdmetro de campo de 140 (radio 70):

1) A= (0.0049 mm?) (3.1416) = 0,054 ma

5 ,
2) 0.015] mm = 0,00015l 4rea en cma
100
3) 1 = 6,494 campos en 1 en’
0, 00015l
4)  (6,49)) (100) = 649,000 = FM

2. Preparacién del frotis

a,

b.

Flamee un lado de un portaobjetos para quitar
trazas de grasa,
Coloque el portaobjetos con el lado flameado

hacia arriba, sobre el cuadro ¢ue aparece aba-

Jjo

Fig. No. 39 - 1. Patrdn para dibujar un
centimetro cuadrado,

Marque un 4rea de 1 cm2 con un marcador,.

Rotule su ldmina con su nombre, la fecha.y el
tipo de leche que va & usar en el frotis,
Agite el frasco de la muestra de leche a fin de
dispersar las bacterlas y tome una alicuota de
0,01 ml. con la microplpecta o el asa calibrada,
Coloque la allcuota de 0,01 ml. sobre el cm2

v de je secar al aire. TI'lamee para f1jar,
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g. Coloque unas gotas de xileno sobre el frotis y
dé jelo actuar durante 1 mlnuto, esto gulta la
grase que pucda haber en la leche,

h, Quite el xileno del frotis lavando con etanol
al 95%.

1. wuite el etanol del frotls lavando con &gua
destilada,

j. Coloree el frotis con Azul de Metileno durante
15 segundos.

k., Lave el colorante con agua destilada,

1. Deje secar al aire y luego examine al micros-
copio con objetive de lmmersilédn. _

m. Determine el promedlio de bacterias por campo
contando 25 campos. Use el FM y calcule el
nimero de bacterias por mililitro de leche,

n. Replta estos mismos pasos con la otra muestra
de leche,

CONTEO EN PIACA STaNDaR

1. Para esta parte necesltard 6 tubos de 13 X 100 mm,
con 9 ml., de agua destilada estéril cada uno,

2. Rotule sus tubos con su nombre, la fecha y el fac-
tor de dilucidn que va & usar, ‘

3, Rotule sus placas de Petrl con su nombre, la fecha,
el tipo de muestra y el factor de diluciémn.

o Con la muestra de leche de calidad desconoclda pre-
pare placas de Agar Nutritive en duplicado conte«
niendo diluclones de 1:1,000, 1:10,000 y 1:1,000,
000,

5. Con la muestra de leche de calidad conocida o rag-
teurizada prepare placas de Agar Nutritivo en dupll
cado contonlendo diluclones de 1:10, 1:100 y 1:
1,000,

6, Invierta y ponga a incubar durante 148 horas a 37°C,

7. Después del periodo de incubaclén escoja las cajas

que contengan de 30 a 300 colonlas y determine el
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ntmero de bacterias viables por mililitro de leche,

Cuestionario

1. Describa la secuencla de reacclones que 86 llevan a cabo
en 1a reduccidn parclal o total de la reazuring.
2, jdué grado de leche es la leche que usted tomd como le=

che Pasteurizada?

3. S1 usa esta prflctica como proyecto, evallle varios tipos
de leches. '

# Typaducido de Brockman, 1973, con permiso del autor.
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PRACTICA XL
FXAMEN BACTHRIOLOGICO DEL AGUA #

El agua es un elemento esencilal en la vida del hombre,
de los animales y de las plantas, Ln el ser humano el &agua
representa de 115 a 6055 del peso del cuerpo por lo que es oOb=
vio que es un constltuyente intra- y extracelular de mucha
importancia. Como solvente universal es Importiante en el
netabollsmo de los seres vIivos,

Ya que el apgua es importante, es necesario conocer los
organismos que viven en eclla puesto que algunos de ellos la
hacen dafilna para el consumo humano. Kl examen bacteriold-
glco del agua conslste en tres pruebas consecutlivas: el exa-
men presuntlvo, el examen confirmatlvo y el examen completo.
L1l resultado de estas pruebas permiten al investigudor deter
minar sl el agua cs potable o sl estd contaminada por orga-
nismos coliformes.

Los organismos coliformes son bacterlas entéricas que
sirven como Iindice de contaminacidn fecal. Aungue los orga-
nismos coliformes no son generalmente patdgenos, estan aso-
cliados con bacterias que causan enfermedades como fiebre tiw

foldea, desinteria bacllar y cdlera.

Objetivo de la Préctica

Introducir al estudiante con algunas pruebas para eva-

luacibn de la potabllidad del aguas.

Materiales para 1la Préctica

1. Una muestra de agua contaminada.

2. Una muestra de apua potable.

3, Seis tubos de 16 X 150 mm. con caldo Lactosado con
Cpristal Violeta 2X (vea apéndice B), 5 ml. por tubo,
Los tubos deben contener tumblén campanas de Durham
Invertideas,

i« Trece tubos de 16 X 150 mm. con caldo Lactosado con
Cristal Violeta (vea apéndice B), 10 ml. por tubo.
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Los tubos deben contener tamblén campanas de.Durham
Invertidus.

5, Cinco cajas de Petrl con medlo de liosina Azul de
Metileno (BMB) (vea apéndiceD).

6. Un tubo de 13 X 100 mm. con 10 ml. de Agar Nutrltl-
VO,

7. Cuatro plpetas estériles, dos de 1 ml. y dos de 10
mle

8, Asas bacterlioldpicas.

9. Mecheros,

Procedimliento para la Prictica
PARTE I

La pruebda presuntiva nos da una estimacldédn del nlmero
més probable (NMP) de bacterias presentes en 100 ml. de agua.

1. Tome sus muestras de agua, 6 tubos de Caldo Lacto-
sado con Cristal Violeta 2 y 12 tubos con Caldo
Lactosado con Cristal Violeta.

