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RESUMEN

Elaboracion de un manual didactico en linea, para la organizacion, mantenimiento y
preservacion del cepario bacteriano del Laboratorio de Inocuidad Alimentaria de la Facultad
de Ciencias Agricolas.

Tamara Betzabé Garcia Sanchez. Ingeniera Agronoma Industrial
Universidad Auténoma del Estado de México. Facultad de Ciencias Agricolas.
Directoras: Dra. Ana Tarin Gutierrez Ibafiez, Dra. Rosa Laura Ocafia De Jesus
Universidad Auténoma del Estado de México. Facultad de Ciencias Agricolas. Campus Universitario

DA<

El Cerrillo, Piedras Blancas Toluca, Estado de México, México. 50200. atarini@uaemex.mx;

rlocanaj@uaemex.mx

El presente trabajo de investigacidn tuvo como objetivo elaborar un manual didactico en linea, para
la organizacion, mantenimiento y preservacion del cepario bacteriano del Laboratorio de Inocuidad
Alimentaria de la Facultad de Ciencias Agricolas. El cual esta disefiado para que los usuarios tengan
una guia sobre los procedimientos practicos que se pueden realizar al cepario bacteriano, abarca
conocimientos teoricos sobre generalidades de bacterias (caracteristicas morfolégicas y
microscopicas), esterilizacion, descripcion de los diferentes medios de cultivo usados para el
aislamiento de dichos microorganismos, informacion sobre técnicas de tincion y pruebas bioquimicas
complementarias. Sirviendo de apoyo para la organizacion, mantenimiento y preservacion del cepario
en el mismo sentido de aplicacion a la docencia y para futuras investigaciones, siendo entonces un

medio util de ensefianza y aprendizaje con altas implicaciones pedagdgicas.

El manual esta elaborado con el fin de que dicha informacidn se encuentre en un mismo documento
de manera comprensible y accesible para cualquier persona que esté interesado en el trabajo de
laboratorio con bacterias, pudiendo facilitar la investigaciéon en microbiologia de manera auténoma;
permitiendo con ello el desarrollo de procedimientos, destrezas en el manejo del instrumental de
laboratorio, habilidades cognitivas e investigadoras y el aprendizaje verbal.

Finalmente, el manual de laboratorio termina siendo una herramienta accesible a toda persona y de
caracter informativo Util, que pueda ser incluida dentro de los sistemas de documentacion y de gestion

del laboratorio de Inocuidad Alimentaria de la Facultad de Ciencias Agricolas de la UAEMéx.

Palabras clave: cepario, bacteria, manual e inocuidad.
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ABSTRACT

Development of an online teaching manual for the organization, maintenance and
preservation of the bacterial strain collection of the Food Safety Laboratory of the Faculty of
Agricultural Sciences.

Tamara Betzabé Garcia Sanchez. Ingeniera Agronoma Industrial
Universidad Auténoma del Estado de México. Facultad de Ciencias Agricolas.
Directoras: Dra. Ana Tarin Gutierrez Ibafiez, Dra. Rosa Laura Ocafia De Jesus
Universidad Auténoma del Estado de México. Facultad de Ciencias Agricolas. Campus Universitario

X

El Cerrillo, Piedras Blancas Toluca, Estado de México, México. 50200. atarini@uaemex.mx;

rlocanaj@uaemex.mx

The objective of this research work was to develop an online didactic manual for the organization,
maintenance and preservation of the strain collection in the Food Safety Laboratory of the Faculty of
Agricultural Sciences. It is designed so that users have a guide on the practical procedures that can
be carried out in the collection of bacterial strains collection, of covers theoretical knowledge about the
generalities of bacteria (morphological and microscopic characteristics), sterilization, descriptions of
the different culture media used for the isolation of said microorganisms, information on staining
techniques and complementary biochemical tests. Serving as support for the organization,
maintenance and preservation of the stock collection in the same sense of application to teaching and

future research, it is then a useful means of teaching and learning with high pedagogical implications.

The manual is prepared so that this information is found in the same document in a way that is
understandable and accessible to anyone who is interested in laboratory work with bacteria, being
able to facilitate research in microbiology autonomously, thereby allowing the development of
procedures, skills in handling laboratory instruments, cognitive and investigative skills and verbal

learning.

Finally, the laboratory manual ends up being a tool accessible to everyone and of useful informative
nature, that can be included within the documentation and management systems of the Food Safety

Laboratory of the Faculty of Agricultural Sciences of the UAEMéx.

Keywords: strain collection, bacteria, manual and harmless.
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} INTRODUCCION.
En la travesia por preservar la diversidad bioldgica, los ceparios se erigen como pilares esenciales,
fuentes de recursos genéticos que trascienden su mero propdsito de resguardo. Estas colecciones
de microorganismos, como las reconocidas ATCC a nivel internacional y los ceparios nacionales
presentes en instituciones educativas, no solo salvaguardan la biodiversidad, sino que también se
convierten en catalizadores del progreso en docencia, investigacion y aplicaciones comerciales

(Gutierrez et al, 2015; UNAM).

En el Laboratorio de Inocuidad Alimentaria de la Facultad de Ciencias Agricolas, nuestra ambicion es
crear y mantener un cepario de bacterias con la mas alta calidad. Este cepario, integrado con réplicas
de cepas comerciales y donaciones de bancos primarios para investigaciones, representa un
compromiso con el control de calidad riguroso. Se enfoca en aspectos cruciales como la identidad,
pureza y estabilidad genética de las cepas, utilizando métodos detallados como anélisis de

crecimiento, resistencia a antibioticos y caracterizacion bioquimica (Pérez et al., 2003).

La conexidn entre la investigacion y la educacion se fortalece con la creacion de un manual digital en
Genially. Mas que una herramienta estatica, este manual interactivo desempefia un papel vital al
proporcionar acceso global a la educacion y facilitar la investigacion. La eleccion de Genially, con su
capacidad de actualizacion continua, refleja la evolucion constante de la tecnologia en el ambito

educativo (Bono, 2014).

La eleccion del término "manual," etimoldgicamente derivado de "manuale manualis” en latin (libro
portatil, que puede llevarse en la mano), destaca la portabilidad y accesibilidad que caracterizan a los
manuales digitales. La integracién de esta herramienta digital en el entorno del Laboratorio de
Inocuidad Alimentaria busca fomentar la autonomia en los procedimientos de laboratorio y promover
un aprendizaje holistico que abarque desde conductas cientificas hasta habilidades investigadoras y

cognitivas.




En resumen, desde la preservacion de la diversidad bioldgica hasta el disefio de un manual digital,
nuestra vision en el Laboratorio de Inocuidad Alimentaria se centra en una sinergia entre la
conservacion, la calidad en investigacion y el impulso educativo, todo ello respaldado por

herramientas modernas y accesibles.




Il. OBJETIVOS.

2.1 Objetivo General.
Elaborar un manual didactico en linea para la organizacién, mantenimiento y preservacion del cepario

bacteriano, del Laboratorio de Inocuidad Alimentaria, de la Facultad de Ciencias Agricolas.

2.2 Objetivo Especifico.
e Establecer los procedimientos en la caracterizacion fenotipica y bioquimica de las bacterias
de la coleccion del cepario del Laboratorio de Inocuidad Alimentaria.
e Disefiar un manual en linea con el software Genially que integren los procedimientos de
identificacion bacteriana del cepario del Laboratorio de Inocuidad Alimenta.

e Crear las fichas técnicas de las cepas bacterianas que integran el cepario.

——
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. HIPOTESIS.

El manual propuesto es una herramienta educativa Util en la identificacién correcta de las bacterias
que componen el cepario, el cual apoyara a la investigacion, servicio y difusion. Ademas de contribuir

en la formacién académica préactica y teorica del dicente.
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Iv. JUSTIFICACION.
El laboratorio de Inocuidad Alimentaria no cuenta con una herramienta que ayude a los
procedimientos de identificacion bacteriana en este sentido es necesario contar con un manual
didactico que establezca los procedimientos en la caracterizacion fenotipica y bioquimica de las

bacterias que integran el cepario de dicho laboratorio.

Este manual permitira llevar a cabo trabajos de laboratorio de una manera auténoma y répida; a su
vez podrian desarrollar habilidades cognitivas de investigacion debido a la implementacion de trabajos
practicos. Desde la experiencia personal de la autora, se considera que al no haber un manual
didactico para la organizacion, mantenimiento y preservacion del cepario del Laboratorio de Inocuidad
Alimentaria, las investigaciones por parte de los estudiantes se pueden dificultar, puesto que la
informacion que buscan al respecto esté distribuida y en algunos casos es compleja de entender, es
decir no es lo suficientemente clara, lo cual podria conllevar a que su interés en el trabajo autbnomo
con microorganismos disminuya, perdiéndose la oportunidad de desarrollar y/o potencializar
habilidades que nacen a partir de los trabajos practicos. Ademas, el trabajo con microorganismos
permite abordar muchos conceptos trabajados en microbiologia, pero si se recurre a la teoria, se
limitan los métodos de investigacion o experimentacion evidente para los estudiantes trayendo como
consecuencia, una ensefianza basada en referentes tedricos que podrian ser de poco interés para
los estudiantes, puesto que no favorece en gran medida el poder relacionar lo aprendido desde la

teoria como un proceso real de su ambiente inmediato.

El disefiar un manual en linea con el software Genially permitira que los procedimientos de
identificacion bacteriana del cepario del Laboratorio de Inocuidad Alimentaria sean mas didacticos y
de mayor comprension. Asi mismo, la creacion de las fichas técnicas de las cepas bacterianas

permitira una identificacion con mayor exactitud de manera inmediata.




V. REVISION DE LITERATURA.

5.1 Origen y evolucion de los microorganismos.

La Tierra tiene unos 4,600 millones de afios, y hay pruebas que muestran que las células microbianas
aparecieron por primera vez hace 3,800 y 3,900 millones de afios, las cianobacterias empezaron a
oxigenar la tierra hasta hace 3,000 millones de afios y sin embargo la microbiologia es una ciencia
joven de apenas 150 afios (Madigan et al., 2015). La microbiologia (de microbio y el gr. Logos, tratado)
(Real Academia Espafiola, n.d.) ciencia que trata de los seres minusculos, invisibles a simple vista,
que se denominan microbios 0 microorganismos, se dedica al estudio de las regularidades que rigen
la vida y el desarrollo de estos, asi como las alteraciones que provocan en el organismo humano,
animal, vegetal o en la naturaleza inanimada (Aponte, 2013). Su objeto de estudio son los
microorganismos y cémo funcionan, especialmente las bacterias (grupo muy grande de células muy
pequenas), es decir, que estudia la diversidad y evolucion de las células microbianas, para saber
como y por qué surgieron los diferentes tipos de vida en el planeta tierra con el objetivo de comprender
como es que funciona el mundo microbiano y sacarles provecho a estos conocimientos usandolos en
beneficio de la humanidad y del planeta tierra, los microbidlogos son las personas que estudian las
bacterias que habitan en ambientes extremos, para descubrir los limites ambientales de la vida y
encontrar productos exclusivos de esas bacterias que puedan resultar beneficiosos para los seres

humanos y para nuestro planeta (Murray et al., 2012).

5.2 Bacteria.

Por lo general, las células son muy pequefias para observarlas a simple vista. Fue gracias a la
invencion del microscopio en el siglo XVII que se les pudo observar. A partir de este momento y

durante cientos de afios, todo lo que se supo sobre las células se descubrié con este instrumento




(Aleyda et al., 2012). La invencién del microscopio, a diferencia de muchos otros instrumentos en la
historia de la ciencia, resultd en la creacion de una nueva ciencia: la microbiologia. El desarrollo
técnico de este instrumento logré revelar mundos cada vez mas complejos para el entendimiento
humano (Gémez, 2004). Si se tuviera que nombrar a la primera persona que hizo un hallazgo en la
busqueda de la célula, esta persona deberia ser el arquitecto Robert Hooke (1635-1703), con el animo
de satisfacer su curiosidad por lo desconocido, construyé su propio microscopio, con el que aumento
la muestra unas 150 veces, lo que le permitio conocer y describir detalles de objetos y organismos.
Entre estos objetos, un trozo de corcho, en el cual observd unos huecos, que comparé con un panal

de abejas, llamandolo “célula” (Carrillo et al., 2011).

El término procariota significa “antes del nucleo”. Las células procariontes constan de una
organizacion interna bastante sencilla, comparada con la organizacion de las células eucariontes. Las
caracteristicas distintivas primarias de las células son su tamafio relativamente pequefio,
habitualmente del orden 0.2 — 10.0 wm y ausencia de una membrana nuclear. EI ADN de casi todas
las bacterias es circular, este es el cromosoma de la célula procariota, el tamafio pequefio del
cromosoma en las células procariotas limita la cantidad de informacién genética que puede contener,
el nimero de genes que puede tener una célula procariota es de 3000 y muchos deben estar
dedicados a funciones esenciales, como generacion de energia, sintesis de macromoléculas y
division celular. Una célula procariota cualquiera contiene relativamente pocos genes que permiten la
adaptacion fisiolégica del microorganismo al ambiente por lo que cada grupo de procariota abarca un
nicho ecolégico muy restringido. Las procariotas se dividen en dos grupos principales
(arqueobacterias y bacterias), la mayor parte de las investigaciones se han orientado s6lo a uno de
ellos, las bacterias ya que estudiar al grupo arqueobacteria resulta ser mas complicado de estudiar
en laboratorio, pero se sabe que tienen una conexion directa con las células eucariotas, ya que el

nucleo eucariota puede provenir de un ancestro arqueobacteriano (Brooks et al., 2015).




Una bacteria es un organismo unicelular muy simple, procarionte con pared celular de peptidoglicano,
primeros seres vivos de la tierra pueden estar presentes en todo el planeta y algunos son causantes
de enfermedades para los humanos (Robles & Ayala, 2016). La descripcién general del dominio
Bacteria seria una estructura celular es propia de una célula procariota, cuenta con un cromosoma
circular y desnudo, la pared celular se compone de peptidoglicano, el enlace lipidico de la membrana
es mediante un enlace éster, la conformacion de los acidos grasos de la membrana es lineal, cuentan
con flagelos de tipo bacteriano, ribosomas de 70S, tiene plasmidos, el iniciador de ARN de
transferencia (ARNt) es el formil-metionina, sus factores de elongacién son -TS, -G y -P, tiene una
ARN polimerasa y de 4 a 5 subunidades de la misma, las bacterias son sensibles a la estreptomicina
y cloranfenicol (antibiéticos) ademas son resistentes a la toxina diftérica (bacteria que causa la difteria)

(Curtis et al., 2011).

5.2.1 Clasificacion y nomenclatura

El asignar nombres a las bacterias se basa en la taxonomia, que es la ciencia de clasificacion bioldgica
que agrupa organismos segun sus afinidades o similitudes. En ella se incluye tanto la identificacion
como la nomenclatura. Los elementos béasicos de los caracteres taxondmicos son diversos:
morfologia, fisiologia, bioquimica, ecologia, biologia molecular y genética. Con todos ellos se compila
una serie de datos que llevan a la caracterizacion, clasificacion y nomenclatura. Dos son los
principales esquemas de clasificacion: uno basado en las caracteristicas observables de un
organismo dado (fenotipica), y la que tiene en cuenta las relaciones de evolucion ancestral de los
seres Vvivos, en nuestro caso las bacterias (filogenética) (Gobernado & Lépez, 2003). Una especie
bacteriana, es como un grupo de individuos con ciertas caracteristicas dominantes en comun, pero
que varian mas o menos dentro de un promedio; los grupos Y tipos interespecies, se basan en las
diferencias antigénicas ya que la estructura quimica ligeramente diferente de los polisacaridos en las

capsula hace que cada tipo forme un anticuerpo especifico. En consecuencia, se dice que
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determinados carbohidratos capsulares son de “tipo especifico”. Puesto que la division en tipos
depende de reacciones especificas con el suero de animales inmunizados, es correcto hablar de
variedades segun tipos seroldgicos; Una cepa bacteriana es una poblacién de microorganismos que
desciende de un Unico microorganismo contiene pureza genética (Cepa Tipo), cada cultivo puro que
tenga una procedencia o un tiempo de origen diferente constituye una cepa separada. Para describir
una especie bacteriana, el bacteriélogo debe estudiar una coleccién de cepas aisladas, de distintas
procedencias, en distintas condiciones, sefialando lo mas representativo en sus distintas fases de
crecimiento (lisa, rugosa y mucoide); los serotipos representan propiedades antigénicas diferentes;
los biovares son variantes de cepas bacterianas por diferencias bioquimicas y fisiologicas.
Actualmente se ha establecido el sistema binario para las bacterias, de acuerdo con este sistema,
cada organismo tiene un nombre formado de dos partes: el género, con su primera letra mayuscula,
seguido del nombre de la especie, con minusculas. EI nombre va en latin y se escribe con letras
cursivas, sin embargo, estas dos palabras no satisfacen plenamente todas las necesidades. Los
bacteridlogos se han visto obligados a afiadir términos adicionales para designar variedades o tipos

dentro de muchas especies.

Reglas para la nomenclatura bacteriana: La base de la clasificacidn actual es un informe emitido por
un comité de la Sociedad de Bacteridlogos Americanos publicado en 1920, que incluia la informacién
y las mejores opiniones de la época. Este esquema ha sido modificado por Bergey y colaboradores,
en sucesivas ediciones del Manual of Determinative Bacteriology. El interés por la denominacién
bacteriana llevo a la formacién de un “Comité Internacional de Nomenclatura Bacterioldgica” y una
“Comision Juridica Asociada”. En 1947 esta comision dicto un cédigo bacteriolégico internacional de
nomenclatura que no ha cesado de ampliarse desde entonces. Los nombres de los taxones con la

categoria de ordenes terminan en -ales y los de las familias, con la terminacion en -aceae; algunas
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bacterias pueden tener hasta diez ordenes, junto con géneros y especies representativas. Los

nombres que son mas utilizados se encuentran en el manual de Bergey.