2. Arregle los tubos en dos gradillas de modo que cada
gradilla contenga 3 tubos con Caldo Lactosado con
Cristal Vicleta 2X y & tubos con Caldo Lactosado,

3. DRotule los tubos de cada gradllla con su nombre,
la fecha, el nombre del medio gue contienen y la
cantidad de muestra que va a poner en cada uno. Los
tubos con CGaldo Lactosado con Cristal Viecleta X
tendrén 10 ml. de muestra; los tubos con Caldo Lac-
tosado con Cristal Violeta tendrfn: 3, 1l ml. y los
otros 3 0.1 ml. de muestra,

llo Tome los tubos de una gradllla y rot@lelos con el
nombre de 1a muestra que va a usar o blen rotule la
gradilla,

5. Usando una pipeta estéril de 10 ml. pase 10 ml. de
su muestra de aguad potable a cada uno de los tubos
con Caldo Lactosado con Crlstal Violeta 2 X, Des-
carte la pipeta y mezcle el contenildo de los tubos.

6., Usando una plpeta de 1 ml, pase 1 ml., de su muestra
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de agua potable & cada uno de los tubos con Caldo
Lactosado con Cristal Violeta rotulados con 1 ml.,
y 0.1 ml. a cada uno de los tubos rotulados con
0.1 ml,

7. Descarte la pipeta y mezcle el contenido de los
tubos,

8. Repita los pasos L, 5, 6 y 7 con su muestra de agua
contaminada,

9, Ponga a incubar durante 2L a 48 horas a 372C,

PARTE II

1., kxamine los 18 tubos de la prédctlca anterlor. 1La
presencisa de gus {(uns burbuja en la campana de Durm
ham) indice una prueba presuntlve posltiva para
presencla de colllformes.,

2. Determine gqué grupo de tubos tienen gas y el nlmero
de tubos en cada dilucldn,

3. Use la tabla de numeros m4s probables (NMP) al fl-
nal de esta pridctica parsa determinar el nfimero més
probable de bacterlas en 100 ml. de agua,

L. Anote sus resultados de cada mucstra,

5., Tome una caja de Petrl con medio de Eoslina Azul de
Metlleno (LMB) y rotule con su nombre, la fecha,
el tlpo de medlo y el nombre de 1la muestro.

6. Tome con el asa proviamente flameada una porcldn
de uno de¢ los tubos con Caldo Lactosado con Cristal
Violeta gue contenga gas, Slembre en el agar LHMB,

7. HRepilta los pasos 5y 6 con su otra muestra.

8. Ponga a incubar durante 2l a 11§ horas a 379C,

PARTE IIIL
Lectura de la prueba confirmativa y preparacidn de 1la
prueba completa. L& prueba completa es la Gltima y es de
utlllidad para reforzar las dos pruebas anterlores.
1. Examine sus placas de agar HIB sembradas en la préc
tlca anterior. Busque colonias nucleadas (con el

centro negro) con o sin brilillo metdlico verdoso,
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de color rosado © rojo, opacids o mucoides las cua-
les constituyen una pruebsa confirmativa positlva
para la prescncla de microorganismos collformes,
Las colonjus incoloras no se tomun en cuentd,

2. Tomefﬁn tubo de caldo Lactosado cdn Cristal Viole-
ta f‘campana de Durtiam invertlida y un tubo con
Agay Hutritivo.

3, Rotule sus tubes con su nombre, l& fecha y el nome
bre del medio,

. Pique una colonia,con el asa previamente flameads,
del apgar EMB y siembrela en el caldo. Pique la
mismsa colonia, flameundo el usa previamente, ¥
siembrela en el agar,

5, Ponga a incubar durante 2l horas & 37°C.
PARTE IV

1. Examine el Caldo Lactosado con Crlstal Violeta. Ia
presencia de gas se consldera positiva para presen
cia de organismos colliformes en esta parte de la
prueba,

2, llaga un frotis del cultlvo del tubo de agar y colo-
ree con la coloracidn de Gram,

3, lixamine el frotis con el objetivo de lnmersibn. 51
encuentra bacilos Gram nepativos no formadores de
esporas, esta parte de la prueba se considera pogi-~

tivae para la presencla de organismos colifornes,

Cuestionario

1. gPor qué se usa caldo Lactosado en vez de un caldo con.
otro tipo de azdcar?
2. Defina contaminacion.

3, i4ué propdsito tiene agresar Cristal Violete al caldo?

wPraducido de Brockuan, 1973, con permiso del autors
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TABLA NUMERO 140-1
TABLA DEL NUMURO MAS PROBABLE (NMP)

Esta tabla se usa para estimar el nlmero més probable
de bacterias en 100 ml. de agua usando tres diluclones en

tubo, de 10 ml., de 1 ml., y de 0.1 ml. por tubo.

No. de tubos positivos NMP por 100 ml,
en diluciones de

10 ml, 1 ml. 0.1 ml.

0 0 0

0 1 0 3

0 0 2 4

0 0 3 9

0 1 0 3

0 1 1 6.1
0 1 2 9,2
0 1 3 12

0 2 0 6,2
0 2 1 9,3
0 2 2 12

0 2 3 16

0 3 0 9o ly
0 3 1 13

0 3 2 16

0 3 3 19
1 0 0 3.6
1 0 1 7o2
1 0 2 11
1 0 3 15
1 1 0 7.3
1 1 1 11

1 1 2 15
1 1 3 19

1 2 0 11

1 2 1 15
1 2 2 20
1 2 3 2l
1 3 0 16

1 3 1 20

1 3 2 2l
1 3 3 29



No, de tubos positivos
en diluciones de

NMP por 100 ml,

10 ml. 1 ml, 0.1 ml,
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PRACTICA XLI

BACILLUS ANTHRACIS Y LOS POSTULADOS DE KOCH

El bacilo del Antrux es un bacilo que mide de 5 a 10
micras de largo por 1 & 3 micras de ancho; fue ¢l primer ba-
cilo que se demostrd que fuera causante de enfermedad. In
1877 Koeh lo cultivd, demostrd due formaba esporas y luego
produjo Antrax experimental inyectédndolo & &anlmales.