5.2.1.1 Manual de Bergey

La clasificacién propuesta por esta primera edicion del Bergey's Manual of Systematic Bacteriology

estad basada en la tincion de Gram. Asi, para fines practicos las bacterias pueden dividirse en cuatro

subgrupos fenotipicos:

Bacterias Gram negativas que tienen pared celular: Estas tienen un perfil de pared celular
de tipo gramnegativo que consiste en una membrana externa y una capa interna de
peptidoglicano relativamente delgada. Asi como un complemento variable de otros
componentes fuera o entre estas capas. Las formas de las células pueden ser esferas,
dvalos, varillas rectas o curvas, hélices, o filamentos; algunas de estas formas pueden estar
envainadas o encapsuladas. La reproduccion se realiza por fisidén binaria, pero algunos
grupos muestran gemacion y un grupo raro muestra fision multiple. Este grupo pertenecen
los Gracilicutes que incluyen a Escherichia coli, Klebsiella, Pneumoniae, Neisseria, Rickettsia,
Chlamydia, Borrelia, Treponema pallidum.

Bacterias Gram positivas que tienen pared celular. Las bacterias tienen un perfil de pared
celular de tipo Gram positivo; No hay membrana externa y la capa de peptidoglicano es
relativamente grueso. Algunos miembros del grupo tienen &cidos teicoicos y/o polisacaridos
neutros como componentes de la pared. Las células pueden ser esferas, bastones, o
filamentos; las varillas y los filamentos pueden no estar ramificados, pero muchos muestran
verdaderas ramificaciones. La reproduccion celular generalmente se realiza por fisién binaria;
algunos producen esporas en forma de reposo (endosporas o esporas en hifas). Los
miembros de esta division incluyen bacterias asporégenas y espordgenas simples, asi como

los actinomicetos y sus parientes. Las bacterias Gram positivas son generalmente
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heterétrofas quimiosintéticas e incluyen especies aerdbicas, anaerdbicas, anaerdbicas
facultativas y microaerdfilas. Este grupo pertenecen los Firmicutes que incluyen a
Bacillus, Staphylococcus, Streptococcus, Clostridium, Mycobacterium, Corynebacterium
diphteriae.

Bacterias que carecen de pared celular. Estas bacterias se denominan comunmente
micoplasmas. No sintetizan los precursores del peptidoglicano y son insensibles a los
antibidticos blactamicos u otros antibidticos que inhiben la sintesis de la pared celular. Ellos
estan rodeados por una membrana unitaria, la membrana plasmatica. Las celdas son
altamente pleomédrficas y varian en tamafio desde grandes deformables vesiculas hasta
elementos filtrables muy pequefios (0,2 um). Las formas filamentosas con proyecciones
ramificadas son comunes. Reproducciénmpuede ser por gemacion, fragmentacion y/o fision
binaria. Los grupos muestran un grado de regularidad de forma debido a la colocacién de
estructuras internas. Por lo general, no son moviles, pero algunas especies muestran una
forma de motilidad deslizante. No se conocen formas en reposo. Este grupo pertenecen los
Tenericutes que incluyen a la micoplasma.

Bacterias filogenéticamente anteriores a las divisiones mencionadas como los
Mendosicutes son procariotas filogenéticamente anteriores a las divisiones mencionadas, no
tienen mureina en las paredes celulares y también se conocen como arqueas. Estos pueden
tefiir tanto gram positivos como negativos, ya que las arqueas tienen mucha variedad. Pared

celular defectuosa con composicion inusual de la pared celular (Bergey, 1989).
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5.2.2 Morfologia colonial

Cuando las bacterias crecen en la superficie de un medio nutritivo solidificado con agar o gelatina, las
células que proliferan quedan practicamente en posicién fija y forman masas de millones y millones
de células observables a simple vista. Las colonias asi formadas tienen dimensiones desde las
minimas, apenas visibles hasta masas de varios milimetros de didmetro, las cuales presentan
caracteristicas no solo de volumen sino también de forma y textura, y en algunos casos de color que,
si bien hasta cierto punto depende de la naturaleza del medio de cultivo y de las condiciones de
incubacion, en circunstancias establecidas son constantes y muchas veces de gran valor diferencial.
Una colonia de bacterias se define como el conjunto de bacterias de la misma especie que se
acumulan de forma caracteristica cuando encuentran recursos favorables para su reproduccion.
Pueden distinguirse las especies (entre otras caracteristicas); por la forma, tamafio, color de estas

colonias (Robles & Ayala, 2016).

Caracteristicas de cultivo en caja Petri, cuando tienes un cultivo en agar es relevante anotar la
morfologia colonial (colonias aisladas) de la cepa bacteriana para facilitar, la identificacion.
Generalmente se reporta la morfologia colonial tal como uno la percibe, por ejemplo, si se ves que
las colonias bacterianas son como puntitos, pues reportan que son puntiformes, si son lisas pues
reportan que son lisas, si observas que estan como moco, se reportan que estan mucosas, también

caracteristicas que se consideran importante para identificarlas son por ejemplo el olor y color.

En el cuadro 1 muestra la morfologia colonial de las diferentes formas de crecimiento de las bacterias

en un medio de cultivo solido.
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Cuadro 1. Morfologia colonial en medio de cultivo sélido.

Forma Borde Elevacion Superficie.

*

.':-" !'-.'|

.'. r.

Plana.

Circular. } e Lisa.
‘ e Rugosa.

e Mate.

' e Brillante.

Rizoide.

. Irregular.

[ ]
“ Crateriforme Seca.

e Cremosa.
Filamentosa. ‘ e [nvasiva.

(Modificado de Burrows,1983)

Caracteristicas de cultivo en tubo con agar inclinado, la cantidad puede ser escasa, abundante o
moderado, el borde o margen de desarrollo puede ser uniforme o presentando diferentes
irregularidades, similares a las que se presentan en la caja, asi como la consistencia que se puede
ser seca, que puede moverse sobre el agar con el asa, una consistencia viscosa que se pega al asa
y que forma filamentos mucosos al despegarlo del agar, por ejemplo. La coloracion es similar a la que
se presenta en la caja, la forma de crecimiento en la estria del agar: el crecimiento en la estria se
puede clasificar como: filiforme, equinada, perlada, difusa, arborescente y rizoide, asi como la forma
de crecimiento en la linea de picadura: filiforme, perlada, papilar, vellosa y arborescente. La figura 1
muestra la morfologia colonial en base a su forma de crecimiento de las bacterias sembradas en tubo

inclinado con agar.
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Equinulada ‘ Filiforme | ‘ Perlada | |Difusa | ‘ Arhorescente ‘ | Rizoide |

(Modificado de Burrows,1983)

Figura 1. Morfologia colonial en tubo con agar inclinado.

Caracteristicas de cultivo en tubo con agar vertical: La cantidad de desarrollo puede ser escaso,
moderado, abundante. La distribucidn del desarrollo se observar en la turbidez, opacidad mas o
menos densa, que es signo de crecimiento. Asi como el sedimento que se observa si hay depésito

de células en el fondo del tubo, figura 2.

Filiforme Perlada | Papilar | ‘Vellosa ‘ |Arborescente ‘
(Modificado de Burrows,1983)

Figura 2. Morfologia colonial en tubo con medio de cultivo sélido vertical.
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Caracteristicas de cultivo en la superficie del caldo: Se observara si hay un crecimiento en la

superficie clasificandolo de la siguiente manera: floculenta, anillada, peliculada y membranosa.

Figura3.
|Floculante | lAniIIada ‘ |Peliculada ‘ |Membranosa ‘
(Modificado de Koneman, 2008)
Figura 3. Morfologia colonial en tubo con medio liquido (caldo).
5.2.3 Morfologia bacteriana.

La forma de las bacterias al microscopio esta determinada por la rigidez de su pared celular.
Basicamente, se diferencian segun su forma en cocos: son esféricas u ovaladas, su tamafio oscila
entre los 0.8 a 1 m, a su vez se agrupan en diplococos (permanecen en pares), tétradas (se dividen
en dos direcciones perpendiculares, formando una agrupacion de cocos en una disposicién
cuadrada), sarcinas (producto de la division de los cocos en tres direcciones perpendiculares,
formando una agrupacion de cocos con una disposicion cubica), estreptococos (cadena),
estafilococcos (formados por la agrupacién irregular de cuatro 0 mas cocos, en ocasiones se
asemejan a racimos de uvas); espirilos en su forma presentan una o mas curvaturas, algunas pueden
presentar forma de hélices. Dentro de este grupo se encuentran agrupaciones como los Vibriones

(espirilos bastante cortos), espirilos (estas bacterias, relativamente rigidas, presentan una forma
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helicoidal; se mueven a través de flagelos externos dando una o mas vueltas alrededor de su propio
eje), espiroquetas (presentan una forma helicoidal, pero a diferencia de los espirilos, poseen un
cuerpo flexible, se mueven con la ayuda de filamentos axiales que son flagelos periplasmaticos, lo
que les permite dar varias vueltas completas alrededor de su propio eje). Y bacilos tienen forma
cilindrica o de bastones ya sean rectos o curvos. Se agrupan a su vez en cocobacilos (forma de
baston, largos y delgados, pequefios y gruesos, también pueden presentar variaciones en sus
extremos pudiendo ser rectos, afilados o redondeados), diplobacilos (permanecen en pares),
estreptobacilos (cadena de cuatro o mas bacilos), empalizado (bacilos agrupados lado a lado),
filamentosas (crecen en forma de fibras y toman distintas disposiciones por lo que esta formacion se
denomina también letras chinas). El cuadro 2 representa las diferentes formas de las bacterias,
clasificadas en tres grandes grupos cocos, bacilos y espirilos, a su vez estos tienen subcategorias

(Vargas & Vargas, 2014).
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Cuadro 2. Clasificacion de las bacterias de acuerdo a su forma.

Cocos

%o ©0 00

@ ©

|Estafi|ococo | ‘Sarcina ‘ ‘Tétrada | |Pneumococo‘

| Estreptococo ‘

Espirilos
| Baston ‘ | Espiroqueta
Bacilos

&G ooooee

(Elaboracién propia)
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5.2.4 Fisiologia bacteriana

Los elementos béasicos para la caracterizacion fenotipica de un microorganismo es identificar los
elementos morfoldgicos como el tamafio, aspecto, inclusiones, esporas, capsulas, flagelos, tipo de
tincidn, aspecto en los medios de cultivo como tipo de margenes, elevacion, superficie, textura,
opacidad, pigmentacion, las propiedades fisiologicas como el margen de crecimiento a distintas
temperaturas, pH, atmosfera de O2 libre, necesidades nutricionales. La observacion directa al
microscopio de las muestras nos permite evaluar la calidad de la muestra y es util en la observacién
de la presencia de bacterias, disposicion y su movilidad, asi como la existencia de estructuras, otros
parasitos y células (Madigan et al., 2015). El cuadro 3 nos muestra que todas las células contienen
partes en comun, sin embargo, las células procariotas, suelen ser mas pequefias y de estructura
sencilla, los elementos bacterianos se dividen en elementos internos (membrana citoplasmatica,
citoplasma, cromosoma bacteriano, ribosoma bacteriano, inclusiones citoplasmaticas y plasmidos) y
elementos externos (pared celular, capsula, flagelos, fimbrias y pilis). Por otro lado, los elementos
obligados estan presentes en todas las células procariotas y son esenciales para la bacteria (pared
celular, membrana citoplasmatica, citoplasma, cromosoma bacteriano y ribosoma bacteriano) los
elementos facultativos no se encuentran en todas las bacterias y no son indispensables para la

supervivencia de la célula (capsula, flagelos, fimbrias, inclusiones citoplasmaticas, pilis, plasmidos)

Cuadro 3. Estructura interna y externa de las bacterias.

Externa Interna
e Pared celular e Membrana citoplasmatica
e Capsula e Citoplasma
e Flagelos e Cromosoma bacteriano
e Fimbria e Ribosoma bacteriano
e Pilis ¢ Inclusiones citoplasmaticas
e Plasmidos

(Elaboracién propia)
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5.2.4.1 Estructura externa.

Capsula, algunas bacterias (grampositivas 0 gramnegativas) se encuentran rodeadas por capas
laxas de proteinas, que apenas es visible al microscopio por lo que debe visualizarse por la exclusion
de particulas de tinta china. En los casos en que la adhesion es muy débil y el grosor o la densidad
no son uniformes, se habla de capa de limo (slime layer). Las capsulas y la capa de limo se conocen
también como glucocalix. Aunque las capsulas y las capas de limo son innecesarias para el
crecimiento de las bacterias, revisten una gran importancia para su supervivencia en el organismo
anfitrién. La capsula es poco antigénica y antifagocitica; ademas, constituye un factor de virulencia
significativo. La capsula puede actuar también como barrera frente a moléculas hidrofobas toxicas (p.
ej., detergentes) asi como facilitar la adherencia a otras bacterias o a las superficies de los tejidos del
anfitrién. Durante el cultivo in vitro pueden aparecer cepas bacterianas que carecen de una capsula
en ausencia de la presion del organismo anfitrion y son, por tanto, menos virulentas (Murray et al.,

2021).

Pared celular, es una envoltura externa formada por peptidoglucano que confiere forma y rigidez a
la bacteria. Tiene una afinidad antimicrobiana, en las bacterias gramnegativas resulta ser mas gruesa
que las bacterias grampositivas pues estas poseen una membrana celular externa, que rodea la capa
de peptidoglucano. Esa membrana es una bicapa lipidica que contiene lipolisacaridos, y desempefia
un importante papel de barrera frente a determinados antimicrobianos. En la misma existen un gran
numero de proteinas, que representan en torno al 40% de su peso total, entre las cuales se
encuentran las porinas, proteinas triméricas 0 monomeéricas que forman conductos o poros hidréfilos
que permiten el acceso al peptidoglucano. A través de estos poros difunden de forma pasiva
pequefias moléculas hidrofilicas (menores de 600Da), pero se impide el paso de otras mayores. La
pared celular puede verse afectada en la sintesis o el transporte de sus precursores 0 en su

organizacion estructural por ejemplo desde el punto de vista molecular, los antimicrobianos de uso
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clinico ejercen su accién en algunas de las siguientes estructuras o funciones bacterianas: inhibiendo
la sintesis de la pared bacteriana, alterando la integridad de la membrana citoplasmica, impidiendo la
sintesis proteica o bloqueando la sintesis o las funciones de acidos nucleicos (Calvo & Martinez,

2009).

Fimbrias, son estructuras adherentes, la adherencia de un microorganismo a una superficie es el
paso inicial en la formacion de la mayoria de bicapas (comunidad de microorganismos adheridos a
una superficie) esta cualidad tiene un papel importante en la supervivencia de las bacterias ya que
les asegura colonizar al huésped, esta cualidad se determina por la combinacion de interacciones
entre la superficie bacteriana, la superficie del sustrato y el medio ambiente que los rodea, las
estructuras bacterianas que median este proceso de adherencia reciben el nombre de adhesinas
(proteina) a través de ella la bacteria contacta con la superficie de la célula huésped. La unién entre
la adhesina y su receptor en la célula huésped suele ser bastante especifica. Hasta la actualidad se
han definido tres tipos principales de interaccion adhesina-receptor (Lectina-hidrato de carbono,

Proteina-proteina, Hidrofobia-proteina) (Vila et al., 2008).

Pilis, son unidades piliformes formadas por subunidades proteinas (pilina) cumple la funcion de unir
a la bacteria a las células del huésped, (Soriano, 2009). Pili sexual, realiza el proceso de la
conjugacion. La conjugacién es un importante mecanismo de intercambio genético entre bacterias.
Se trata de una especie de intercambio sexual, puesto que requiere que la cepa dadora (F+) se una

a la cepa receptora (F-) (Torrades, 2001).

Flagelo, sirven como propulsores en forma de cuerda, estan formados por subunidades proteicas
enrolladas helicoidalmente (flagelina); asimismo, se unen a las membranas de las bacterias mediante
unas estructuras (gancho y cuerpo basal) y se impulsan por el potencial de membrana. Las especies
bacterianas pueden tener uno o varios flagelos en su superficie, los cuales pueden anclarse en

diferentes partes de la célula. Los flagelos proporcionan motilidad a las bacterias y permiten que la
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célula se dirija hacia los nutrientes y evite las sustancias tdxicas (quimiotaxis). Las bacterias se
acercan a sus nutrientes nadando en linea recta para girar luego bruscamente y continuar en una
nueva direccién. Este periodo de desplazamiento aumenta a medida que se incrementa la
concentracion de la sustancia quimioatrayente. La direccion del giro flagelar determina si las bacterias
continuan nadando o bien giran. Los flagelos portan también factores antigénicos y determinantes de

la cepa bacteriana ( Murray et al., 2021).

5.2.4.2 Estructura interna.

La linea divisora ente estructuras externas y estructuras internas de la célula bacteriana no es neta,
quiza en su mayor parte solo este justificada por un concepto utilitario. La membrana plasmatica,
estd formada por una bicapa fosfolipidica. Los fosfolipidos forman espontaneamente bicapas
estables, con sus grupos polares de cabeza expuestos al agua y sus colas hidréfobas enterradas en
el interior de la membrana, es la estructura que delimita a la célula. Inicialmente conceptualizada como
una barrera inerte, divisoria del interior y exterior celular, en la actualidad se le reconoce como un
elemento dindmico y fundamental en el mantenimiento de la integridad de la célula. Su plétora de
componentes lipidicos y proteicos propicia su participacién en muy diversos e importantes procesos,
por ejemplo: transporte y permeabilidad selectiva de sustancias e iones, excitabilidad, movilidad,
diferenciacidn, exocitosis, reconocimiento intercelular y transduccion de sefiales extracelulares (Meza

et al., 2010).

Ribosoma, son organulos complejos, altamente especializados, que utilizan los organismos para el
complicado proceso de sintesis de proteinas. El ribosoma bacteriano tiene un coeficiente de
sedimentacion de 70S (expresado en unidades Svedberg), y puede disociarse en dos subunidades,
la subunidad grande (50S) y la subunidad pequefia (30S). Cada subunidad es un complejo
ribonucleoproteico constituido por proteinas ribosémicas y moléculas de ARNr especificas. La

subunidad 30S contiene el ARNr 16S y 21 proteinas diferentes (numeradas desde S1-S21, donde S
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procede de small), mientras que la subunidad 50S contiene los ARNr 5S y 23S junto con unas 34

proteinas (L1-L34; L, large) (Rodicio & Mendoza, 2004).