DBaclllus anthracls es Gram positivo, inmdvil, forma es-

poras y cépsula. In frotis de tejldos aparece individualmen
te, en cadenas cortas y sdlamente forma esporas cuando crece
en condlciones desfavorables, ILste microorganisno crece blen
en agar sangre y causa hemélisiso Sus colonias son tipicas
y tienen una forma caracteristica de "medusa" (Zinsser, 1973).
Il Antrax es primordialmente una enfermedad de animales,
pero es contaglosa al humano, L& forma mis comln de esta en
fermedad en el humano es la cuténesa en la cual se forma una
phstula maligna; los lugares mAs suceptibles son el ojo, &l
cuello y las extremidades superilores. Las esporuas, al ser
inhaladas, causan una enfermedad pulmonar nuy grave (enfer-
medad de Woolsorter) la cual lleva & una medlanitils hemnorrd-

gleca o a una meninglitis hemorrdgica (Yinsser, 1973).

Qb jetivo de la Préictica

Practicar la recuperacidn de un microorganismo causante
de una enfermedad y conocer sus caracteristicas in vitro.
ADVERTIIICTA

ESTA BACTLRIA ES ALTAMLINTE PATOGLNA Y NO DEBLE HA-
CEROLE LA PRACTICA SIN LI USO DI UNA CAMPANA Y LA
SUPERVISION DL UM PROFESOR,

Materiales parae la Practica

1. Cepa de Bacillus anthracis en un ratén congelado,

2, Material para disecccilbn,
3. Mortero estéril,

L. Dos ratones pequeiios vivos,
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5, Una Jeringa estéril.

6. Agua destilada estéril.

7. Dos placas de Agar Sangre,
8. Colorantes para cipsula,
9, Colorantes para Gram.

10. Portaobjetos limplos.

11, Asas bacterlologlcas,

12, Mecheros,

13, Guantes de hule.

1. Mascarllla,

Procedimlento para la Prictica

1. Coloque el ratdén en donde se guarda la cepa sobre
una tabla de diseccldn.

2, Disecte el ratédn. Use guantes de hule.

3, Tome ol higado o una parte de él y colbébquelo en el
mortero, '

li. Con un poco de agua estéril deshayga el higado a fin
de hacer una mezcla homogenizada.

5, Tome con un asa previamente flameada una porcldn de
la nezcla homogenizada y slembrela en el agar.

6. Rotule con su nombre, 1la fecha, el nombre del mloro
organismo que sembrd y el nombre del medlo.

7. Pongs a incubar durante 2l a 48 horas a 372C,

8. De 1la misma mezela homogenlzada haga un frotls para
coloraclién de cépsula.

9, De la misma mezcla homogenizada haga un frotls para
coloracidn de Cranm,

10, Con 1la jeringa estéril tome 5 6 7 cc. de la mezcla
homogenizada e inocule & los ratones intraperitoneal
mente,

11, Guarde los ratones en jaulas especiales en un lugar
seguro. Los ratones nueren en el térnnino de 2l a
118 horas,

12, Al mowrir los ratones guérdelos en una bolsa de pléds
tico y congélelos., Lsta es la formua de gusrdar la

cepa, Los ratonos que qulera descartar, debe inci-
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nerarlos,

13. Hoga una coloracldén para cpsula y und coloraclén
para Gram con sus preparaciones, Guardelas blen
rotuladas con su nowbre, la fecha y el tlpo de co=
loracidn,

1y, Tronscurridas las 2 6 48 horas de Incubacldn, ob-
serve la forma de las colonias y el tipo de hembdlli-
8is,

15, Del cultivo, haga un frotls para coloracidn de cép-
sule y otro para coloracidn de Gram, '

16, Haga sug coloracliones y observe al microscoplo.
Observe también las coloraciones del homogenlzado
que hizo anterioruente,

17. Anote sus resultados y sus observaclones,

Cuestlonario

1. Compare las coloraciones de 18 mezcla homogenilzada y del
cultivo. ;Cémo aparecen las colonias en cada uno?

2. g En cudl de los frotis es posible ver la cépsula?

3. Menclone los postulados de Koch.

o Investipgue sobre la posibilldad de hacer esta misma préc

tica con otro tipo de microorganismo,
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APENDICE A

AGARES
1, Al 1%

Férmula por litro de agua destilade
Cloruro de sodio C 9 gms,
Cltrato de sodio h gms.
Fenol 2,5 pins,
Glicina 75 gms.
ngar Noble 10 gms.

Mezcle bien. Hierva agitando frecuentemente hasta que
este disuelto. Esterilice a 121 2C durante 10 minutos.

2. DBasge pars sangre
Pérmula por litro de agua destvilada

Infusidén de misculo

cardiaco 375 gms,
Peptona (Thiotona} 10 guns,
Cloruro de sodio 5 grs.
Agar 15 gms,

pll final 7.3

Se hace ung suspensldén con }C gramos del polvo en un
litro de agua destilada, Se deja reposar durante 5 minutos
v se mezcla blen hasta obtener una suspensidn uniforme. Se
calienta agitando frecuentemente y se hierve durante 1 minu-
to. Esterilice a 121°C durante 20 minutos porciones de 10O
mle S1 son porciones de 100C ml., esterilice 30 minutos.
Enfrie a 509C y agregue 5% de sangre de cone jo desfibrinada,

3, Ciltrato de Simmons
Férmula por litro de agua destilada

Fosfato deshidrogenedo

de amonio 1l gm.

Fosfato dipotésico 1 gm.