Plasmidos, son fragmentos circulares de ADN bicatenario de longitud variable que contienen genes
de resistencia y poseen la capacidad de replicarse en forma independiente del sistema de duplicacion
del material genético de la bacteria. Una bacteria puede tener varios plasmidos, y un plasmido
individual puede transportar multiples genes de resistencia. En algunos casos, un solo plasmido
puede conferir resistencia a varias familias de antibiéticos, lo que facilita que la bacteria desarrolle
resistencia a multiples antibidticos en una sola etapa, volviéndose multirresistente (Oromi, 2000). Las
células procariotas se destacan por su capacidad de intercambiar informacion genética, siendo los
plasmidos una herramienta clave en este proceso. Estos pequefios fragmentos de ADN pueden
transferirse entre células, llevando consigo informacion genética especializada a toda una poblacion.
Algunos plasmidos, especialmente los de resistencia a farmacos, tienen la capacidad de convertir
diversas bacterias en resistentes a los antibiéticos. Esta caracteristica hace que los plasmidos sean
utiles en ingenieria genética, ya que pueden transferirse de una cepa bacteriana a otra mediante un
proceso conocido como "conjugacion bacteriana” (Brooks et al., 2015). La ingenieria genética se ha
utilizado también para aislar y expresar distintos genes con el propésito de obtener proteinas utiles
en bacterias, levaduras o, incluso, en células de insecto (p. €j., insulina, interferén, hormonas del
crecimiento e interleucina). Igualmente se pueden preparar grandes cantidades de un inmundgeno
puro destinado a una vacuna sin necesidad de emplear los microorganismos patdgenos intactos

(Murray et al., 2021).

Citoplasma, es una solucion de sales, azucares, aminoacidos, nucleétidos y muchas otras
sustancias. La porcion hidrofoba de la membrana citoplasmaética es una barrera hermética a la difusion

de estas sustancias. Si bien algunas pequefias moléculas hidréfobas atraviesan la membrana por
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difusion, las moléculas polares y cargadas no se difunden, sino que deben ser transportadas (Madigan

et al., 2015).

Inclusiones citoplasmaticas, se encuentran en el citoplasma son granulos de diversas sustancias.
Algunos son nutrientes que pueden ser desdoblados cuando son necesarios (Aleyda et al., 2012).
Cromosoma, el material genético esta constituido mayoritariamente por una molécula de ADN

circular (entre 0,5y 10 millones de pares de bases) y desnudo (Orellana, 2002).

5.2.5 Requerimientos nutricionales

La nutricion es un conjunto de procesos y reacciones mediante las cuales los seres vivos toman del
medio, en el que habitan, las sustancias quimicas que necesitan para crecer, multiplicarse y hacer
uso de la energia (nutricion). Las sustancias mencionadas anteriormente, se denominan nutrientes y
son utilizadas con dos fines: energéticos cuando se requieren para el mantenimiento y biosintéticos
cuando se demandan para la sintesis de componentes (catabolismo). Para crecer, las bacterias
necesitan un minimo de nutrientes: agua, fuente de carbono, fuente de nitrégeno y algunas sales
minerales (anabolismo) (Caycedo et al., 2021). El cuadro 4 nos muestra la clasificaciéon de las

bacterias atendiendo a los nutrientes que necesitan para su correcto funcionamiento.

Cuadro 4. Clasificacion de las bacterias por sus requerimientos nutricionales.

Fuentes de carbono

Autdtrofos. Utilizan el diéxido de carbono a partir de él sintetizan todas sus estructuras de

carbono que necesitan.

Heterétrofos. Necesitan una fuente de compuestos organicos.

Fuentes de energia

Fototrofos. Utilizan la luz solar.

Quimiétrofos. Utilizan la energia quimica proveniente de las reacciones de oxidacion-
reduccion de compuestos organicos o inorganicos.

Fuentes de carbono+Fuentes de energia

Fotoautotrofos. Luz solar + dioxido de carbono.




Fotoheterotrofos.

Luz solar + compuestos organicos.

Quimioautotrofos.

Didxido de carbono + compuestos inorganicos.

Quimioheterotrofos.

Aerobias estrictas.

Compuestos organicos.

Necesidades de Energia

Requieren del oxigeno para llevar a cabo su metabolismo.

Aerobias facultativas.

Crecen en presencia 0 ausencia de oxigeno.

Microaerofilos.

Necesitan oxigeno, pero a concentracion menor que la atmosférica.

Anaerobias estrictas. Crecen en ausencia de oxigeno.
Anaerobias Pueden crecer en presencia 0 ausencia de oxigeno, pero la energia la
aerotolerantes. obtienen por fermentacion.

Microaerofilas.

Se desarrollan con bajas tensiones de oxigeno (3-5%).

Capnofilicas.

Termofilas.

Requieren de al menos 5-10% de didxido de carbono para crecer.

‘ Temperatura

Crecen en rangos de 42-69 °C. Optima de 60 °C.

Hipertermdfilo.

Crecen en rangos de 66-114 °C. Optima de 80 °C.

Mesdfilas.

Crecen en rangos de 9-47 °C. Optima de 20-40 °C.

Psicrofilas.

Crecen en rangos de 0-20 °C. Optima de 4 °C.

Gram positivas.

Aciddfilas. Rango de 1-5.

Basofilos. Rango de 8-10.

Neutrdfilas. Rango de 6-7.

Osmofilicas. Altas concentraciones de Cloruro de Sodio.

. 7

Tincionde Gram

Resultan en una coloracion azul o violeta.

Gram negativas.

Resultan en una coloracién roja o rosa.

(Elaboracién propia)

5.2.6 Reproduccion bacteriana

A medida que crecen las bacterias, estos microorganismos unicelulares incrementan su tamafio, su
peso y la cantidad de material celular proporcionalmente (Chiappa et al., 2009). Las bacterias se
reproducen por fisiéon binaria, eso significa que en el momento de reproducirse cada célula

bacteriana replica su DNA y a continuacion se divide en dos células idénticas entre si'y respecto a la
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célula progenitora. Se trata, pues, de un tipo de reproduccion asexual para formar dos nuevas células
(Velasco, 2015). La figura 4 nos muestra el proceso de la fision binaria, primero ocurre la elongacién
de la célula para luego formar el tabique o septo y es el resultado de crecimiento hacia adentro de la
membrana citoplasmatica y la pared celular desde posiciones opuestas; la formacion del septo
continua hasta que las dos células hijas se separan y cada célula hija recibe un cromosoma y
suficiente copias de ribosomas y todos los demas complejos macromoleculares, monémeros e iones

inorganicos para poder existir como célula independiente (Madigan et al., 2015).

a»

ADN Replicaciéon

( 66 ) Elongacion de célula.

Formacién de Septo.

(e)e )
(o) (&)

Cada célula hija recibe una copia del cromosoma.

Separacion celular.

(Modificado de Heinz,2001)

Figura 4. Fision binaria.

Los bacteriofagos infectan las células bacterianas y/o se replican hasta un nimero elevado que
ocasiona la lisis de la célula (infeccion litica) o, en algunos casos, se integran en el genoma del
anfitrion sin producir su muerte (el llamado estado lisogénico). Algunos bacteriéfagos lisogénicos
portan genes toxigenicos. El bacteriéfago X permanece en estado lisogénico mientras continte la
sintesis de una proteina represora, y evita que el fago abandone su estado de integracion y se replique
independientemente del cromosoma del anfitrién. Esta reaccion se desencadena cuando la radiacion

u otro factor dafia el ADN de la célula anfitriona o bien cuando la célula es incapaz de continuar
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fabricando nuevas moléculas de la proteina represora, sefial de que la célula anfitriona no esta sana

y no representa un lugar adecuado para el proceso de replicacion virica (Murray et al., 2021).

Cuando se afiaden bacterias a un medio de cultivo, antes de empezar a dividirse ha de transcurrir un
cierto tiempo de adaptacion al nuevo ambiente. Este intervalo se conoce como fase de latencia del
crecimiento. En cambio, durante la llamada fase logaritmica o exponencial, las bacterias se dividen y
duplican su poblacion a intervalos regulares hasta alcanzar el méaximo nivel posible segun el tipo de
medio y las condiciones imperantes. El numero de bacterias aumenta a razén de 2n, donde rc
representa el numero de generaciones (duplicacion del numero de bacterias). Finalmente, los
metabolitos del cultivo se agotan o bien aparece en su seno alguna sustancia toxica; en ese momento,
las bacterias interrumpen su crecimiento y pasan a la llamada fase estacionaria Generalmente las
curvas de crecimiento se construyen en papel semilogaritmico, en el cual uno de los ejes corresponde
al logaritmo del numero de bacterias, y el otro al tiempo en escala aritmética; este procedimiento da
una curva simétrica (Murray et al., 2021). Figura 5 representa un ciclo de crecimiento que incluye las

fases de latencia, exponencial, estacionaria y de muerte.

Fase estacionaria

Fase exponencial

Muerte celular

Log niamero de células viables

Fase adaptacion (Log)

Tiempo

(Modificado de Rodriguez & Chambi, 2019)

Figura 5. Curva de crecimiento.
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5.3 Normas de bioseguridad en el laboratorio.

El laboratorio de microbiologia debe ser un lugar seguro, eficiente y comodo para los trabajadores y
agradable para los visitantes; segun la norma ISO 15189, debe disponer de un espacio suficiente, de
forma que su carga de trabajo se pueda realizar sin comprometer la calidad ni la seguridad de todo el
personal, trabajador o visitante. Ademas, debe optimizar la comodidad de sus ocupantes, respetar la
privacidad del paciente, controlar el acceso a las distintas zonas del laboratorio y contar con un lugar
de almacenamiento que permita asegurar la continua integridad de las muestras, manuales y
reactivos. En el disefio de las instalaciones deben converger las necesidades de los especialistas,
técnicos y demas personal que desarrolla su actividad laboral en este entorno, sin olvidar a los

pacientes, sus acompafiantes y demas visitas (Alados et al., 2010).

La OMS entiende por bioseguridad al conjunto de normas y medidas destinadas a proteger la salud
del personal frente a riesgos bioldgicos, quimicos o fisicos a los que esté expuesto durante el
desemperio de sus funciones. De igual manera, el organismo también hace extensible el concepto de
bioseguridad a los pacientes y al propio medio ambiente. Llevado el concepto al mundo del
laboratorio, la OMS ya publicd en 1983 un ‘Manual de bioseguridad en el laboratorio’, destinado a
proporcionar “orientacion practica sobre las técnicas de bioseguridad a los laboratorios de todos los
niveles”. Desde entonces, el texto ha servido como manual de cabecera en cuanto a los “pilares
fundamentales de la bioseguridad en el laboratorio™: las técnicas microbiolégicas apropiadas y el
correcto uso del equipo de bioseguridad por parte del personal. De este modo, en 2005 se lanzé una
tercera edicidn el “Manual de Bioseguridad en el laboratorio”, con la intencién de que “siga sirviendo
de estimulo para que los paises implanten programadas de seguridad bioldgica y codigos de practicas

nacionales para la manipulacion sin riesgo de material potencialmente infeccioso”.
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LaNormaISO  9001:2015elaborada  por  la Organizacion  Internacional  para la
Estandarizacion (International Standarization Organization o ISO por sus siglas en inglés), determina
los requisitos para un Sistema de Gestion de la Calidad, que pueden utilizarse para su aplicacién
interna por las organizaciones, sin importar si el producto y/o servicio lo brinda una organizacién
publica 0 empresa privada, cualquiera que sea su rama, para su certificacion o con fines
contractuales. La Organizacion Internacional de Estandarizacion es un organismo independiente, no
gubernamental que actualmente retne a mas de un millén de empresas y organizaciones en mas de
170 paises miembros alrededor del mundo. Esta organizacion se cre6 luego de la Segunda Guerra
Mundial tras la reunion en Inglaterra de delegados de 25 paises para coordinar y unificar estandares

mundiales en febrero de 1947.

5.4 Esterilizacion y desinfeccion.

El descubrimiento de la penicilina en 1929 (Fleming, 1929) y su posterior introduccién en clinica
supuso una verdadera revolucion en el tratamiento de la patologia infecciosa. Desde entonces, se
han incorporado a la practica clinica decenas de familias de antimicrobianos, con actividad frente a
bacterias, hongos, parasitos y virus. Las diferencias estructurales entre las bacterias y las células
superiores hacen que la afinidad de los antimicrobianos de interés clinico por las dianas procariéticas
sea mucho mayor que por las de sus homologas eucariotas, disminuyendo asi el riesgo de efectos
adversos. La principales diferencias entre las células bacterianas y las eucariotas incluyen en las
primeras (Calvo & Martinez, 2009): a) existencia de un unico cromosoma en la bacteria, que no esta
rodeado de membrana nuclear y se halla en contacto directo con el citoplasma (por tanto, muy
accesible a los antibioticos que actuan sobre la sintesis de ADN); b) presencia de ribosomas del tipo
70S, yc)presencia de una pared celular con peptidoglicano (excepto en Mycoplasma spp.),
estructura que confiere forma y rigidez a la bacteria. Las bacterias Gram negativas ofrecen mayor

resistencia que las Gram positivas a la entrada de antimicrobianos, pues poseen una membrana
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celular externa, que rodea la capa de peptidoglucano. Esa membrana es una bicapa de lipidica que,
a diferencia de las membranas eucariotas, contiene lipolisacarido, y desempefia un importante papel
de barrera frente a determinados antimicrobianos (Nikaido, 2003). Desde el punto de vista molecular,
los antimicrobianos de uso clinico ejercen su accion en algunas de las siguientes estructuras o
funciones bacterianas: inhibiendo la sintesis de la pared bacteriana, alterando la integridad de la
membrana citoplasmica, impidiendo la sintesis proteica o bloqueando la sintesis o las funciones de
acidos nucleicos. Hay también otros antimicrobianos cuya funcién es proteger otros compuestos de
las enzimas hidroliticas bacterianas, como es el caso de los inhibidores de B-lactamasas (Garcia,
2006). Atendiendo a su efecto antibacteriano, los antimicrobianos se han clasificado tradicionalmente
en bactericidas (ejercen una accion letal para la bacteria) o bacteriostaticos (sélo inhiben
transitoriamente el crecimiento bacteriano). Los limites de ambos conceptos se consideran en la
actualidad un tanto difusos, como ya se recoge en otro numero de EIMC (Martinez, 2008). Cada grupo
de antibidticos actla preferentemente de una forma u otra, aunque un mismo antibiético puede
comportarse como bactericida o bacteriostatico, dependiendo de la concentracion que alcance en la
diana, o de su afinidad por la diana de un determinado microorganismo. En general, son bactericidas
los antimicrobianos que actuan inhibiendo la sintesis de la pared, alterando la membrana citoplasmica
o interfiriendo con algunos aspectos del metabolismo del ADN, y bacteriostaticos los que inhiben la
sintesis proteica, excepto los aminoglucésidos (Calvo & Martinez 2009). El concepto de asepsia hace
referencia a la utilizacion de procedimientos que impidan el acceso de microorganismos patdégenos a
un medio libre de ellos, por ejemplo, mediante el lavado de manos, la instauracion de técnicas de
barrera o la limpieza habitual. Antisepsia es el conjunto de procedimientos o actividades destinados
a inhibir o destruir los microorganismos potencialmente patégenos. Para la implementacion de la
antisepsia se usan los biocidas, tanto en piel y tejido humanos (antisépticos) como en objetos,

superficies 0 ambiente (desinfectantes). La revolucién terapéutica que supuso el descubrimiento de
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los antibioticos hizo que los biocidas pasaran a un segundo plano. La emergencia del grave problema

de la multirresistencia bacteriana, que nos sitia en una «era preantibidtica», hizo que volvieran a

adquirir importancia. La esterilizacion, otra piedra angular de la antisepsia, tiene como objetivo la

eliminacion de cualquier microorganismo, nocivo o no (Hernandez et al., 2014).

Descontaminacion es el procedimiento que se utiliza para disminuir la carga bacteriana de
los objetos supuestamente contaminados para su manejo seguro, mediante sustancias de
efecto biocida reconocido.

Limpieza, es la eliminacion del material extrafio (polvo, tierra, detritus orgénicos, etc.) de la
superficie inerte o viva, y que, en su efecto de barrido, elimine también a los agentes
biolégicos superficiales. El agua, el jabon o el detergente y el secado posterior son los
elementos basicos del proceso. La temperatura y la calidad del limpiador quimico, que incluye
desincrustantes, ph del medio y la técnica de lavado son determinantes en la actividad de
limpieza del material inerte.

Desinfeccién, se lleva a cabo por medio de biocidas o germicidas, sustancias quimicas
antimicrobianas cuyos mecanismos de accion y resistencia son muy similares a los de los
antibidticos. Esta similitud esta generando inquietud por la posibilidad de cruce de informacion
genética que agrave el problema de las resistencias bacterianas. La mayoria de los biocidas
pueden actuar como antisépticos, aplicados sobre piel y tejidos, o desinfectantes, sobre
materiales inanimados. El espectro de accién de los germicidas depende de las
caracteristicas propias del producto y de factores externos controlables: temperatura,
concentracion, tiempo de exposicion, etc.

Desinfectante, procedimiento que logra un efecto bacteriostatico, pero no actia
generalmente sobre las formas resistentes bacterianas. Un desinfectante es aquel que se

utiliza en objetos 0 ambiente inanimado.
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¢ Antisepsia, procedimiento que pretende, mediante el empleo de sustancias quimicas, la
disminucion de microorganismos (accién biocida) o impedir su proliferacion (accién
biostatica). A diferencia de los desinfectantes, su baja toxicidad relativa permite que se
puedan aplicar sobre la piel y las mucosas.

e Antiséptico, se define igual que el desinfectante, aunque en este caso el término se utiliza
para ambiente animado (organismo vivo) (Rodriguez, 2006).

e Esterilizacion, procedimiento que no admite la presencia de agentes bioldgicos. Esta
pretension de negacidn absoluta esta sujeta a la cinética del proceso, y depende del control
estricto del agente esterilizante, del tiempo de accién, de la biocarga presente y de sustancias
o0 eventos que puedan interferir en la accion. El control estricto de estos parametros, asi como
las condiciones de envoltura y almacenamiento del material supuestamente estéril,

garantizan la eficacia real del proceso (Hernandez et al., 2014).

5.5 Medios de cultivo.

Los medios de cultivo constituyen el micromundo de los microorganismos en condiciones de
laboratorio, intentando simular su habitat natural en relacién con la satisfaccion de sus necesidades,
es por eso que cada medio de cultivo debe ser disefiado de acuerdo con las exigencias del
microorganismo en cuestion (Gémez & Bastida, 2006). Son una herramienta fundamental en los
laboratorios de Microbiologia. Desde la época de Koch hasta hoy en dia se ha incrementado
enormemente el arsenal de medios de cultivo con que cuentan los microbidlogos. La responsable
directa de tal incremento de los medios de cultivo es la expansion de la microbiologia desde la

medicina hacia la agricultura, la alimentacion y la industria farmacéutica (Burguet & Castillo, 2013).
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5.5.1 Componentes

De una forma muy general, se puede decir que los medios de cultivo se componen de: Una fuente
de carbono, normalmente son azUcares sencillos como, por ejemplo, glucosa, lactosa, etc., pero
existen también algunos organismos que usan CO,, (en este caso serian autétrofos, al igual que las
plantas). Una fuente de nitrdgeno se suelen usar proteinas parcialmente hidrolizadas, peptonas. Otros
componentes, como K+, Na *, vitaminas, etc. Amortiguadores de pH (soluciones tampén o buffer)
son sustancias que ayudan a mantener el pH del medio de cultivo dentro de un rango adecuado para
el crecimiento de los microorganismos. Por ejemplo, suelen usarse como tampones los fosfatos
disodicos (Na,HPO,) o monosddicos (NaH,PO,). Existen preparados comerciales (infusiones o
extractos) obtenidos a partir de tejidos animales como cerebro, corazon o higado. Y a veces se usan
también fluidos corporales como la sangre animal. Todos estos productos contienen los componentes
basicos necesarios para el crecimiento de microorganismos. Es importante tener en cuenta que hay
ciertos tipos de microorganismos con requerimientos especiales para su desarrollo, que se afiadiran

al medio en caso necesario (Burguet & Castillo, 2013)

5.5.2 Clasificacion

En la actualidad existe una variedad de medios de cultivo, incluyendo los medios liquidos o caldos y
los medios solidificados con agar; entre los que podemos encontrar medios enriquecidos, medios
selectivos, medios diferenciales y medios especializados (Muhlhauser & Rivas, 2014). En
microbiologia segun la proporcion de agar se clasifican de acuerdo con sus caracteristicas fisicas:
medios liquidos no contienen productos solidificantes, usualmente se les llama caldos, favorecen la
multiplicacion de las bacterias cuando la muestra es muy pobre. Los medios semisélidos contienen
una cantidad minima de agar. Son usados para estudiar la motilidad de las bacterias. Los medios
solidos contienen agar es un carbohidrato obtenido de algas marinas, da consistencia solida al medio

por su accion como coagulante. No aporta ningun valor nutritivo. Generalmente el agente solidificante
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es el agar al 1-2%. Estos medios inmovilizan las células y les permiten crecer y formar masas visibles
y aisladas llamadas colonias. Cada medio de cultivo generalmente tiene una coloracion diferente de

otra (Muhlhauser & Rivas, 2014).

Por su composicion quimica se utilizan dos grandes clases de medios de cultivo: los definidos y los
complejos. Los medios definidos se preparan afiadiendo cantidades precisas de productos organicos
0 inorganicos puros a agua destilada. Por tanto, en un medio definido se conoce la composicion exacta
(tanto en sentido cualitativo como cuantitativo). Si se desea cultivar muchos microorganismos, no es
esencial conocer la composicion exacta de un medio. En estos casos, es suficiente con un medio
complejo, e incluso puede resultar ventajoso los medios complejos se usan cuando se cultivan
muchos microorganismos. Estan hechos con hidrolizados de productos microbianos, animales o
vegetales, como caseina (proteina lactea), carne (extracto de carne), soja (caldo triptico de soja),
celulas de levadura (extracto de levadura), o algun otro de una larga serie de sustancias altamente
nutritivas. Comercialmente vienen deshidratados y solo hay que rehidratarlos para obtener el medio
de cultivo. No se conoce la composicion nutricional exacta. Dentro de los medios complejos se

encuentra la siguiente clasificacion:

e Medios enriquecidos: Inicia como medio complejo y después se va complementando con
sustancias de alto poder nutritivo como suero o sangre. Este medio se utiliza para el cultivo
de microorganismos nutricionalmente exigentes, muchos de los cuales son patégenos.

e Medios selectivos: Contiene compuestos que inhiben el crecimiento de algunos
microorganismos, pero no de otros. Por ejemplo, existen medios selectivos para el
aislamiento de determinados patdgenos,

e Medios diferenciales: Se afiade un indicador, normalmente un colorante, que mediante un
cambio de color nos sefiala que durante el crecimiento se ha producido una reaccion

metabdlica determinada. Los medios diferenciales son utiles para distinguir las bacterias.
Por su presentacion el medio sdlido en placas se usa en cajas Petri generalmente para aislar

colonias, medio solido en tubo con agar inclinado ya que de esta manera los microorganismos tienen
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una mejor disponibilidad de nutrientes, se utilizan para la conservacion de microorganismos por
periodos largos o en las pruebas bioquimicas, medio liquido en tubo se utiliza para la detencién de
microorganismos, medio semisolido en tubo generalmente se utilizan para observar la movilidad de

los organismos (Muhlhauser & Rivas, 2014).

5.5.3 Preparacion

Los medios de cultivo pueden adquirirse comercialmente listos para su uso o se pueden preparar en
el laboratorio a partir de material deshidratado (el cual contiene los componentes necesarios para
elaborar cada uno de los tipos de medios existentes). Para su elaboracion hay que seguir las
instrucciones dadas por el fabricante, que se especifican en el etiquetado del envase. Normalmente
consiste en disolver el medio deshidratado en agua destilada, proceso que se conoce como
reconstitucion. La cantidad de agua sera la que indica el fabricante. En el caso de medios que
contienen agar como agente gelificante, hay que disolver agitando y calentando a la vez, debido a
que el agar funde en torno a 100°C. Para ello se puede utilizar un termoagitador magnético (que evita
una ebullicién prolongada). Una vez reconstituido el medio de cultivo, hay que esterilizarlo para
asegurarse de que no crecera ningun microorganismo contaminante, ya que el objetivo del cultivo es
determinar el crecimiento de los microorganismos presentes en muestras clinicas para su posterior
identificacion. La esterilizacion se realiza en una autoclave a 121°C durante 15-20 min. Los medios
de cultivo en tubo se fraccionan antes de esterilizar y se introducen en la autoclave tapados con
algodén graso y papel de aluminio. Sin embargo, los medios sélidos en placa se suelen esterilizar en
recipientes grandes (botellas o0 matraces) con tapon de plastico o algodon graso. Posteriormente se
recomienda esperar a que la temperatura baje a unos 45-50°C para fraccionarlo en placas, siempre
cerca del mechero para evitar contaminacion. El fraccionamiento consiste en depositar una pequefia
cantidad en la placa, hasta que alcance unos 4 mm de altura. Dejar enfriar a temperatura ambiente

hasta que solidifique por completo. Una vez sélido, se invierte (de tal forma que la superficie de apoyo
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sea la tapa de la placa) y se almacena refrigerado a 4°C. Los medios de cultivo que incluyen en su
composicion sustancias termolabiles, es decir, que se alterarian tras someterse a un tratamiento con
calor, necesitan un procedimiento alternativo para su esterilizacion. Generalmente se realiza filtracion
con membranas de un didmetro de poro de 0,2 a 0,45 um. Los virus no se eliminan, pero si las
bacterias y hongos que pudieran contaminar el medio. Serian ejemplos de sustancias termolabiles el

suero y determinados antibi6ticos.

5.5.4 Control de calidad

En general, se utilizan medios deshidratados, que se reconstituyen en el laboratorio, 0 medios ya
preparados, listos para usar. En todos los casos deben ser conservados y procesados de acuerdo a
las especificaciones del fabricante, teniendo siempre en cuenta la fecha de vencimiento y las
condiciones de conservacion y observando antes de usarlo las caracteristicas fisicas del mismo. Si
se trata de medios en polvo verificar su hidratacidn, consistencia y/o color. Control de esterilidad al
menos un 5% de las unidades de medios distribuidos en placas de Petri debe ser incubado a 35°C
durante 24 horas. A los medios que contienen sangre conviene incubarlos 24 horas més a
temperatura ambiente, para controlar el desarrollo de bacterias psicréfilas como Pseudomonas
fluorescens o Pseudomonas putida. Cuando se detecte mas de un 10% de placas contaminadas,
debe desecharse todo el lote.. de Apariencia y color se debe observar que las caracteristicas del
medio preparado respondan a su composicion. La presencia de algun precipitado, a menos que el
medio contenga algun componente insoluble, indica algun problema en la técnica de preparacién, en
la calidad del agua utilizada o en la calidad del medio comercial. Si el precipitado desaparece cuando
el medio se coloca a la temperatura de incubacion, se considera que es satisfactorio. Si el color no es
el esperado, se debe controlar el pH, cuyo valor debe caer dentro de + 0,2 unidades de lo especificado
en la formula. Este control se realiza para cada lote de placas compradas o cada vez que se prepara

el medio. Otro método es utilizar la cinta testigo, es un autoadhesivo que funciona como indicador
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quimico, que testifica el paso de envases y paquetes por los procesos de esterilizacion en vapor, el
cambio de color en el indicador permite saber que el envase ha sido directamente expuesto al proceso
de esterilizacion y para distinguir entre unidades procesadas y no procesadas, el cambio es de color
verde a negro. Control con muestras de referencia cada lote preparado de medio de cultivo se debe
probar antes de su uso rutinario, mediante la inoculacién de microorganismos cuyo comportamiento
se conoce, tanto para reacciones positivas, como negativas. Para esto pueden utilizarse cepas
bacterianas control de la ATCC (American Type Culture Collection). Se debe guardar un registro de
los resultados obtenidos (Herrera & Campos, 2005). Control de pH debera controlarse que el medio
preparado tenga el mismo pH que se especifica en la literatura o en las recomendaciones del
fabricante. Se debe rehidratar con agua de pH controlado y efectuarse una medida inicial previa a la
esterilizacion. La medicion final se realiza a una de las placas preparadas después su esterilizacion y
solidificacion. Control de crecimiento el control se realiza en una de las placas preparadas y se
utilizan cepas bacterianas de especies que sean exigentes para el desarrollo 0 que muestren
caracteristicas particulares en el medio. Control de calidad de equipos se deben basar en las
normativas actuales para implantacion de un sistema de calidad en laboratorios, comentando las
caracteristicas mas sobresalientes de cada una de las posibilidades existentes (autorizacion
administrativa por parte de las comunidades auténomas, certificacién basada en la norma ISO
9001:2000 y acreditacion basada en la norma ISO 17025) darle seguimiento a la normatividad nos
permite la "identificacion y trazabilidad" de los productos (todos los resultados deben poder ser
trazables, es decir, si hay algo no conforme, el sistema debe garantizar que puede conocerse en
cualquier momento, con los registros realizados, donde esta el origen de la no conformidad), "control
de los procesos" tanto de anélisis como de calidad en general (identificacién de muestras, registros,
quién informa, quién puede hacer modificaciones, etc.), "inspeccion y ensayo" (donde se exige la

documentacion de los procesos que se van a realizar mediante procedimientos normalizados de
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trabajo y se requiere que el sistema permita conocer en cualquier momento el estado de ensayo de
cada muestra. Se hace ademas hincapié en el "control de los productos no conformes", en la
necesidad de controlar el sistema mediante "auditorias internas" de la calidad, realizadas por
secciones por personal no implicado en el area que se va a auditar y generales por el responsable de
calidad y que son muy utiles para conocer las desviaciones del sistema de calidad implantado y poder
asi emprender "acciones correctivas y preventivas". En los laboratorios es un punto importante el
"control de los equipos de medicidn, inspeccion y ensayo" (disponiendo de un documento de
funcionamiento y mantenimiento de cada equipo, asi como un protocolo de calibracidn). Es importante
definir un "plan de formacién para el personal”, asi como una "definicion de requisitos y funciones" de
cada puesto de trabajo. Otro de los aspectos es lo que la norma denomina el "servicio posventa" y
que para los laboratorios se resume en las acciones posteriores a la emision del informe (Gimeno,
2003). Criterios de aceptacion un lote de medio de cultivo sera aceptado si todos los controles de
calidad se encuentran dentro de los valores establecidos. Si alguno de los controles diera fuera de
los valores permitidos, aun luego de realizar acciones correctivas para subsanarlo, se debe descartar
ese lote de medio. Estabilidad y condiciones de conservacion las placas preparadas deben ser
almacenadas entre 2 y 8° C en bolsas selladas. Los frascos con medios que no vayan a ser utilizados
en el momento deberan guardarse en un lugar seco al resguardo de la luz solar. Antes de su utilizacion
se debe controlar que los medios de cultivo no presenten evidencia de descoloracion, deshidratacion,
rotura del agar, volumen insuficiente, evidencias macroscopicas de crecimiento bacteriano o micético
u otros signos de deterioro. Se sugiere descartar los medios que presenten algunas de estas
caracteristicas. Registros anotar en la planilla de registro de preparacion de medios, la fecha de
preparacion, el nimero de lote y la cantidad de medio preparado. Dejar asentado en la misma planilla
los resultados de los controles de calidad realizados a cada lote, asi como también las acciones

correctivas, en caso de haber sido necesarias. Deshidratacion no utilizar medios solidos que
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presenten la superficie resquebrajada o separada del borde de la placa. Para evitar este problema,
las placas preparadas y controladas se envasan en bolsas de plastico y se conservan en heladera.
Deben llevarse a temperatura ambiente antes de ser utilizadas. Prueba de rendimiento del medio
antes del uso de cada nuevo lote deben realizarse controles con cultivos de referencia. Los medios
de cultivos primarios deben ser sembrados con los microorganismos mas exigentes, dentro de la
gama de gérmenes para los que estan destinados. Los medios selectivos deben probarse tanto con
los microorganismos capaces de desarrollar en los mismos como con los que deben inhibir. Los
medios de identificacion deben probarse tanto con microorganismos que den las pruebas positivas
como con aquellos que las den negativas. Descontaminacion de cultivos a descartar cuando los
cultivos se dan por finalizados y se quieren desechar, es necesario antes proceder a su
descontaminacién. Lo mas conveniente es someterlos a esterilizacion por calor humedo, 125°C, 30
minutos, en los envases que se han utilizado para el cultivo. Sélo asi se pueden desechar los medios
y el material descartable (descartados en bolsas de un determinado color) y recuperar los envases
reciclables, por ejemplo, tubos de vidrio (descartados en bolsas de otro color y de un espesor de 150

micrones) (Lopardo, 2016).

5.5.5 Técnicas de inoculacion

De acuerdo con la RAE inocular es la introduccién artificial de microorganismos en un medio de cultivo
con el fin de iniciar un cultivo microbiano; la importancia de obtener un buen cultivo de bacterias radica
en que la morfologia, reacciones de coloracion, propiedades bioquimicas etc. de las colonias
bacterianas puedan ser vistas al microscopio claramente. Para la proliferacion de las colonias
bacterianas deberas tener un medio de cultivo que le brinde todo lo que requieren en nutrientes y

entorno.

Consideraciones importantes: Los materiales deberan estar en buen estado y esterilizados en caso

de utilizar asas de inoculacién considerar los diferentes tamafios y optar por la que nos funcione mejor,
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se debe esterilizar el asa en la llama hasta que todo el filamento se haya puesto al rojo vivo y
obligatoriamente debes dejarla enfriar unos segundos para evitar quemar el inoculo, es recomendable
tomar una asada de muestra solamente ya que con eso es suficiente, la inoculacion debe ser suave
y fluido, de preferencia en una habitacion sin corrientes de aire como en una campana de flujo laminar
con previa esterilizacion con luz UV y tener a la mano un mechero. Para transferir los microrganismos,

se recomienda.

e Medio liquido a medio liquido: utilizar pipeta Pasteur o graduada, o asa.
e Medio liquido a medio solido: utilizar pipeta Pasteur o graduada, asa o hisopo.
¢ Medio solido a medio sélido: utilizar asa o aguja.

e Medio solido a medio liquido: utilizar asa o aguja.
Una vez finalizada la inoculacion se debe rotular la caja o tubo con nombre de quién sembrd, fecha y
nombre o identificacién de la muestra. Incubar siguiendo las recomendaciones del fabricante.
Inoculacién en caja Petri consiste en la dilucién de un cultivo mediante el estriado en la superficie de
un medio sdlido. Los microorganismos se van quedando al hacer las estrias en diferentes partes de
la superficie del medio de tal modo que quedaran células individuales que al multiplicarse daran lugar
a una colonia. Método de inoculacion por estria cruzada se toma la caja que se va a inocular cerca
del mechero, se hacen una serie de estrias en una esquina de la caja, se da vuelta a la caja y con el
asa se toca las dos Ultimas estrias una o dos veces y se hace una nueva serie de estrias, repitiéndose
esto en el resto de la caja. Método de inoculacion por estria masiva muy comun de usar tanto en cajas
Petri como tubos con agar, la finalidad es repartir el inoculo de forma en la incubacidn aparezcan
colonias aisladas para su estudio individual. Se toma la caja que se va a inocular cerca del mechero,
se hacen una serie de estrias en forma descendente y continuas, pareciera que haces zigzag. Método
de inoculacion semicuantitativo se traza una linea a la mitad de la caja; tomando el punto donde se
inicia la linea, se comienza a estriar en forma perpendicular a esta de manera continua hasta llegar a

la mitad de la caja, a continuacion, se le da vuelta a la caja y se repite el procedimiento a partir de la
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ultima estria hasta completar la caja. Por ultimo, se realiza un estriado en forma contraria para obtener
un crecimiento enrejado (Mihlhauser & Rivas, 2014). En la figura 6 se observan tres técnicas
diferentes de inoculacién bacteriana en caja Petri con medio de cultivo sélido, estos ejemplos son los

mas comunes en un laboratorio.