Cloruro de Sodlo 5 gms,
Citrato de sodio 2 pms,
sulfato de HMagnesio o2 M8,
Lgar 15 gs,
Azul de Bromotimol .08 pms.

Se suspenden 2h,2 gramos del polvo en un litro de agua
destilada., Deje remojar durante 5 a 10 minutos. Se mezcla
bien y se callenta suavemente agitanto con frecuencle hagta
gque el medio hierva durante 1 minuto. Dilstribuya en tubos
vy esterlilice en autoclave a 121°C durante 15 minutos. Se
de ja enfriar en posliclidén inclinade,
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. Clostrisel
Férmula por litro de agua destilada

Peptona Tripticasa 17 gmso,
Peptona Filtona 3 gms.
Dextrosa & gms,
Cloruro de sodio 2,5 guse
Tiogzlicolato de sodilo o5 M8,
Lgar o7 Ems.
L-cistina 025 {LIAS .
sulfito de sodilo 0o L0 gms.

pll final 7.0

Haga una suspensidn con 16 yramos del material seco en
un litro de agua destilada. llezcle bilen. Calliente agltando
frecuentemente y hierva durante 1 minuto. Dilstribuya y es-
terilice en autoclave a 118¢C durante 15 minutos. Dé&jela
enfriar a |5 - 502C y vierta e¢n ca jas de Petrl llenando 1as
tres cuartas partes de su capacildad,

5. Fosfato Peptona _
Férmula por litro de agua destllada
Peptona (Polipeptona) 20 gms,

Dextrosa o5 s,
Cloruro de sodio 5 gmse
Fosfato disodico 5 gms,
Agar 15 gms,

pH final 7.3

Ponga |5 gramos del polvo en un litro de agua destllada
Mezcle bien, Caliente agltando frecuentemente y hlerva du-
rante 1 minuto., Distribuya y esterilice en autoclave a 121°
centigrados durante 15 nlnutos.

6. Levine con Eosina y azul de lMetlleno
Férmula por litro de agua destllada
Peptona ({(Gelysate BBL) 10 gms.

Lactosa 10 gns,
Fosfato dlpotéslco 2 gms,
Agar 15  gms.
Losina y Azul de

Metileno » 065 pms,

pil final 7.1

Se suspenden 37.l gramos de polvo en un lltro de agua
destilada. Mezclese blen hasta obtener una suspensidn unifor
me. Se callenta agitando frecuentemente y se hierve durante
1 minuto. Distribuyase y esterilicese & 1212C durante 15
minutos. Bl agur liguido, estéril y frio a 1j5°C se aglta
antes de usarlo.
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7. Movilidad
woérmula por litro de agua destilada

IXtracto de carne 3 gmso.
Peptona (Gelysate) 10 gms.
Cloruro de sodio 5 gms.
Agar I gms.

pH final 7.3

se suspenden 22 gns. del polvo en un litro de agua des-
tilada., Caliente apitando frecuentemente y hilerva durante
1 minuto. Distribuya en tubog y esterilice a 121°C durante
15 minutos,

8. Sangre con Kanamicina-Vancomicina

Se prepara de la misma forma del agar sangreé pero 8e
agregan 100 g/ml. de Kananicina y 100 g/ml. de Vancomicina
despubs de esterilizar y cuando haya enfriado a 502C,

9, Sangre enriquecido para anaeroblos

Se pueden usar varias bases como Dase de Brucella, Co-
lumbia o Schaedler. Tamblén puede usarse Agar de infuslén
de cerebro y corazdn sl se suplementa con hemina 5 g/ml,

v extracto de levadura 0.5% (Sutter et al.,1975).

La férmula del Agar de infusidn de cerebro y corazdn

en gramos por litro de ague destilada es la sigulente:

Infuslbn de cerebro 200 gms,
Infusién de corazdén 250 gus.
Peptona (Polipepto-

na BBL) 10 gnsg.
Cloruro de sodio 5 gms,
Irogsfuto disodico 2,5 gns,
Dextrosa 2 gms,
Agar 15 gms,

pH final 7.l

Se suspenden 52 gramos del polvo en un litro de agua
destilada, Mezclese bien. Hierva 1 minuto agitando frecuen
temente. Esterillce a 1212C durante 15 minutos.

10. Saubouraud
Férmula por litro de agua destilada

Dextrosa 10 gms.,
Peptona polipeptona 10 gma.
Apar 15 gus.

pH final 6.5

Suapendsa 65 gramos del polvo en un litro de agua destl-
lada. llezcle bien para obtener una suspensidén uniforme. Ca
liente agitando frecuentemente y hlerva durante 1 minuto,



Distribuya en tubos y esterilice a 1212C durante 15 minutos,

1l. TSI {Auar de triple azucar)
Férmula por litro de agua destilada

Peptona 20 gms,
Cloruro de sodio 5 gms.
Lactosa 10 gms.
Sacarosa 10 gms,
Dextrosa 1 gm,

sulfato ferroso de

amonio 0.2 gms,
Tiosulfato de sodio 0.2 gms.
Ko jo de fenol 0,025 gms,
hgar 13 gms,

pH final 7.3

Suspenda 59.l gramos del medlo deshidratado en un litro
de agua destilada., Hierva durante 1 minuto agitando para
disolver todo el polvo. Distribuya en tubos de ensayo lle-
nando una tercera parte del tubo. Lsterllice a no més de
118eC durante 15 minutos, Al enfriar los tubos deben quedar
tneclinados en posleldn para que el fondo tenga 1/3 de agar
y el inclinado 2+3 de agar. ‘
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APENDICE B
CALDOS

1. Lactosado con Cristal Violeta
Férinula por litro de ague destllada

Peptona Polipeptona S gms,
Lactosa 5 gms,
losfate dipotasico S s,
Fosfato monopotésico 1 gme.