Inoculacion Inoculacién por Inoculacién por
semicuantitativa estria masiva estria cruzada

(Elaboracién propia)

Figura 6. Técnicas de inoculacion en caja Petri con medio sélido.

Inoculacién en tubo el medio de cultivo en tubo puede ser sélido, liquido o semisdlido. Se usa en
caldo para desarrollar un crecimiento bacteriano, en pico de flauta para las pruebas bioquimicas o en
agar nutritivo para la conservacion de cepas. Método de inoculacion por agitacion se usa cuando el
medio es liquido o “caldo” se agita el asa en él para desprender bien el indculo. Método de inoculacion
por picadura con estria se introduce la aguja en el medio s6lido en forma de pico de flauta picando la
base del medio hasta la mitad y estriando el pico del medio. Método de inoculacion por picadura
punzar cuidadosamente en el centro del tubo conteniendo medio semisélido SIM sin llegar al fondo y
retirar el hilo cuidadosamente tratando de recorrer el mismo camino de la puncién. En la figura 7 se

observan tres tipos diferentes de inoculacion bacteriana dependiendo de estado del medio de cultivo.
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Inoculacién por

Inoculacion por agitacion . .
picadura con estria

Inoculacion por picadura
(Elaboracién propia)

Figura 7. Técnicas de inoculacion en tubo con medio de cultivo liquido, sdlido y semisdlido.

5.5.6 Técnicas de aislamiento

Cuando se examina en el microscopio una gota de agua de lluvia, se observa gran variedad de
microorganismos; algunos de ellos podrian ser Utiles al hombre, mientras que otros podrian ser
patdgenos. La separacion de cada una de estas variedades es lo que se conoce como el aislamiento
de microorganismos (Hernandez, 2003). El objetivo del aislamiento es obtener colonias bien
separadas de las que se conseguird un cultivo puro; un cultivo puro es aquella poblacion de
microorganismos de un mismo tipo que, generalmente, se producen a partir de una sola célula
(Hernandez, 2003). Una vez obtenidos los cultivos puros se podran estudiar las caracteristicas
macroscdpicas, microscopicas, fisiologicas, etc. de un microorganismo en particular. Hay que tener
en cuenta que siempre el aislamiento se da en un medio solido. Los métodos generales, el método
por agotamiento; se flamea el asa, se enfria y después se toma una asada de la colonia luego se
realizan estrias en la placa en forma consecutiva sin recargar el asa. Método por estria cruzada tomar
una asada de la muestra y realiza las estrias sobre un area pequefia se retira el asa, se quema a la
llama, y luego de enfriarla en el interior de la placa se hacen nuevas estrias por otra zona tocando

ligeramente la muestra sembrada anteriormente. Este proceso puede repetirse sucesivamente,
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flameando y enfriando el asa al comienzo de las sucesivas siembras en estria, de acuerdo con la
carga inicial de microorganismos. Método por dilucion seriada; previa en solucion fisioldgica o caldo:
Se toma la muestra para aislar y se la resuspende en solucion fisiologica o caldo nutritivo, preparando
luego diluciones seriadas decimales en condiciones asépticas. Se toman las diluciones y se estria
con ellas una placa para cada una. En la dilucién adecuada se obtendran colonias aisladas. Método
por extension en superficie con espatula de Drigalski aqui también pueden prepararse diluciones
decimales. Se deposita sobre la superficie de la placa una gota 0 0,1 ml de una determinada dilucién
del cultivo de microorganismos y se extiende con ayuda de la espatula, previamente esterilizada por
flameado, en todas las direcciones hasta que esté completamente seco. En la figura 8 se observan

tres tipos diferentes de aislamiento de microorganismos en caja Petri con medio de cultivo solido.

‘1\\

000G
[E[Alhfat

Aislamiento por Aislamiento por Aislamiento por diluciones
estria cruzada diluciones seriadas seriadas

|

(Elaboracién propia)

Figura 8. Técnicas de aislamiento.

Los métodos especiales, se basan en las caracteristicas del microorganismo que se quiere aislar
hay que tener en cuenta que puede haber gérmenes que poseen idénticos comportamientos frente a
un mismo agente fisico o quimico. Método de calentamiento se utiliza para el aislamiento de gérmenes
esporulados de los no esporulados. Método agregado de &cido tratamiento de la muestra con algunos

de estos agentes ya que existen microorganismos que los resisten y otros que no. Método variaciones
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de la temperatura de incubacion, incubando a dos temperaturas distintas. Método de cambios en el
pH existen unos pocos gérmenes que pueden crecer en medios con pH extremos. Método presencia
de sales o colorantes debido a la capacidad de distintos microorganismos de crecer o0 no en medios
con sales, sustratos, colorantes o antibidticos, se utilizan distintos medios de cultivo con el fin de lograr

su aislamiento (Mihlhauser & Rivas, 2014).

5.6 Identificacion bacteriana.

La identificacion de bacterias tiene sus etapas, procedimientos y grado. Una vez llegada la muestra
al laboratorio se examina directamente, en fresco o por medio de tinciones generales o especificas,
luego, las bacterias aisladas en los distintos cultivos se identifican por diversos métodos para conocer
género, especie Y biotipos, y luego, si procede, se hacen con ellas otras pruebas. En microbiologia
clinica se ha basado, y se sigue basando, en la taxonomia clasica y tradicional de sus caracteres
fenotipicos como morfologia, aspecto en los medios de cultivo, propiedades fisiolégicas, propiedades
bioquimicas, degradacion de macromoléculas, tipos de enzimas respiratorias, necesidades
nutricionales, caracteristicas quimiotaxondmicas, inhibicién por diversas sustancias y reaccion frente
anticuerpos (Gobernado & Lopez, 2003). Sin embargo, la identificacién microbiana consta de métodos
mas avanzados como los métodos moleculares que permiten soslayar algunas de estas limitaciones,
si bien su implementacion no es universal. Este hecho se debe a un coste mas elevado y al grado de
especializacion que se requiere para su aplicacion, por lo que los métodos moleculares suelen estar
centralizados en laboratorios o centros de referencia. Y recientemente los métodos basados en
protedmica han irrumpido de manera importante en el campo del diagndstico microbiolégico y sin
duda va a tener un gran impacto en la organizacion futura de los servicios de microbiologia (Bou et
al., 2011). En la figura 9 los dos componentes de una identificacion bacteriana, en primera estancia
la identificacion fenotipica consiste en la realizacion de diversas pruebas bioquimicas, cada una de

las cuales nos permite determinar visualmente algunas caracteristicas especificas de las diferentes
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especies bacterianas, por otro lado tenemos los métodos genotipicos, el genotipo es la informacién
recogida en los genes de un organismo, mientras que su fenotipo es la manifestacion / expresion de

dicho genotipo en un determinado ambiente (Porres & Ruiz, 2018).

Métodos Métodos Identificacion

fenotipios genotipicos bacteriana

(Elaboracién propia)

Figura 9. Componentes de la identificacion bacteriana.

5.6.1 Métodos fenotipicos.

Actualmente, la identificacidn bacteriana se realiza por medio de métodos convencionales, basados
en las caracteristicas fenotipicas, puesto que su realizacion y coste los hace mas asequibles. Los
caracteres fenotipicos se extraen de la morfologia bacteriana (tamafio, aspecto, inclusiones, esporas,
capsulas, flagelos, tipo de tincidn), aspecto en los medios de cultivo (morfologia, mérgenes, elevacion,
superficie, textura, opacidad, pigmentacién), propiedades fisiologicas (margen de crecimiento a
distintas temperaturas, pH y cloruro sddico, y atmosfera de O2 libre), propiedades bioquimicas
(metabolismo de nitrégeno, utilizacion de hidratos de carbono, degradacién de macromoléculas, tipo
de enzimas respiratorias), necesidades nutricionales, caracteristicas quimiotaxonomicas (tipo de
pared celular, membrana celular, proteinas, lipopolisacéridos), inhibicion por diversas sustancias
(colorantes, antibiéticos, fagos, bacteriocinas) (Gobernado & Lopez, 2003). Todas las caracteristicas
fenotipicas conocidas son importantes y hay que tenerlas en cuenta cuando se inicia el proceso de
identificacion, pero en principio se seleccionan aquellas que se consideran pruebas primarias, que
son rapidas y sencillas de realizar, nos arrojan caracteristicas macroscopicas como la morfologia en

la tincion de Gram u ofras tinciones, crecimiento en diferentes atmosferas de incubacién, crecimiento
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en varios tipos de medios de cultivo, oxidasa y catalasa. Luego se emplean pruebas bioquimicas
permite identificar con un alto grado de precision la mayoria de las bacterias clinicamente
significativas para las cuales se utilizan diversos tipos de medios de cultivo de acuerdo con los
requerimientos nutricionales de las bacterias. La figura 10 nos muestra del lado izquierdo a las
pruebas primarias o también conocidas como ‘pruebas rapidas”, en el centro a las pruebas
bioquimicas como los dos componentes del método fenotipico de la identificacion bacteriana

(Fernandez et al., 2010).

Pruebas Pruebas Método

primarias bioquimicas fenotipico

(Elaboracién propia)

Figura 10. Componentes del método fenotipico de la identificacion bacteriana.

5.6.1.1 Tinciones.

La utilizacién de los colorantes en los procesos de identificacion en microbiologia se fundamenta en
las propiedades fisicoquimicas de estas sustancias. En el campo de la fisica, la dptica explica como
todos los objetos son observables dependiendo de las longitudes de onda que se absorben y se
transmiten dentro del denominado “espectro visible”. Dichas transiciones se deben, a su vez, a los
compuestos quimicos y a los movimientos electrénicos dentro de los atomos. Asi mismo, cuando
interacciona un colorante con una célula o un tejido, ocurren reacciones que dependen de grupos
quimicos funcionales denominados cromdforos (grupo funcional que cuenta con una alta densidad
electrénica) y auxocromos (causa una absorcion del cromoforo hacia longitudes de onda)
dependiendo de los compuestos quimicos que los constituyen, los colorantes pueden ser acidos,

basicos 0 neutros y esta connotacion se debe a la parte activa del colorante y a la reaccién que

47

——
| —



ocasiona sobre las células microbianas. Los colorantes son sustancias que tienen la capacidad de
tefir células, estructuras o tejidos; y de acuerdo con su origen, permiten hacer visibles los objetos
microscopicos y transparentes, conocer su forma y tamarfio, asi como sus estructuras internas y
externas. de acuerdo con su origen, se pueden clasificar en naturales, aquellos que son extraidos de
plantas o animales, y artificiales, los que se extraen de minerales y son procesados en el laboratorio.

(Corrales & Caycedo, 2020).

El proceso general de una tincion consta de primero la fijacion tiene como objeto la inmovilizacién de
las estructuras del material a estudiar en un estado lo mas proximo posible al estado vivo y esta
consiste en una muerte rapida de los microorganismos, debida a la coagulacion de albuminas
protoplasmaticos, la fijacién es una medida de seguridad Util y necesaria porque que las bacterias
vivas son generalmente impermeables a muchos de los colorantes utilizados, luego la coloracion
que es proceso de tincion de microorganismos, la decoloracion tiene la finalidad de diferenciar si las
bacterias son o0 no capaces de perder el colorante bajo la accion de situaciones drasticas, lo que
permitira diferenciar distintos grupos bacterianos, el lavado es la eliminacidn del exceso de colorante,
mordente o decolorante, para evitar interferencias entre un producto y otro que podrian inducir a error,
luego se aplica el colorante de contraste consiste en la utilizacion de colorantes generalmente
basicos que tefiiran al final aquellas estructuras que han sido decoloradas y, que por lo tanto, no han
podido ser tefiidas con el colorante inicial, finalmente se debera realizar la observacion al
microscopio siempre se empezara por el objetivo de pocos aumentos para comprobar que la muestra
esta adecuadamente distribuida y no existen otros elementos, como por ejemplo cristales, restos de
colorantes sin cristalizar, particulas de polvo, etc. Posteriormente se ird aumentando el objetivo. En
la figura 11 se muestran los pasos que se realizan en una tincion de microorganismos (Lépez et al.,

2014).
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p Ve Tincion -
+ Extencion * Iniciar con el
| Seado B
* Fijacion « Decoloracion '
* Lavado
\ Preparacion de \_* Secado \ Observacion al
muestra microscopio

\/ (Modificado de Lopez et al., 2014)

Figura 11. Pasos realizados en una tincion de microorganismos.

En la figura 12 se muestra que las tinciones se clasifican en tres grupos: La tincion simple en estas
se utiliza un solo colorante, por lo que todas las estructuras celulares se tifien con la misma tonalidad
(azul de algoddn lactofenol) se basa en el hecho de que las células tienen una composicion quimica

diferente a la de su entorno, de modo que ambos se comportan de forma diferente frente al colorante;

Tincién simple *Azul de algodon actofenol
( \ '*Gram \
Tincion diferencial *Ziehl Neelsen
L *Kinyoun
Clasificacion ) §
, *Tinta china
*Capsulas 1, .
Rojo congo
Tincion estructural *Esporas * Schaeffer Fulton
i 2 *Granulos *Albert
(MOdIflcadO de LOpeZ et al, 2014) metacromaticos — | *Lorffler

Figura 12. Clasificacion de las tinciones.
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La tincion diferencial en estas se utilizan varios colorantes combinados, las estructuras celulares se
diferencian en funcion de los colorantes que fijan, se basan en el hecho de que distintos tipos de
células tienen distinta composicion quimica; y por lo tanto, reaccionan de forma diferente frente a una
tincion, lo que permite clasificar los microorganismos en diferentes grupos. Los ejemplos clésicos
serian la tincion de Gram o la de Ziehl-Neelsen; La tincion estructural se basan en el hecho de que
existen estructuras celulares con una composicion quimica determinada afin por uno de los colorantes
que se aplican en la tincion, de modo que se tifien selectivamente como las esporas, los flagelos y

los granulos metacromaticos, entre otros (Corrales & Caycedo, 2020).

5.6.1.1.1 Tincién de Gram

Esta tincién desarrollada por el doctor Christian Gram en 1884, es hoy la mas utilizada en los
laboratorios de bacteriologia y permite, de acuerdo con la estructura y grosor de la pared bacteriana,
agrupar las bacterias Gram positivas y en Gram negativas. Las Gram positivas poseen una capa
gruesa de peptidoglicano y carecen de membrana externa, mientras que las Gram negativas tienen

una capa mas delgada de peptidoglicano y poseen una membrana externa (Cavallini et al., 2005).

El cuadro 5 nos muestra diferentes tipos de metodologias aplicadas en la Tincion de Gram de acuerdo

al autor (Toro, 2005).

Cuadro 5. Diferentes metodologias para realizar la Tincion de Gram.

Tincion de Gram

Forbes BA, Sahm D, ~ Koneman EW, Allen  Harvey RA, Champe

Referencia
Weissfeld A SD, et al PC

Solucién de cristal

10a30s 1 min 1 min

violeta
Solucion de Yodo 20a60s 1 min 1 min
Hasta que no se
Alcohol-Cetona 10s

arrastre mas cristal
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violeta, usualmente 10  5s o0 dependiendo de

S 0 Menos la densidad de la
muestra
Safranina 30s 1 min 30s

(Gonzalez et al., 2020)

5.6.1.2 Pruebas bioquimicas.

La completa caracterizacion de los bancos de microorganismos en las colecciones incluye diferentes
procedimientos, entre los que se encuentran métodos de deteccion bioquimicos, moleculares y
microbioldgicos, acompafados de métodos de microscopia. El chequeo de bancos de células
procariotas en general se basa en la identidad, pureza del cultivo y estabilidad genética. La
confirmacion de la identidad como especie y del genotipo-fenotipo puede incluir: andlisis del
crecimiento en medios selectivos, requerimientos nutricionales, resistencia a antibidticos y
caracterizacion bioquimica; porcentaje de células que portan el plasmido de interés; nimero de copias
del plasmido; secuencia de ADN plasmidica y caracterizacion de los mismos por restriccion (Leslie &
Barbara, 1991). Las pruebas bioquimicas permiten determinar las caracteristicas metabolicas de las
bacterias objeto de identificacién. Algunas de estas pruebas son técnicas rapidas, ya que evaltan la
presencia de una enzima preformada y su lectura varia entre unos segundos hasta unas pocas horas.
Otras pruebas requieren para su lectura el crecimiento del microorganismo con una incubacion previa
de 18 a 48h; a este grupo pertenecen la mayoria de las pruebas que detectan componentes
metabolicos 0 aquellas que determinan la sensibilidad de un microorganismo a una sustancia dada
tras cultivo en medios de identificacion que contienen el sustrato a metabolizar. No obstante,
algunas de estas pruebas pueden realizarse de forma rapida tras incubacién de unas 2-6h; en general,
se trata de reacciones enzimaticas cromogénicas o pruebas convencionales modificadas (hay discos
0 tabletas comercializados con substratos cromogénicos para uso individualizado). La bateria de

medios empleados puede ser selectivos, diferenciales o0 ambos, recordemos que un medio selectivo
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es aquel al que se han adicionado compuestos para inhibir selectivamente el desarrollo de
determinados microorganismos, pero no de otros. Un medio diferencial, es aquel al cual se ha
adicionado un indicador de alguna clase, cominmente un colorante, que permite al clinico diferenciar
entre varias reacciones quimicas efectuadas durante el desarrollo. En la bateria de pruebas realizadas
para ayudar a identificar un organismo se pueden medir muchas reacciones bioquimicas, en efecto,
estas pruebas miden la presencia o ausencia de enzimas que participan en el catabolismo de (los)
sustratos del medio que se adiciono (arén) al medio diferencial. La fermentacidn de azucares se mide
incorporando colorantes para pH, que cambian de color al acidificarse el medio. Se determina la
produccion de gas hidrogeno y/o de bioxido de carbono durante la fermentacion de los azucares,
observando la formacién de burbujas de gas que quedan atrapadas en el medio de agar. La
produccion de sulfuro de hidrogeno se evidencia en un medio que contiene una sal férrica. Si se
produce sulfuro, el hierro férrico forma un complejo con el H2S para formar un precipitado negro de
sulfuro de hierro. La utilizacién de &cido citrico, un acido de seis carbonos que contiene tres grupos
carboxilo, se acomparia de una elevacion del pH, se incorpora un colorante especifico en el medio de
prueba, que cambia de color al cambiar las condiciones a la alcalinidad. En el cuadro 6 se muestra
que literalmente se han desarrollado centenares de pruebas diferenciales para el uso clinico, pero

solamente se utilizan alrededor de 20 por rutina.

Cuadro 6. Pruebas bioquimicas.

Empleo mas

Procedimiento frecuente
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Fermentacion de

carbohidratos

Acido y/o gas durante el
crecimiento
fermentativo con

azucares o0 alcoholes

Medio de caldo con carbohidratos y
fenol como indicador de pH; tubo

invertido por gas

Diferenciacion de
bacterias Entéricas
(también varios otros
géneros o

separaciones de

azucarados especies con algunos
azucares individuales).
Enzima que . Bacillus (+) de
Afiadir una gota de H202 para o
descompone el . . Clostridium (-) de
Catalasa o ] espesar el cultivo y buscar burbujas .
perdxido de hidrogeno, 02) Micrococcus /
H202. Staphylococcus (+)
Klebsiella-
Utilizacion de citrato
_ Medio de citrato con bromotimol azul | Enterobacter (+) de
: como Unica fuente de o o
Utilizacion de Citrato o como indicador de pH; buscar color | Escherichia (-),
carbono, lo que origina . . )
azul intenso (pH alcalino) Edwardsiella (-) de

alcalinizacion del medio

Salmonella (+)

Descarboxilasas
(lisina, ornitina,

arginina)

La descarboxilacion de
aminodcido libera CO2

y amina

Medio enriquecido con aminoacidos,
Bromocresol purpura indicador de
pH. En pH alcalino, si hay accién
enzimatica, el indicador se vuelve

purpura.

Ayuda a determinar el
grupo bacteriano entre

las bacterias entéricas.

Produccion de sulfuro
de hidrogeno (H2S)

El H2S producido por la
descomposicion de
aminoécidos sulfuro o

reduccion de tiosulfato

El H2S detectado en medio rico en
hierro a partir de la formacion de
sulfuro ferroso negro (muchas
variantes: agar hierro de Kliger, agar
hierro azucar triple, también
detectan la fermentacién de

carbohidratos

En bacterias entérica,
para ayudar a
identificar Salmonella,
Arizona, edwardsiella y

Proteus.

Prueba de Indol

El triptéfano de las
proteinas convertido en

indol

Detectar indol en el medio de cultivo
con dimetilamonobenzaldehido

(color rojo)

Para distinguir
Salmonella (-) de
Escherichia (+) de
Klebsiella-

Enterobacter (-)

Prueba rojo de metil

Fermentadores acido-
mixtos que producen
suficiente acido para

Medio caldo-glucosa. Afadir
indicador rojo metilo para una

muestra después de incubacion

Para diferenciar
Escherichia (+, cultivo
rojo) de Enterobactery

Klebsiella (por lo
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descender el pH por

general, cultivo

debajo de 4.3 amarillo)
Caldo con nitrato. Después de la
incubacion, detectar nitrito con
) acido-a-naftilamina-sulfanilico (color | Para ayudar a
Nitrato como aceptor de o ) o )
rojo). Si es negativo, confirma que identificar bacterias

electrones, reducido a
NO2 o N2

aun existe NO3 al afiadir polvo de

entéricas (por lo

zinc, entonces NO3 a NO2. Si no comun +)
hay color después del zinc,
entonces NO3 N2 >
El citocromo ¢ oxida al Para separar Neiseria

aceptor de electrones
artificial; tetrametil o
dimetil)-p-
fenilenediamina. Sirve

para determinar la

Clado o0 agar. Pueden detectarse en
agar colonias oxidasas positivas por
sumersion de la placa con reactivo

para buscar colonias azules o cafés

(+) de Acinetobacter (-
). Para separar
bacterias entéricas (-)
de pseudomonas (+).

Para ayudar a

presencia de enzimas identificar Aeromonas
oxidasas. (+)
Para diferenciar
Micrococcos
produccién de &cido
Algunos Produccion de acido en la parte de Staphylococcus
microorganismos superior del tubo de cultivo que (acido bio). Para

producen acido solo al
crecer de modo

aerdbico

contiene azucar; agar suave
empleado para restringir la mezcla
durante la incuacion

caracterizar
Pseudonomas
(produccion de acido
aerdbico) de bacterias
entéricas (acido

anaerobico)

Acetona producida por
la fermentacion del

azlcar

Prueba quimica para acetona
utilizando alfa-naftol

Para separar
Klebsiella'y
Enterobcter (+) de
Escherichia (-). Para
caracterizar miembros

del género Bacillus.

—

(Modificado de Koneman, 2008)
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5.6.2 Métodos genotipicos.

La ausencia de concordancia entre las caracteristicas observables, morfologicas y/o fenotipicas del
aislamiento en estudio y las correspondientes a la(s) cepa(s) de la especie tipo, hacen que los
métodos fenotipicos realicen la identificacion mas probable y no definitiva. Para solventar los
problemas inherentes presentados por los sistemas de identificacion fenotipica —no todas las cepas
de una misma especie muestran una caracteristica especifica; una misma cepa puede generar
diferentes resultados en ensayos repetidos; y las limitaciones en la base de datos de bacterias
correspondiente, entre otros— se han impuesto a los métodos genotipicos de identificacion bacteriana
como procedimientos complementarios o alternativos, los cuales se basan en observar su
composicion genética, estos analisis son muy usados por la filogenia. En la figura 13 se muestran los

dos componentes del método genotipico de la identificacién de microorganismos. (Bou et al., 2011).

Marcadores Analisis Métodos

moleculares protedmicos genotipico

(Elaboracién propia)

Figura 13. Componentes del método genotipico de identificaciéon bacteriana.

5.6.2.1 Marcadores moleculares.

Los métodos moleculares de identificacién bacteriana se basan en la determinacion de la secuencia
de genes altamente conservados, los cuales presentan regiones con variaciones caracteristicas en
cada género o especie bacteriana (Porres & Ruiz, 2018). Los primeros métodos de identificacion
molecular desarrollados fueron la hibridacion ADN-ADN, analisis de secuencia de 16S rDNA,
hibridacién con sonda especifica y anélisis RFLP o ribotipado. Estos métodos moleculares se utilizan

amenudo en asociacion con la identificacién microbiolégica convencional. Con ADN-ADN hibridacién,
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porcentaje de homologia entre la cepa de prueba y la cepa de referencia pueden ser determinado en
el uso de filtro de membrana para la Fijacion de ADN vy radioisotopos para deteccion o usando
microplaca y fotobiotina. Cuando el porcentaje de homologia es superior al 70% entre los aislados y
la cepa de referencia, y el fenotipo los criterios concuerdan con la definicion de la especie, estas cepas
se pueden agrupar en la misma especie. Se considera que el gen 16S rRNA es universalmente
presente en las bacterias y muestra un alto grado de conservacion de la secuencia. Ahora, existe un
nuevo grupo de métodos moleculares para la Identificacion de géneros, especies y cepas. La PCR,
multiplex PCR, anélisis de restriccion de ADN ribosomal amplificado (ARDRA), secuenciacion de
genes especificos (rec A, Idh, hsp 60 y piruvato quinasa) y la electroforesis en gel de gradiente
desnaturalizante (DGGE) se utilizan para la deteccion, caracterizacion e identificacion de género o
especie. Otros métodos moleculares como la electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE), la
amplificacion aleatoria de ADN polimoérfico (RAPD) y la rep-PCR se utilizan para tipificar cepas de
bifidobacterias. La PCR en tiempo real o Q-PCR sera pronto una herramienta interesante para la
deteccion, identificacion y cuantificacion de bifidobacterias en diferentes muestras y productos
comerciales. Con las nuevas técnicas moleculares, ahora es méas facil tener una identificacion,

tipificacion y cuantificacion confiables de bacterias como Bifidobacterium spp (Ward & Roy, 2005).

5.6.2.2 Métodos protedmicos.

La protedmica es el estudio y caracterizacion del conjunto de proteinas expresadas por un genoma
(proteoma). Existen diferentes técnicas protedmicas, siendo las mas usadas aquellas basadas en la
electroforesis y en la espectrometria de masas. La espectrometria de masas es una técnica de
analisis de la composicion de diferentes tipos de muestras, que consisten en la ionizacion de las
moléculas que componen la muestra para la posterior separacion de estas en funcion de su masa; el
resultado que proporciona esta técnica se denomina espectro de masas o huellas quimicas y consiste

en un grafico de los componentes detectados, por orden creciente de masa frente a su abundancia
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relativa. El espectro de masas de forma de una fuente ionizacién que es la muestra a analizar, luego
de un analizador de masas, que es el que acelera los iones y los separa en funcion de su masa o
carga utilizando un campo eléctrico o magnético, finalmente de un detector, en él se produce una
sefial eléctrica por la llegada de los diferentes iones, la cual es procesada, ampliada y enviada a partir

de las sefiales del espectro de masas (Porres & Ruiz, 2018).

5.7 Métodos de conservacion microbiana.

Existen varios métodos para la conservacién de microorganismos; todos buscan que las células
sufran el dafio minimo y se preserven por el maximo periodo posible (Hernandez, 2003). Los tres
objetivos que hay que alcanzar para conservar correctamente las cepas microbianas en los
laboratorios de microbiologia son: que el cultivo a conservar sea puro, evitando que se produzcan
contaminaciones durante el proceso de conservacion; que durante el tiempo de conservacion
sobrevivan al menos el 70-80% de las células y, por Ultimo, que estas células permanezcan
genéticamente estables (Uruburu et al., 2000). Debido al alto costo de las cepas de referencia y de
los equipos utilizados en la conservacion de microorganismos es necesario que cada laboratorio
entrene a su personal para desarrollar sus propias colecciones de forma que estas cumplan con los
principios de conservacion planteados anteriormente. Por todo esto una coleccion de cultivos bien
mantenida es un requisito indispensable para las buenas practicas del laboratorio (Arencibia et al.,
2009). El creciente uso de cepas ha aumentado la necesidad de mantener los cultivos microbianos
de manera que las propiedades que los hacen importantes como la bioquimica y la morfologia
microscopica y macroscopica permanezcan estables. La preservacion de cepas microbianas no es
tarea facil y debe garantizar la viabilidad, pureza y estabilidad de los cultivos, caracteristicas que
coinciden con los objetivos de un buen método de conservacién. En general, existen tres categorias
en las que se agrupan los métodos de conservacién dependiendo del tiempo en que permanecen

viables las células, conservacion a corto plazo la resiembra periddica, se basa en transferir el cultivo
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del medio seco a uno fresco; el método de resiembra en serie en tubos inclinados y en medio liquido
en refrigeracion tiene una duracion de 15 a 20 dias de almacenamiento El mantenimiento de cepas
bajo una capa de aceite mineral o una tapa de cera son técnicas simples y efectivas para prolongar
la conservacion de muchos organismos y consiste en cubrir completamente el cultivo después de su
desarrollo en medio sélido, con una capa de aceite mineral como almerol, nugol 6 vaselina estéril y
deben ser protegidos con capuchén metélico o de papel parafina (Garcia, 2013). Conservacién a
mediano plazo agrupa las técnicas con las que se logran mantener la viabilidad de los cultivos entre
2y 5 afios. Se destacan en este grupo la desecacion en diferentes soportes (arena, silica gel, perlas
de vidrio) donde la paralizacién del crecimiento se produce por eliminacién del agua disponible, asi
como el almacenamiento en tierra, parafina liquida y la suspensién en agua estéril (destilada o de
mar) (Weng et al., 2005). Conservacion a largo plazo estos métodos garantizan al maximo la
estabilidad genética, al evitar la aparicion de generaciones sucesivas y por tanto son los mas
utilizados en microorganismos que han sido sujetos a manipulaciones genéticas las cuales los hacen
diferentes de las cepas de origen y permiten mediante ellas evaluar medicamentos con alto potencial
genotdxico y carcinogénico, a partir de la teoria bien abundada sobre las mutaciones, clasificandose
como cambios bruscos ocurridos en el genotipo, y que son transmitidos a las generaciones siguientes,
entre estos métodos se encuentran la congelacion y la liofilizacion, siendo los mas aplicables en

cualquier laboratorio (Arencibia et al., 2009).

5.8 Cepario.

El uso de los microorganismos ha sido clave en el enfrentamiento y solucion de los graves problemas
de la humanidad en la agricultura y la alimentacion de los pueblos, en la salud animal y humana, en
la busqueda de nuevas fuentes de energia y en la conservacion del medio ambiente. En entornos de
laboratorios con recursos limitados, el estudio de microorganismos a menudo implica el uso de

cultivos vivos, los cuales deben ser viables durante los experimentos. Para garantizar su
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disponibilidad y evitar la repeticién costosa de procesos de caracterizacion e identificacion en cada
estudio, es crucial depositarlos en una coleccion de cultivos microbianos. Estas colecciones ofrecen
servicios de conservacion experta, acceso rapido y proporcionan cepas de referencia Unicas y
preservadas, asegurando la continuidad y eficiencia en la investigacion microbiolégica (Gutiérrez et
al., 2015). Las colecciones de cepas microbianas, presentes desde los primeros dias de la
bacteriologia, han sido fundamentales en microbiologia, ya sea para propésitos educativos 0 como
archivos de referencia para investigacion, taxonomia y solicitudes de patente. Aunque la microbiologia
se ha vuelto cada vez mas molecular, la necesidad de estas colecciones no ha disminuido. Siguen
siendo una fuente importante de continuidad historica al preservar y distribuir cepas microbianas
citadas en publicaciones, incluyendo microorganismos novedosos con potencial futuro en
biotecnologia (Bergey, 1989). Por todo esto una coleccidn de cultivos bien mantenida es un requisito
indispensable para las buenas practicas del laboratorio. Los microorganismos tienen una tendencia
inherente a mutar en cultivos de laboratorio, por lo que es muy importante el uso de procedimientos
para mantenerlos viables y genéticamente estables. Una cepa es un cultivo puro proveniente de un
progenitor determinado, al conjunto de cepas se les denomina “ceparios” (Garcia, 2013) son fuentes
de recursos genéticos cuyo proposito es la preservacion de la diversidad biologica, garantizando su

disponibilidad para actividades de docencia, investigacion y comerciales (Gutiérrez et al., 2015).

La historia de las colecciones de cultivos microbianos ha sido revisada por varios autores a lo largo
de los afios, destacando la primera coleccion establecida por el Profesor Frantis ek Kra'l en Praga en
la década de 1880. Tras su muerte en 1911, la coleccidn fue adquirida por el Profesor Ernst Pribham
y posteriormente transferida a la Universidad de Viena y la Universidad Loyola en Chicago. Otra
coleccion importante, el Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS), fue fundada en 1906 en los
Paises Bajos. Las principales colecciones de cultivos en todo el mundo tienen como comision principal

la preservacion y distribucion del germoplasma de importancia para la microbiologia. Estas cepas
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pueden ser utilizadas como referencia en investigaciones médicas, taxonoémicas, ensayos o
aplicaciones patentadas. La American Type Culture Collection (ATCC) es mencionada como un
ejemplo destacado, habiendo evolucionado desde su inicio en la década de 1920 para convertirse en
una fuente diversa de materiales biol6gicos, servicios y recursos de alta calidad utilizados por

cientificos en todo el mundo para mejorar la salud global y abordar desafios de salud importantes.

Las colecciones microbianas, conocidas como "ceparios” y centradas en bacterias, son centros de
recursos geneticos que preservan microorganismos para garantizar su disponibilidad en actividades
de ensefianza, investigacion y comercio. Originadas a finales del siglo XIX con el propésito de
impulsar el desarrollo cientifico, la OCDE las reconoce como fuentes sustentables. Se destaca la
importancia de preservar la diversidad bioldgica y distribuir equitativamente los beneficios, aunque
estos centros son escasos, principalmente en Europa y Asia. Se alienta a las instituciones de
investigacion a promover el acopio y preservacion de materiales bioldgicos. Los ceparios, depositarios
de cepas y microorganismos aislados, requieren preservacidn para garantizar su viabilidad y

estabilidad genética y fenotipica, sin variaciones respecto a las condiciones originales.

Cuadro 7. Algunas de las principales colecciones de cultivos bacterianos en el mundo.

Coleccion | . Dirccion

American Type Culture Collection
10801 University Boulevard, Manassas, VA 20110-2209
ATCC USA
Telefono: 703-365-2700; Fax: 703-365-2701
Sitio web: www.atcc.org/

Belgian Coordinated Collections of Microorganisms

BCCM/LMG
E-mail: becem.Img@rug.ac.be
Sitio web: www.belspo.be/bcem/

Laboratorium voor Microbiologie, Universiteit Gent (RUG) K.L. Ledeganckstraat 35, B-
9000
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
(German Collection of Microorganisms and Cell Cultures)
Mascheroder Weg 1b, D-38124 Braunschweig
GERMANY
Telefono: 49-531-2616 Ext. 0; Fax: 49 531-2616 Ext. 418
E-mail: help@dsmz.de
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Sitio web: www.dsmz.de

Institute for Fermentation, Osaka

17-85 Juso-Honmachi 2-chome, Yodogawa-ku, Osaka, 532
JAPAN

Telefono: 81-6-300-6555; Fax: 81-6-300-6814

Sitio web: wwwsoc.nacsis.ac.jp./ifo/index.html
Agricultural Research Service Culture Collection National Center for Agricultural
Utilization

Research: 1815 North University Street, Peoria, IL 61604
USA

Telefono: 309-681-6560; Fax: 309-681-6672

E-mail: nrrl@mail.ncaur.usda.gov.