Cristal Violeta 1.3 gms.

pH final 7.l

Disuelva 16 pramos del naterial deshidratado en un lltro
de apgua destilada, para el examen de muestras de 1 ml. Para
el examen de muestras de volunenes nayores la concentracidn
de los ingredientes del medio debe ajustarse para compensar
61 volwaen del indeculo, Distribuya y esterilice a 1212C du-
rante 15 mlnutos, '

2, MR=-VP
Férmula por lltro de agua destilada
Peptona Polipeptona 7 gms.
Dextrosa S Ems.
Fosfato de Potaslo 5 gms,

pH final 6.9

Se suspenden 17 gramos del polvo en un litro de agua des
tilada y se mezclan bilen., BSi es necesarlo se callenta un PO
co hasta disolverlo. Se dlstribuye en tubos y se esteriliza
g 119eC 6 121°C durante 15 minutos,

3. Nitrato
#érmule. por llitro de ague destllada

Casitona 10 gms,
Lxtracto de Levadura 3 gmse
Nitrato de Potaslo 2 pm8,

pH final 7.2
Distribuya en tubos de 13 X 100 con caumpanag de Durham
v eaterilice a 121°C durante 15 minutos.

i, Nltrato Tripticasa
Fdrmula por litro de agua destilada

Peptona Tripticasa 20 pgmns.
T'osfato disddico 2 yns.,
Dextrosa 1 gm.
ARBAT 1 g
litrato de Potasio 1 gm.
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Se agregan 25 gramos del polvo & un 1itro de agua desti-
1ada. Mezcle blen hasta su dlspersibn, haflada 2 gramos de
Agar sl se va a utillzar pira pruebas de movlilldad y de deter
winscidn de gas. Se caliunta agitando frecuentements para:
gque hierva durante 1 minuto. Distribuya en tubos de ensayo
v esterilice a 118 6 12120 durunte 15 minutos, 51 el medio
he sido preparado hace més de dos dias, se debe hervir duran-
te 2 minubos y enfriar sin agitar antes de usuarloo

5. Nutritlvo
Péraula por litro de agua destllade

Peptona Gelysate 5 gms,
xtracto de carne de
res 3 Kmse

pil £inal 6.9

Se sisuelven 8 grms., del polvo en un litro de agua des-
tilada. 81 es necesarlo callientese guavenente para dlsolver
lo. Distribuyase y esterllice a 121°C durante 15 minutos.

6., Para prueba de accidén sobre carbohldratos
(OF Basal Medium)
PSrmule por 1litro de agusa destllada

Triptona 2 gms,
Cloruro de Sodlo 5 gns.
I'osfato Dipotésico 03 EinSoe
Agar 2 gmso,
izul de Bromotlmol .08 gms.

Ponga9.l gms. del medlo seco en un 1itro de agua destil-
lada. Hierva agitando. Dispense en krlemmeyer en cantidades
de 100 ml., y esterilice & 1212C en la autoclave durante 15
minutos.

Esterllice soluciones de glucosa, sucrosa y lactosa al
104 & 1182¢ en autoclave duraate 15 minutos. il enfriar su
medlo, agrege 10 ml. de las soluciones al 104 a cada uno de
los Erlenmueyers con 100 ml. del medio. Cologue L ral. del me-
dio en cada tubo de ensayo (que vayad US&r.

7. Tiloplicolato sin indlcador 135 C
Féramula por litro de agua destllada

Peptona lripticasa 17 gms,
Peptona Iltona 3 gms,
Dextrosa 6 s,
Cloruro de Sodlo 2,5 yms.
Tioplicoluto de Sodio o5 @S,
Agar .7 B8,
L-cistina o 025 g8,
Sulfito de Sodilo .10 s,

pil final 7.0
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flage una suspensidn de 30 gramos del material deshidra-
tado en un 1liltro de agus destilada. Caliente agltando fre-
cuentemente y hierve durante 1 minuto. Distribuya on tubos
de ensayo llen2andolos hasta la nitad y empleando de 15 a 18
ml. en tubes de 18 X 2 um, S1 se usan matraces o frascos, de
be conservarse la proporcidn de superficle a volumen. -

Para 1la conseprvacidén de los cultivos, especlalmente de
los tipos altamente fermentativos, cologue una pequeiia can-
tidud (aproximadagente 0.1 pmus.) de CaC0, en cadatubo antes
de introducir el liguido. 3

Esterilice o 1182C durante 15 minutos. Il modio debe
enfriarse a temperatura aablente antes de usarlo.
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APENDICE C
LECHES

1. Con POrpursa
Formula por lltro de agua destllada

Leche descremada 100 gms.
POrpura de Bromo-
cresol .02 8.

Se agregan 100 gms., de polvo en un lltro de agua desti-
lada de preferencla precalentada a 50¢C. Mezcle blen hasta
obtener una suspensidn uniforwe. Bsterllice & 113°C durante
20 minutos.,

2. Tornasolada
Férmula por litro de agua destllada

Leche descremada 100 gms.
Tornasol suflciente

para producir el color

lavanda

100 gramos de polvo en un lltro de agua destllada, de
preferencla precalentada a 50°C,., IMezclar blen paré obtener
una suspensién uniforme, listerilice a 113°C durante 15 ml-
nutos,
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APENDICE D

MED I0S

Cultivo para algas

1., Tubos de 15 X 130 mm. con tapbn de algodbn,

2. Separe los tubos en dos grupos lguales,

3. & un grupo no le pongé& nada.

Il. 41 otro grupo ponpas unea cantidad pequefia
de CaC0,. Kotitlelos,

Se AgPEgUOBMGdi& pulgada de tierra de jardin
a todos los tubos,

6. Llene todos los Lubos con agua destilada
liasta llenar 3/l del tubo.

7. tape los tubos.