Sitio web: nrrl.ncaur.usda.gov

Japan Collection of Microorganisms

RIKEN

Hirosawa, Wako-shi, Saitama, 351-01 JAPAN

Telefono: 81-48-462-1111; Fax: 81-48-462-4617

Sitio web: www.jcm.riken.go.jp

National Collections of Industrial and Marine Bacteria, Ltd.
23 St. Machar Drive, Aberdeen, AB24 3RY

Scotland,

UNITED KINGDOM

Telefono: 44-0-1224 273332; Fax; 44-0-1224

487658

E-mail: ncimb@abdn.ac.uk

Sitio web: www.ncimb.co.uk

National Collection of Type Cultures

PHLS Central public Health Laboratory 61 Colindale Avenue, London, NW9 5HT
UNITED KINGDOM

Telefono: 44-181-2004400; Fax: 44-181-2007874

Sitio web : www.ukncc.co.uk

(Modificado de Centro Mundial de Datos de Microorganismos)

5.8.1 Control de calidad del cepario.

La interpretacion y el rigor de los resultados microbioldgicos siguen dependiendo en gran medida de
la calidad de las muestras y el procesamiento de las mismas dentro del Servicio de Microbiologia
(Sanchez et al., 2019). Dada la tendencia inherente de los microorganismos a mutar en cultivos de
laboratorio, se recomienda realizar inspecciones periddicas para mantener su viabilidad, estabilidad
y pureza. La precision, significado y relevancia clinica de los resultados proporcionados por los
servicios de microbiologia dependen de la correcta seleccion, recogida y transporte de las muestras
microbioldgicas, ya que esto optimiza su andlisis e interpretacién (Baron et al., 2013). El control de

calidad en microbiologia se refiere a las practicas operativas que permiten monitorear diariamente los
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procedimientos del laboratorio, identificando errores en la ejecucién de técnicas y problemas con los
reactivos. Este control es parte integral de un programa que abarca la calidad total, mejora continua
y aseguramiento de la calidad. Un programa completo debe incluir un Manual de Procedimientos,
validacién de metodologias y equipos, educacion continua, bioseguridad y supervision de los informes
diarios. Se destaca la importancia de la correcta valoracion de pruebas de laboratorio, agentes
patdgenos, conocimiento de la flora normal, taxonomia bacteriana e interpretacion adecuada de las
pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos (Herrera & Campos, 2005b). El control de calidad
garantiza la precision de los resultados informados al aplicar ensayos que aseguran la viabilidad y
pureza de los microorganismos. Utiliza técnicas fenotipicas, como tinciones y pruebas bioquimicas de
identificacion, junto con la inspeccién de equipos y supervision del personal. Los resultados deben
cumplir con el perfil morfoldgico y bioquimico especifico del microorganismo. La figura 14 muestra la

viabilidad, pureza y método de conservacion como los componentes del control de calidad del cepario.

Viabilidad | | 05 Conservacion | = (SUEE

calidad

(Elaboracién propia)
Figura 14. Componentes del control de calidad a un cepario.

5.8.2 Pruebas de viabilidad y pureza.

La viabilidad de las cepas se evalla mediante el desarrollo del crecimiento y andlisis de sus
caracteristicas macroscopicas tipicas, a partir de la cepa de reserva a través de un subcultivo para
obtener la cepa de trabajo. La recuperacion de las cepas se evalua cualitativamente dando un criterio
de cumplimiento o incumplimiento en dado caso que el crecimiento sea ausente y se haya perdido la
viabilidad. En dado caso, siy solo si la cepa de reserva pierde viabilidad, debe realizarse un repique

a partir de la cepa madre y asi obtener una nueva cepa de reserva. La temperatura de refrigeracion

62

——
| —



debe ser constante y uniforme para que la viabilidad de la cepa de reserva se mantenga hasta un
periodo de 30 a 90 dias. Cambios bruscos de temperatura pueden afectar directamente la viabilidad
de la célula. Posterior a los 60 0 90 dias si se observa la perdida de |a viabilidad o cambios fenotipicos
de las cepas debe de generarse una nueva cepa de reserva a partir de la cepa madre. Es necesario
realizar revisiones periodicas semanales para evaluar las caracteristicas de las cepas y el medio de
cultivo debido a que este ultimo puede sufrir deshidratacion o perdida de nutrientes, asi como
acumulacién de metabolitos toxicos excretados por los microorganismos al medio de cultivo, en este
caso es necesario realizar una nueva cepa de reserva partir de la cepa madre. En dado caso que la
perdida de viabilidad sea evidente al momento de generar la cepa de trabajo, se debe realizar una
nueva siembra y evaluar la viabilidad de la misma, si permanece inviable realizar un pase a partir de
la cepa madre para generar una nueva cepa de reserva (Neider, 2018). El cuadro 8 nos explica que
si existe desarrollo microbiano se considera viable el microorganismo, caso contrario si no hay indicios

de desarrollo se considera no viable el cultivo

Cuadro 8. Viabilidad de los microorganismos.

Ausencia de desarrollo microbiano | Presencia de desarrollo microbiano

No viable Viable

(Elaboracién propia)

En el manejo de muestras contaminadas o cultivos mixtos en los que se encuentran diversos
microorganismos el primer paso es la separacion de cada una de estas variedades es lo que se

conoce como el aislamiento de microorganismos (Hernandez, 2003). En biologia, cultivo
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axenico describe un cultivo en el que solo una especie, variedad o cepa de organismo esta presente
y completamente libre de todos los demés organismos (contaminantes). Un cultivo axénico se obtiene
artificialmente en un laboratorio. La pureza, se determina mediante la demostracion de la presencia
de contaminantes bacterianos y fungicos; la estabilidad genética se comprueba comunmente por
verificacion de mutaciones listadas en los fenotipos. El cuadro 9 nos muestra la pureza de los
microorganismos, del lado izquierdo tenemos un cultivo puro (también llamado cultivo axénico) ya que
existe presencia de un solo tipo de microorganismo, por otro lado, tenemos un cultivo no puro (también
llamado cultivo no axénico) porque se observan varias especies de microorganismos en el medio de

cultivo. (Leslie & Barbara, 1991).

Cuadro 9. Pureza de los microorganismos.

Cultivo Puro (axénico) | Cultivo no puro (No axénico)

Aislado No aislado

(Elaboracién propia)
5.9 Definicién de manual.
Gbmez, V. (2010) que define un manual de laboratorio como una orientacion escrita, una guia sobre
los procedimientos préacticos que el estudiante debe realizar en un laboratorio, sirviendo de apoyo y
aplicacion al curso tedrico; el manual contiene entonces aplicacion de teoria, procedimientos y un

manejo adecuado de equipos técnicos, que permiten el acercamiento a un laboratorio.

Por otro lado, Richaudeau (citado por Casallas, A. & Rache, L. 2009) define al manual como un

material impreso, estructurado, destinado a utilizarse en un determinado proceso de aprendizaje y
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formacion, siendo entonces un medio Util para la ensefianza y con altas implicaciones pedagégicas y

sociales. Este debe estar integrado de manera sistematica a un proceso de ensefianza y aprendizaje.

Podemos decir que un manual es un documento elaborado sisteméaticamente que indicara las
actividades a realizarse por los miembros de un organismo y la forma en que lo haran, para lograr

una mayor eficiencia en el trabajo.

5.9.1 Objetivos de los manuales.

El manual pretende ser una guia, accesible y facil de consultar, que oriente a los profesionales en la
elaboracion o adaptacion de documentos basados en la evidencia que ayuden a la estandarizacion
de la préctica clinica y a la toma de decisiones velando siempre por la calidad de la misma de forma
que siga unos referentes establecidos (Carrion et al., 2013). El proposito fundamental de los
procedimientos consiste en lograr que las operaciones de naturaleza repetitiva se desarrollen siempre
en la misma forma; dicho en otras palabras, es ejecutar las operaciones de un procedimiento de igual

manera cada vez que se lleve a cabo (Parrefio, 2002).

Otros objetivos de los manuales son:

Presentar una vision de conjunto del organismo social.

e Precisar las funciones de cada unidad para deslindar responsabilidades, evitar duplicaciones
y detectar omisiones.

e Coadyuvar a la ejecucion correcta de las labores encomendadas al personal y propiciar la
uniformidad en el trabajo.

e Permitir el ahorro de esfuerzos en la ejecucion del trabajo, evitando la repeticion de
instrucciones y directrices.

e Proporcionar informacién basica para la planeacion e implantacién de reformas.

o Facilitar el reclutamiento y la seleccion de personal.
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e Servir de medio de integracién y orientacion al personal de nuevo ingreso, facilitando su
incorporacion a las distintas areas

e Propiciar el mejor aprovechamiento de los recursos humanos y materiales.

5.9.2 Importancia de los manuales.

Los manuales constituyen medios valiosos para la comunicacion, fueron concebidos para registrar y
transmitir, sin distorsiones, la informacidn referente a la organizacion y funcionamiento de una
empresa, asi como la de las unidades administrativas que la constituyen. La necesidad de contar con
manuales se ha hecho imperativo no solo por un ordenamiento, o por la moda, sino debido al creciente
volumen de las operaciones, al incremento de personal, a la adopcién de técnicas modernas y la
complejidad de las mismas. Todo ello hace imprescindible el uso de instrumentos administrativos que
faciliten la actuacién y el desarrollo de las funciones de la empresa, asi como para proporcionar la
informacién que requieren los administradores en el cumplimiento de sus obligaciones y deberes
principales. Los manuales representan un medio de comunicacion de las decisiones de la
administracion, concretamente a objetivos, funciones, relaciones, politicas, procedimientos etc. En
esencia, los manuales son un recurso para ayudar a la orientacion del personal en la ejecucion de
sus tareas. Es una gran ayuda para el personal que las instrucciones sean definidas, para aclarar
funciones y responsabilidades, definir procedimientos, fijar politicas, proporcionar soluciones rapidas
a los malentendidos y mostrar el modo en que puede contribuir el personal en el logro de los objetivos
organizacionales, asi como sus relaciones con otros empleados. La uniformidad, la accesibilidad y la

reflexion estan entre las ventajas de los manuales (Rodriguez, 2012).

5.9.3 Clasificacion de los manuales.

El tipo de manual que se elaborara se determina respondiendo a la siguiente pregunta:

¢ Cual es el proposito que se desea lograr?
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En el cuadro 10 se representa la clasificacion de los manuales de acuerdo con su contenido, por su

funcién especifica y por su ambito de aplicacion.

Cuadro 10. Clasificacion de los manuales

Clasificacion de los manuales

Incluye:

*De historia del organismo

*De organizacion

*De politicas

*De procedimientos

*De contenido mdltiple (es cuando incluye mas de dos categorias)
*De adiestramiento o instructivo

*Técnicos

En este grupo entran los manuales que rigen a una determinada funcion
operacional. El grupo incluye los manuales:

*De produccion

*De compras

*De ventas

*De finanzas

*De contabilidad

*De personal

*Generales (mas de dos funciones operacionales)

-General. Incluyen al organismo en su conjunto:
*Organizacion

*Procedimientos

*Politicas

-Especifico. Incluyen informacién de una unidad orgénica:
*Reclutamiento y seleccion

*Auditoria interna

*Politicas de personal

*Procedimientos de tesoreria

(Modificado de Rodriguez.2012)
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5.9.3.1 Manual de procedimientos.

El proceso tiene un caracter genérico y de €l se derivan tantos procedimientos como sean necesarios.
De acuerdo con la Real Academia Espafiola, la diferencia entre proceso y procedimiento consiste en
que el primero comprende los insumos, el proceso de transformacion y los resultados de valor,
mientras que el segundo es el método de trabajo disefiado para la ejecucion de un conjunto de
operaciones y tareas que detallan las actividades de un proceso de transformacion de insumos en

resultados.

De acuerdo con la norma ISO 9001:2008 todas aquellas organizaciones que pretenden demostrar su
capacidad para producir bienes y servicios que satisfagan los requerimientos de sus clientes y aspiren
a aumentar esa satisfaccion, deben “establecer, documentar, implementar y mantener un sistema de
gestion de calidad y mejorar continuamente su eficacia” (Crosby, 1990). Un manual de procedimientos
es un documento administrativo que contiene informacion relacionada con el conjunto de operaciones
0 actividades que deben realizarse para la generacion de bienes y servicios, detalla las operaciones
o actividades que deben ejecutarse de manera secuencial y cronoldgica para dar cumplimiento a una
funcidén que coadyuve a la generacion de bienes o servicios, considera las unidades administrativas
y puestos de caracter interno o externo a la organizacion, que intervienen en los procesos de trabajo,
este manual es aprobado por el titular del organismo auxiliar y con el visto bueno de las autoridades
normativas (Quiroga, 1994). Es fundamental que en toda empresa o institucion se tenga un método
de trabajo a utilizar, la forma de desarrollar el trabajo, los diagramas de procesos, la definicion y
simbolizacion de las distintas actividades, los diagramas de operaciones, los diagramas de analisis;
unidos a la actividad del trabajo van a definir como va a llevarse a cabo la fabricacién de los productos,
es asi que se hace necesario la elaboracion de manuales de procedimientos, los mismos que ayudan

a optimizar tiempo y esfuerzos; los manuales de procedimientos son importantes por que establecen
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formalmente los métodos y técnicas de trabajo que deben seguirse para la realizacion de las
actividades administrativas; porque precisan responsabilidades operativas para la ejecucion, control
y evaluacién de las actividades; registrar en forma ordenada, secuencial y detallada, las operaciones
que se efectuan, los drganos que intervienen y los formatos que se utilizaran en la ejecucion de las

actividades; y porque evitan el desperdicio de tiempo y la duplicidad de funciones (Parrefio, 2002).

5.9.3.1.1 Criterios para su realizacion
El contenido de los manuales de procedimientos es diferente en cada organizacion; varia segun el
ambito de aplicacion y alcance. No obstante, para estandarizar los apartados de los manuales de

procedimientos se debera adoptar el modelo siguiente:

Introduccion; debera contener una explicacion clara y sencilla del manual, destacando su relevancia
de igual manera debera contar con el objetico del manual. Organigrama; interpretacion de la
estructura basica de la organizacion, en la cual se explican cosas como el tipo de organizacién,
amplitud de la centralizacién o descentralizacion y relaciéon entre personal de linea y el asesor.
Graficos; contiene diagramas de flujo con su respectiva simbologia, en el que se identificara cada
paso Yy su descripcion del procedimiento. Estructura procedimental; es la descripcion narrativa de
los procedimientos. Formas; por lo general redisefiadas y planeadas, también instructivos de las
formas. Politicas de organizacion; relacionadas con aspectos fundamentales como, planeacién,
comunicaciones, control y desarrollo del personal. Registro de ediciones; para tener a la mano las

actualizaciones. Distribucion; fisica o virtual. Validacion; por los titulares (Parrefio, 2002).

5.10 Manual digital en el software Genially.

La innovacion educativa implica cambio; pero cambio deliberado, intencional, voluntario y dirigido a
un fin. Derivado de sus definiciones nominales, la innovacion se entiende como la incorporacién de

algo nuevo dentro de una realidad existente, en cuya virtud ésta resulta modificada, es decir, la
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innovacion hace referencia, por un lado, a la actividad innovadora, y por el otro, al resultado de la
actividad en si misma (Ruiz & Ortega, 2014). Ahora bien, el control de calidad es un conjunto de
pruebas establecidas por el usuario o fabricante de un sistema, para ayudar a mantener estandares
que se han fijado desde el inicio de su funcionamiento, ademas de disminuir la probabilidad de que
los valores salgan de tolerancia. Con los controles de calidad rutinarios se pueden detectar fallas en
el sistema y corregirlas a tiempo, evitando asi un gasto excesivo de recursos en el caso que se llegara
hacer méas grande la falla (Galvan, 2012). Por lo tanto, un laboratorio de Microbiologia debe poner en
practica una serie de acciones que le permitan asegurar una adecuada practica en el aislamiento,
identificacion y caracterizacion de agentes etiologicos y su correspondiente prueba de susceptibilidad
como una guia de la terapia. Esto significa que deben ser controlados una serie de factores y eventos,
tales como el monitoreo de medios de cultivo, reactivos, instrumentos, procedimientos y que se debe

poner especial énfasis en la capacitacion permanente del personal (Herrera & Campos, 2005).

La App Genially es un software para crear contenidos interactivos. Permite crear imégenes,
infografias, presentaciones, microsites, catalogos, mapas, entre otros, los cuales pueden ser dotados
con efectos interactivos y animaciones de manera fécil y rapida, de uso individual o en equipo. Este
software fue lanzado en 2015 por Juan Rubio, Luis Garcia y Chema Roldan. En la educacién asegura
captar la atencion de los alumnos desde el primer minuto ya que funciona como una herramienta
educativa y por lo tanto una herramienta (til para organizar y difundir la informacién de un manual de

procesos que nos asegura:

—_

Disponibilidad ya que se encuentra en la nube, pudiendo tener acceso en cualquier momento.

N

Requiere conexion a internet.
3. No es necesaria su instalacion al PC, se accede desde cualquier dispositivo movil.

4. Esunaherramienta digital gratuita, se requiere tener el link para poder interactuar con la app.
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5. También cuenta con una version premium para creaciones, se identifica porque cuenta con

un icono de estrella amarilla.