8., Iierva los tubos en bhafio de maria a 100°C
durante 1 hora dos dias consecutivos,

9, A1l enfriar los tubos, guarde en refrigera-
clén 1 dia hasta que el apgua se &aclare,

10. Lirepue un poco ( mas o menos 3 ml.) del
agua del estanque o lago en forma estéril
y tape los tubos,

1l. Ponga a incubar a temperxtura amblente
en luz constante,

Gelatina (pura prueba de gelatinasa)
Férmula por litro de agua destilada

Peptona Gellsate 5 gms,
Ixtracto de Carne de

res 3 gins.,
Gelatina 120 gms.

pH final 6,8
Se suspenden 128 ,ramos del medio deshidratado en un 11

tro de agua destilada, Calléntese & 502C hasta que el medio
este bien disuelto. Se distribuye y esteriliza a 12190 du-
rante 15 minutos,

3.

lie

Indol-Hitrito
Vease anendice B-L Caldo Nitrato Trip-
tlcasa.

Naegler ( Agar yoma de huevo)
Férmula por lltro de agua destilada

Peptona Proteosa L0 gms,

e PO 5 gmg.
L

KH,PO) 1 gm.

NaCl 2 guns.

MgSOLL 1l gms,

{cont.)
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Glucosa : ‘ 2 Ems.
Solucldn de hemina

(5 mg/ml) : 1 ml,

Agar 20 gms,

Ajuste el pH & 7.6.

Mezcle blen., Hierva agitando frecuentumente hasta que
esté disuelto. Colocue 20 ml. en cada tubo de ensayo de 16
X 150 . Esterilice a 1132C durante 15 minutos. ILnfrie a
50eC. Aprepue emulsidén de yema de huevo "Coladb'", 2 ml. por
tubo. lHezcle y viertalos en cajas de Petri.

antes de inocular una placa de este agar, slembre la mi
ted de la ca ja con antitoxina Tipo A de Clostridium perfrin-

ens v deje secar, Slembre en estrias ambas mitades de 1a

cd ja empezando con l1a mitad sin antitoxina., Incube durante
2l & 48 horas y observe. Inhibicidn de produccidén de lecitl
nosa en 12 mitad de 1la placa que contlene antitoxina indica
ua reaccidédn positiva. hsta antlitoxina no es especifica para
C. perfringens , pero es un inhibidor de alfa toxina. Otrus
especies que producen alfa toxina (una lecitinasa), tamblen
dan una reaccidn positivea. ILstas son C, bifermentans, C. sor
dellil y C. paraperfringens. (Sutter et al.,1975),
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APENDICE E

PRUEBA DE TNDOL

"Indol spot teat" para anaeroblos.

1.
2,

3.

Tome con el asa una porcidén de una colonia alslada,
£l cultivo debe ser de una placa de agar sangre con
Triptofano,

WO lo haga esta prueba a diferentes colonias del
mismo cultlvo ya que esto puede causar reacclones
positivas falsas., L1 Indol es un producto difusi=
ble.

Ponga una colonia sobre un papel flltro el cual ha
sido saturado con p-dimetll-amino-cinamaldehldo al
1% en HC1 10% (V/V).

Una reaccldn positiva se indica por el desarrollo
inmediato de un color azul alrededor del crecimlen=
to.

Las reacclones negativas dan un color rosado pélido,
S1 hay desarrollo de color después de un tlempo, no

ge tome como reaceidn positiva,

(Sutter et al_o_: 1975)
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APENDICE F

COLORANTES

1. Azul de Metileno
Azul de iletlileno 0.3 gms.,
Agua destlluda 100 md,

Esta solucldn se usse como colorante de contraste en la
coloracidn de Kinyoum para bacterlius acido-alcohol resisten-
tes.

2, Azul de ietileno (Y4iehl-ielsen)
Cloruro de 4zul de

letileno 0.5 gms.
hdeldo acétlco glacial 0.5 nml,

agus destilada 100 ml.

3. Azul de Metileno de Loeffler

Solucibdn saturada de

Azul de Metileno en

alecohol 30 ml,
Solucidn de hidroxi-

do de potasio (1: 10,

000} en agua destila-

da 100 ml.

i, Carbofuschlina (Kinyoum)

"usehina bédsica LI gms,
Alcohol al 95% - 20 ml.
Cristales de fenol 8 ps.
Agua destilada 100 nml.

Disuelve 18 Fusching bLésica en el &lcohol, el fenol en
el agua. lMezcle las dos soluciones, Deje en reposo unos
dfss antes de usarlo.(Blair, 1970). '
5, Cristal Violeta (iodificacldén de Hucker. Gram).

Solucidn A
Cristal Violeta (B85% conteni-

do de tinte) 20 gnms.
Aleohol etilico 200 nl.
Solucidn B.

Oxalato do Amonio 8 pms,
Agua destilada 800 ml,

Mezcle las soluciones 4 y B. Guarde 2l horas antes de
usar el colorante. Filtre.(Blair, 1970).

_
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6. Lactofenol Azul de Algoddn

Cristales de fenol 20 gms,
acido léctico 20 ml.
Glicerol i0 ml.
Apua destiluda 20 ml.

Disuelva los componenbes en un beaker en baflo de HMaria.
Agregue 0.05 gms. de azul de algoddén (Blair et al.,1970)

7. Lelfson

Acido ténico 0.85 pgms,
Cloruro de sodlo. 0.5 s,
Acetato de Para-

rosanilina 0.35 grs.
Aleohiol etilico 35 ml.
Apua destllada 65 ml.

Los componentes sdlidos pueden ser obtenides en polvo
vy preparados de la sigulente forma: 1.7 gmus, se dlsuelven
en 35 ml, de alcohel y 65 ml. de ajzua destilada, Il coloran
te puede usarse inmedlatauente y puede gnardarse varias SEem
nanas en un frasco blen tapado (Lynch et a&.,1972)o

8. Leifson

K}ll(SOlL)2 12 HEO o blen
NHMAl(SOu) solucidén sa-

curadsd acuosa 20 ml,
Acido tduido(solu=-

clén acuosa al 207) 10 mlo
Apua destilada 10 ml,
Alcohol etilico

al 95% 1.5 ml,

FPuschina bisica
(solucibédn saturada
en alcohiol a2l 95%) 3 ml.

Mezcle los compuestos en el orden listado. Guardelos
bien tapados (Davidson and Heury, 197l).

9. Rojo Congo con suero &l 10%

Ro jo Congo 2 gms,
apua destilada 100 ml,

Lsterilice 1a solucién de Rojo Congo flltrando y agre-
gue 10 ml, de suero. Congele el colorante en frascos gote=
ros hasta gue se vayan a usar (Brockman, 1974). ‘

10. Safranina 0 (para Gram)
Solucldén "stock"

Safranina O 2.5 gms.




Alcohiol etilico al 954 100 ml,
Soluecidn de traba jo

8olucidn "stoek" 10 ml,
Agua destilada 90 ml.

Este colorante puede usarse para coloraclones simples
v para colorante de contraste en la coloracidn de Gran
(Blair et al.,1970).

11, Safranina, solucidn al 0.5%

Safrunina 0 . 0.5 gms,

Apua destilada 100 ml,
12, Verde la Malaquita

Verde de ialaquita 5 gms.

Agva destillada 100 mls
13. Ziehl-Nielsen (solucién de Carbofuschina)

FPuschina bésica 0.3 wms,

hlcohol etilico 10 ml.

Cristales de fenol

fundidos _ 5 ml,

Apuna destilada 15 ml,

Disuelve la Fuschina bisica en el alcohol al 95%; di-
suelva el fenol en el apua destilada, Mezcle las dos solu-
clones., Deje en reposc por varios dias antes de usarse
(Blalr et al,,1970).
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APENDICE G
REACTIVOS Y SOLUCICNES

1. Acido sulfanillco

icldo acétlco SN 100 ml,
Acldo sulfanilico 0.8 ml,

2, Alcohol acetona

ilcohol etilico a2l 954 100 ml,
Acetona 100 ml,

3. Alcohel &cldo
Alcohol etilico al 95% 97 ml,

HCY1 concentrado 3 ml,

. Carbonato de sodlo al 57

Carbonato de sodlo S gms,

Agua destllada 100 ml,
5. Cloruro de mercurloe

Clorurc de mercurlo 15 gms.

HCL al 37% 20 ml,

Agusa destllada 100 ml,

Disuelva el HgCl, en el agua, Agregue el HC1l & la solu
clén y mezcle (Brockmén, 1973).

6. Kovacs
Aleohol 1socamillco

(isobutil carbinol) 75 ml.
HC1 concentrado 25 ml,
p-dimetll ~amino-

benzaldehido ' 5 gms,

Disuelvae los cristales enr alcohol y luego agregue el
dcido clorhidrico., Los cristales son de color blanco claro,
a1 estan de color obscuro no deben usarse. Il reactlvo se
debe guardar en el refrigerador. Lkl reactivo es de color
anerillo pdlido y es estuble a temperatura amblente (Blazevic,

1975).

7. Methocel

llezcle 10 granos de Methocel con 45 ml, de apua hirvien-
do y remoje 20 minutos. Agregue 45 ml. de agua fria. Lnfrie
& 10eC hasta que este transparente., Coloque en golteros,
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8, N-N-dimetil-l-naftilamina

N-Y-dimetil=l-naftil-
amina 6 ml,
Acido acético BN 1000 ml.

guarde la solucldn a temperatura amblente.

9, Noland
Yolucidn saturada
de fenol 80 ml,
formalina 20 ml,
Glicerina L ml.
Violeta de Genclana 20 mgs.
10, Ressazurina
Resazurina 1 tableta
Agua destilada
estéril 200 ml.

Una tableta de resazurina agregada & 200 ml. de agud
destilads estéril da una concentracién de 1:180,000 cuando
1 ml., de la soluclén de resazurina se diluye con 10 ml, de
leche (Brockman, 1973).

11. Rojo de Metllo

Ro jo de Metllo 0,1 gm.

Alcohol etilico

al 95% 300 ml,
12, Yodo (Gram}

Yodo resublimado 20 gms,

Solucidn de hidréxido

de sodlo (I gramos

por 100 ml., de agua

destilada) 100 ml.
Agua destilada 900 ml.

guarde la gsolucidén en un frasco ambar.
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APLNDICE K

TARIA DE INDTICADORES

Iﬁdicador ilango de pH Camblo de color en el
rango
Violeta de Metilo 0.2 a 1.8 Incoloro a azul
2,0 a8 3.2 Azul a violeta"
Violeta de letacresol 1.2 a 2.8 Rojo a amarillo
7.6 & G.,2 ° Amarlllo a morado
Azul de timol 1.2 a 2.8 Ko jo & amarillo
8.0 a 9.6 Amarillo a azul
Reactivo de Topfer
(hmarillo dimetilo) 2,9 a h.0 Ro jo a amarillo
Azul de Bromofenol 3.0 a .6 imarillo & azul
Ro jo Congo 3,0 a 5,0 Azul a rojo
Naran ja de Metilo 3.1 a .l Lo jo a amarillo
Verde de Bromocresol 3.8 a 5.l Amarillo a azul
Rojo de Metllo he2 & 6.3 Rojo a amarillo
Litmus 5 a 8.3 Rojo & azul
Ro jo Clorofenocl 5.1 a 6.7 Amarlllo & rojo
Violeta de Bromocresol 5.2 a 6,8 Amarillo & morado
Azul de Bromotimol 6.0 a 7.6 amarillo a azul
Ro jo Neutro 6.8 a 8.0 Ko jo & amarillo
Rojo de Fenol & 6.8 a B.k Amarillo & rojo
Ro jo de Cresol 7.2 a 8.8 hmarillo a rojo
Fenolftaleina 8.3 a 10 Tneoloro & rojo
Timolftleina 9,3 & 10.5 Incoloro & azul
Amarillo de alizarin GG 10 a 12 Amarillo & 1lila
Tropeollna 0 1,3,5, 11.1 a2 12.7 Ararillo & naranja
Trinitrobeiuceno 12 a 1.3 Incoloro a naralja

Preparaclén de soluclones indlcadoras

Para tiltulaciones volumetricas los indicadores comunmern
te usados estan disponibles comercialmente en goteros pléstli
cos, en diluelones acuosas o alcoholicas desde 0.1 & 0.5%,

enn tos Latados Unidos.#
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31 el grupo de indicadores de sulfonaﬁtaleina'se usan
para determinacldén de pitl, como por ejemplo para ajustar me-
dios bacterioldégicos, la conversidén a la forma de sal del in-
dicador se hace de la sigulente manera: Illezcle 0,1 gramo del
indicador en un mortero con el volumen de hidroxido de scdlo
0.0l indicado 'en la sijulente tabla para cada Iindlcador y
diluya la solucién hasta 250 ml. con agua destllada la cual

ha sido hervida y enfriada para quitar el bloxido de carbono,

Tabla que indica el tipo de lndicuador y la
cantidad de hidroxido de sodio 0,01 N.

Verde de Bromocrcsol 14.3 ml.
Violeta de Bromocresol 18,5 ml.
Azul de Browofenol 1.9 ml,
Azul de DBromotimol - 16,0 nl.
Rojo de Clorofenol 23.6 ml,
Ro jo de Cresol 26.2 nl,
Violeta de lletacresol 26,2 ml.
Rojo de Fenol 28,2 ml.
Azul de Timol 21.5 ml.

(Lynch, 1972},
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| - Colonias en placa
a — Forma ) o @ o %

Puntiforme Circular Filamenioso Irregular Rizoldal

b — Elevacion

_mmm&

- Plana Elevada Convexa Pulvinada Umbonada
¢ — Margen '
Entero Ondulado Lobado Dentado

d — Superficie de! margen

Fflamentoso Rizado Granular

2 — Colonias en tubos de agar

D)

S

Filiforme Equinulado Punteado Arborescente Rizaidal

3 - Superficie en caldo

Pelicula Floculento Membranaso

(Brockir.in, 197+ :

- S . P
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APENDICE J
LISTA DE MATERIALES

Crlstaleria y equipo

Vasos de Precipitacién de 250 md,
Vasos de Precipitacidén de 600 ml,
Frascos gobero ambar

Frascos gotero blancos

Probetas de 100 ml.

Probetas de 500 wml.

Probetas de 500 ml.

Cajas de Petri de 15 X 100 wm.
Drlenmeyers de 125 nl.
Lrlenmeyers de 250 ml,.
Erlenmeyers de 500 mnl,

Embudos de 25 X 25 X 75 mm,
Pipetas de 1 ml.

Pipetas de 5 ml,

Pipetus de 10 ml.

Tubos de ensayo de 13 X 100 mm,
Tubos de ensayo de 16 X 125 mm,
Tubos de ensayo de 16 % 150 mm,
lTapones para tubos de cnsayo
Pizetas de 500 mlo.

mbudos plésticos

Gradillas

Balanza

Mecheros Mekler

leloj con intervalos
Calentador

Micro espdtulas

Lgpdtulas planas

Canastas de metal

Lsas bacterioldgicas

Pipetas de Pasteur

Lémlnag portaob jetos excavadas
Léninas portaob jetos

Liminas cubreob jetos

Matrices de plexiglass

Sistema anaserchico Gaspak
Sobres generadores de 002

Medlos de cultivo

Agar Verde Erlllante

Agar Losina Azul de lMetlleno
Leche tornasolada

Medio para movilidad

Apar Nutritlivo pH 6.8




N-=N-dimetil-naftilamina
Acldo acético glacial
Alcohol etilico absoluto
Tabletas de rezasurina

Antigenos y antisucros

lstuche de antisucres E. coll
Latuche de antisueros pare sS5almnonells
Ilstuche para tipificacidn de Salmonella

Haterial para dicroscopia

Microscoplos

Lstereoscoplos

Jlecrémetro objetivo calibrado
Papel esnecial para llmplar lentes
Xilol

Aceite de Inmersidén

Otros

YSet de discos para sensibilidad a
antiblédticos

166
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Agar Nutritivo .5%

Caldo Nutritivo

Lpar de Saubouraud

Lgar para sensibilidad

Agar Cltrato de Simmons

Agar TSI

Agar Base para sangre

Agar de Fosfato y Peptona

Caldo para Carbohidratos

Gelatina Nutritiva

Caldo Uiltrato Tripticasa

Caldo MR-VP

Leche con Plarpura

Apar Clostrlsel

Hedio de Tioglicolato sin indicador 135 C
Caldo Lactosado con Cristal Violeta

Reactlvos

Verde Brillante

Azul de Bromotimol
Solucidn de Carbolfuschina
azul de Algodén

Solucldn de Iodo para Gram
Verde de Halaguita

Polvo de Azul de iletileno
Cristales de Rojo de lletilo
Rojo de Fenol

Violeta de Genciana
Hidroxido de potasio

Yodo resublimado

Oxalato de amonio

Leldo léctico

Acido clorhidrico

Acldo tdnico

Cloruro de sodilo

hcetato de parascanilina
Isobutil carbinol
Para-dimetil-benzaldehido
Glicerol

Alfa naftol

fdcido sulfanilico
Dimetil-alfa-naftilamina
I'osfato de sodio

Fosfato de potasio
sulfato de magnesio
Glucosa

Sacarosa

Lactosa

Cloruro de mercurio
Cltrato de sodio

Fenol

Glicina
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