Para crear un manual en este software lo primero que se debe hacer es acceder a un navegador y
buscar el sitio www.genial.y luego, solo se debera registrar mediante una direccién de e-mail y una
contrasefia, una vez registrados se tendré acceso a un panel de creacién de presentaciones. A la
izquierda de la pantalla hay un apartado que dice “Inspiracion” despliega una serie de animaciones
creadas por otras personas, y es modificable, se puede partir de aqui o bien, iniciar desde cero,
seleccionando la primera opcién “Crear genially”, en esta parte se elige el tipo de contenido
(curriculum, infografia, quizz, presentacién, evento, test...entre otros). En el costado izquierdo se

encuentran todos los elementos para disefiar la presentacion como:

Texto: Tipografia de letras

Imagen: insertar imagenes desde un dispositivo, imagenes y gifts de la pagina o bien desde

un enlace.

e Recursos: Iconos, formas conectores y flechas, ilustraciones, siluetas, graficas interactivas y
tablas.

e Elementos interactivos: Botones en diferentes disefios, widgets y graficas interactivas.

e Preguntas interactivas: Despliega diferentes disefios de preguntas interactivas.

e Smarthblocks: Diagramas animados, diferentes presentaciones para datos, tablas o gréficas,
asi como disefios para procesos o lineas del tiempo, galeria, mapas interactivos, entre otros
elementos que ayudaran a organizar la informacion de manera facil, rapida y con un disefio
llamativo.

e Insertar: puedes insertar audios desde un dispositivo, grabar el audio o bien pegar el enlace

del audio provenientes de otras aplicaciones de audio como Spotify, YouTube, Soundcloud,

Audioboom, Mixcloud y Deezer
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e Fondo: cambiar el disefio del fondo del temple.

Al finalizar el proceso de creacion se guarda y comparte el enlace del temple, que solo se podra

utilizar como herramienta y no es modificable a menos que sea el autor.

) genially

Figura 15. Logo del software Genially.

5.10.1 Importancia de un manual digital.
Los manuales didacticos en linea desempefian un papel crucial en el ambito de la educacién e
investigacion, ya que ofrecen una plataforma accesible y dinamica para la adquisicion y difusion de

conocimientos. A continuacion, se detallan algunas razones destacadas que resaltan su importancia:

Accesibilidad global: Los manuales didacticos en linea permiten un acceso global a la informacion
educativa. A través de la web, estudiantes e investigadores de todo el mundo pueden beneficiarse de
recursos educativos sin restricciones geograficas, facilitando asi la difusiéon del conocimiento a una
audiencia mas amplia; Actualizacion continua: Los manuales en linea pueden actualizarse
facilmente para reflejar los avances mas recientes en investigacion y pedagogia. En un entorno en
constante cambio, esta capacidad de actualizacion rapida garantiza que los materiales educativos
estén siempre al dia y sean relevantes para los usuarios; Interactividad y multimedia: Los manuales
en linea ofrecen la posibilidad de integrar diversos formatos multimedia, como videos, animaciones y
simulaciones interactivas. Esta caracteristica enriquece la experiencia de aprendizaje, haciendo que
la informacién sea méas atractiva y comprensible, especialmente para estudiantes con diferentes
estilos de aprendizaje; Colaboracion y comparticion: Facilitan la colaboracion entre estudiantes e
investigadores al proporcionar herramientas para la discusion en linea, foros y espacios de trabajo

compartidos. Esto fomenta un ambiente de aprendizaje colaborativo y la creacién de redes entre
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individuos interesados en areas similares de investigacion; Sostenibilidad ambiental: Al reducir la
necesidad de imprimir material educativo en papel, los manuales en linea contribuyen a la
sostenibilidad ambiental. Este enfoque digital no solo ahorra recursos naturales, sino que también
facilita el acceso a la educacion sin generar una huella ecoldgica significativa; Adaptabilidad y
personalizacion: Los manuales en linea pueden adaptarse a las necesidades individuales de los
estudiantes. A través de plataformas educativas en linea, los instructores pueden ofrecer contenido
personalizado, evaluaciones especificas y retroalimentacion inmediata, optimizando asi el proceso de
aprendizaje; Promocién de la investigaciéon: Los manuales en linea no solo sirven como
herramientas educativas, sino también como recursos para la investigacion. Al proporcionar acceso
a bibliotecas virtuales, bases de datos y materiales de referencia, estos manuales facilitan la

investigacion académica y la profundizacion en areas especificas de conocimiento.

En resumen, los manuales didacticos en linea desempefian un papel fundamental al proporcionar un
acceso global a la educacion y facilitar la investigacidn mediante la integracién de tecnologias
interactivas y la capacidad de actualizacion continua. Esta herramienta digital contribuye a un entorno
educativo mas dinamico, colaborativo y sostenible, promoviendo el aprendizaje a lo largo de toda la

vida y el avance del conocimiento.
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VI. MATERIALES Y METODOS
El presente trabajo se desarroll6 en el Laboratorio de Inocuidad Alimentaria de la Facultad de Ciencias
Agricolas de la Universidad Autonoma del Estado de México. En este laboratorio, se dispone de 44
cepas microbianas, cada una de las cuales ha sido designada con una nomenclatura especifica que

comprende género, origen y numero de cepa, con el propdsito de establecer un orden.

Durante el proceso, se llevaron a cabo 11 pruebas bioquimicas en diversos medios de cultivo. Estas
pruebas incluyeron la Tincién de Gram, Prueba de catalasa, Agar Enterico Hektoen, Eosina y azul de
Metileno, Agar MacConkey con Sorbitol, Agar Escherichia coli, Agar Citrato de Simmons, Agar Triple
Azucar Hierro, Agar Salmonella y Shigella, Agar Xilosa Lisina Desoxicolato, Medio Base Oxford y Agar
Verde Brillante. El objetivo era observar y registrar las reacciones especificas de las bacterias en cada

uno de estos medios.

Los resultados de las pruebas se organizaron en un cuadro, donde las columnas representan el
nombre de la prueba y las filas contienen el ID de la bacteria junto con su reaccidn correspondiente

en cada prueba de identificacion.

Adicionalmente, se crearon fichas técnicas para cada género de bacteria. Estas fichas contienen
informacion detallada, como la forma, clasificacion de Gram, capacidad de oxigeno, via de
transmision, medio de cultivo adecuado para realizar pruebas de identificacion bacteriana, reaccion

esperada y morfologia colonial.

Finalmente, se elaboré un manual digital en el software Genially que integra toda la informacién
recopilada. Este manual online no solo proporciona una presentacion accesible, sino que también

incorpora elementos interactivos para facilitar tanto la adquisicién como la difusién de conocimientos.

——
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Contenido del manual

"4

Organizacion de contenidos

!

Marco tedrico

Generalidades de las practicas de Laboratorio

!

o Generalidades de bacterias.
o Esterilizacion y desinfeccion
e Medios de cultivo

e Tinciones

e Normas de bioseguridad

Figura 16. Contenido de manual didactico.
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6.1. Protocolos.

En el laboratorio, se requiere vestimenta adecuada (zapatos antiderrapantes, bata
blanca, cubrebocas, cofia, sin joyeria) y buena higiene. Es esencial sanitizar
superficies, inspeccionar materiales y equipos para prevenir accidentes, revisar la
disponibilidad de medios de cultivo y reactivos, y tener material de vidrio estéril a
mano, asegurando asi un ambiente seguro y eficiente. El cuadro 11. Nos muestra

la clave para la creacion de la nomenclatura de las bacterias.

Cuadro 11. Clave del cepario bacteriano del Laboratorio de Inocuidad Alimentaria.

E Enterobacteriaceae
Lis Listeriaceae
Pse Pseudononadaceae
H Hospital.
L Lechuga.
J Jitomate.
Es Espinaca.
D Donacion.
E.c Escherichia coli.
St Salmonella typhimurium.
Se Salmonella enteritis.
E.f Enterococcus faecalis.
Bs Bacillus subtilis.
L.i Listeria innocua.
Pa Pseudomona aeroginosa.
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Cuadro 12. Cepas bacterianas conservadas en el Laboratorio de Inocuidad Alimentaria.

Clave

Clasificacion

Clave Clasificacion

EHE.c1 Escherichia coli

EJE.c23 Escherichia coli

EHE.c2 Escherichia coli

=5 =N 8 Fscherichia coli

EHE.c3 Escherichia coli

==L Escherichia coli

EHE.c4 Escherichia coli

SRV Salmonella typhimurium

EHS.t5

Salmonella typhimurium

EJE.c27 Escherichia coli

EHE.c6 Escherichia coli

=5 |=N4 B Escherichia coli

EHS.t7

Salmonella typhimurium

=5 |=N4 B Escherichia coli

EHE.c8 Escherichia coli

EJE.c30 Escherichia coli

EHE.c9 Escherichia coli

EHE.c31 Escherichia coli

==V Escherichia coli

==KV Escherichia coli

= =AM Escherichia coli

= |=NXXIN Cscherichia coli

==XV Escherichia coli

=5 [=N%" S Fscherichia coli

= |=NABI Escherichia coli

=5 |=NeXISM Escherichia coli

==X’ Escherichia coli

=5 [=NRsM Fscherichia coli

= |=NAM Escherichia coli

= |=NXYMN Cscherichia coli

= =NYSW Escherichia coli

= |=NeeIs N Cscherichia coli

ELE.c17 Escherichia coli

SR Salmonella enteritis

EHS.t18

Salmonella typhimurium

EDE.f40 Enterococcus faecalis

= =N Escherichia coli

EDB.s41 Bacillus subtilis

EJE.c20 Escherichia coli

NTID] 7Y | jsteria innocua

EJE.c21 Escherichia coli

LIV RE Pseudomona aeroginosa

= |=N#2 Escherichia coli

=DISKT SN Bacillus subtilis
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6.2 Activacion de cepas.

Se prepararon placas de Agar Luria Bertani, suspendiendo 25 gramos de medio en un Lde agua
destilada, mezclar bien y disolver por calentamiento agitando con frecuencia. Hervir durante un minuto
hasta la disolucién completa y esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15 minutos. Enfriar hasta
50°C aproximadamente y distribuir en cajas Petri. Se utilizo una caja de medio de cultivo por bacteria
para activar la cepa, ya que por su alto valor nutritivo es considerado también un medio de
recuperacion de células. La siembra se realizé por la técnica de estria masiva, posteriormente se dejé
incubar por a 35+ 2 °C durante 24 + 2 horas, transcurrido el tiempo se leyeron los resultados. Se
consideré satisfactorio cuando se logré observar el desarrollo de las colonias figura 16; La prueba se
rechaza cuando no se logré observar desarrollo de microorganismos, en estos casos se repitio el
procedimiento minimo 3 veces para lograr el cometido, si es el caso se vera desarrollo en alguno de

los intentos. Si no se logra observar un desarrollo la bacteria ha muerto.

Figura 17. Agar Luria Bertani inoculado por la técnica de estria masiva.

6.3 Pureza: Aislamiento.

Se realiz6 un aislamiento de colonias, en el medio de Agar MacConkey donde se suspendieron 50

gramos del medio en 1 Lde agua purificada. Calentar con agitacidén suave hasta completa disolucion




del polvo y hervir durante un minuto. Esterilizar en autoclave a 121°C (15 libras de presion) durante
15 minutos y vaciar en cajas Petri. Se utilizo una caja de medio de cultivo por bacteria para activar la
cepa. Este medio se utiliza para el aislamiento de bacilos Gram negativos, ademas todas las especies
de la familia Enterobacteriaceae desarrollan en el mismo; posteriormente se dejo incubar por a 35+ 2
°C durante 24 * 2 horas, transcurrido el tiempo se leyeron los resultados. Las colonias aisladas se
observan en forma de puntos, cuando ocurre una contaminacion en la caja por mas microorganismos
diferentes al inoculado se procede a tomar una asada como muestra de cada microorganismo y se
inoculo en una caja Petri de agar MacConkey independiente, con el propésito de obtener colonias

aisladas.

6.3.1 Reserva

Una vez aisladas las colonias, se prepar6 una caja por bacteria de agar Luria Bertani, con el propésito
de pasar las colonias puras a un medio de enriquecimiento y poder usarlas en las siguientes pruebas.
Se inocularon por la técnica estria cruzada como en la figura 17, y se incubardn a 37°C por 24 horas,

etiquetandose con los datos correspondientes y posteriormente fueron almacenadas en refrigeracion.

Figura 18. Agar Luria Bertani por estria cruzada.
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6.3.2 Técnicas rapidas.

La primera prueba que se realizd a las bacterias fue la tincion de Gram, tomando la muestra que se
encontraba sembrada en Agar Luria Bertani, se realiz6 Tincién de Gram a todas las bacterias para
clasificarlas de acuerdo con su tipo de pared celular. Primero se prepararon los colorantes, en el
cuadro 13 podremos ver las concentraciones de cada sustancia, en seguida se realizo el

procedimiento de la Tincién de Gram como se observa en la figura 18.

Cuadro 13. Preparacion de colorantes.

Colorante Concentracion Reactivos

Para 500 ml Cristal violeta

-100ml de cristal violeta (solucion saturada el
/CIEII alcohol), 400ml de oxalato amoniaco al 1% en
IIEM agua. Reposar la solucion de oxalato durante
24 horas, precalentada a 30°C y después
mezclar con la solucién de cristal violeta.

1 gramo de cristales de Yodo, mas 2 gramos de
Yoduro de Potasio en 300ml de agua destilada

Safranina

En 50 mililitros de agua destilada, diluir 0.5
gramos de safranina

Safranina

S ] B Mezclar 80 mililitros de alcohol del 90° y 20
(CIGLERE mililitros de acetona.

——
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Procedimiento para realizar la Tinciéon de Gram.

1 gota

Dejar enfriar

Una asada

No sobrecalentar el portaobjetos

f . ) > 1 gota reposar 1 minuto

Cristal

Enjuagar con agua destilada violeta
" gota, reposar 1 minuto

Enjuagar con agua destilada Lugol

—— Afiadir hasta que no salga colorante

. . ——» 1gota, reposar 30 segundos
Enjuagar con agua destilada.

Microscopio dptico con aumento de
100x.

Gram positivos: Violeta
—

Gram negativos: Rosa o Rojizo

Figura 19. Procedimiento para realizar la Tincion de Gram siguiendo el método de Harvey RA,
Champe PC.
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Las muestras se observaron en el microscopio, empezando por el objetivo de menor aumento, hasta
100X. La pared celular de las bacterias Gram positivas logra la retencion del primer colorante que es
el azul de metileno. Por otro lado, las bacterias Gram negativas se tifien con el segundo colorante
(Gonzélez et al., 2020). Las bacterias Gram positivas se van a tefiir de violeta y las bacterias Gram

negativas de rosa o rojo como se observa en a figura 19.

Figura 20. Resultados de la Tincion de Gram.

Se realizaron pruebas de catalasa, la cual es una enzima que poseen la mayoria de las bacterias
aerobias; se realizo la interpretacion de resultados mediante la determinacion de la presencia de

gas en forma de burbujeo, basandonos en el cuadro 14.

Cuadro 14. Resultados de la prueba de catalasa.
microorganismo

Positiva: Presencia de

. Presencia de gas o burbujeo
enzima catalasa

Negativa: Ausencia de la

. Ausencia de cambio
enzima catalasa
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6.4 Pruebas bioquimicas.

Se prepar6 una caja de agar luria Bertani por bacteria y se inoculd por la técnica de estria cruzada
con el objetivo de confirmar la ausencia de contaminacidn y tener bacterias jovenes. De esta caja se

tomo una asada para realizar las de las pruebas bioquimicas.

6.4.1 Agar Entérico Hektoen.

Se prepararon placas de Agar Enterico Hektoen suspendiendo 76 gramos del polvo en 1 L de agua
purificada, se mezclé y calenté hasta ebullicion agitandola frecuentemente para disolver
completamente el polvo, este medio no requiere la esterilizacion en autoclave, se dejé enfriar hasta
que alcance la temperatura de 47 °C y se distribuy6 en cajas Petri. Se utilizé una caja de medio de
cultivo por bacteria inoculada, por de estria cruzada, este medio de cultivo es selectivo y diferencial
utilizado para el aislamiento de Salmonella spp. y Shigella spp. Posteriormente se incubo a 35 £ 2 °C
durante 22 * 2 horas. Se logra una mejor diferenciacion entre especies de Salmonella y Shigella al
incubar las placas durante 48 horas. Finalmente se leyeron los resultados de acuerdo con el cuadro

15, se debe determinar la fermentacion de lactosa y la produccion de acido sulfhidrico.

——
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Cuadro 15. Resultados Agar Enterico Hektoen.

Caracteristicas del

: . Color del medio
microorganismo

Microorganismos
fermentadores de
lactosa

Colonias amarillas o
anaranjadas

Microorganismos no
fermentadores de
lactosa

Colonias del color del
medio, verde-azuladas

Microorganismos
productores de acido
sulfhidrico.

Colonias con centro
negro.

6.4.2 Agar de Eosina y Azul de metileno.
Se prepararon placas de Agar Eosina y Azul de Metileno suspendiendo 36 g del polvo en 1 L de agua
destilada, se dejo reposar 5 minutos y se calienta con agitacion frecuente hasta llevar a ebullicién, se

esterilizé en autoclave a 121°C durante 15 minutos, se distribuy6 en cajas Petri, utilizando una caja
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de medio de cultivo por bacteria inoculada por la técnica de estria cruzada. Este medio (también
denominado E.A.M.) es utilizado para el aislamiento selectivo de bacilos Gram negativos de répido
desarrollo y escasas exigencias nutricionales. Permite el desarrollo de todas las especies de la familia
Enterobacteriaceae, posteriormente se dejo incubar por a 35 + 2 °C durante 48 + 2 horas. Finalmente

se leyeron los resultados de acuerdo con el cuadro 16.

Cuadro 16. Resultados en Agar Eosina y Azul de Metileno.

medio

Microorganismos Colonias de color negro azulado o
fermentadores de amarronado. Pueden tener centro
lactosay /o sacarosa  oscuro y brillo metalico.

Microorganismos no
fermentadores de
lactosa y sacarosa

Colonias del color del medio,
incoloras.

6.4.3 Agar MacConkey-Sorbitol.

Se prepararon placas de Agar MacConkey con Sorbitol suspendiendo 50 gramos del polvo en 1 L de
agua destilada, se calentd con agitacion frecuentemente y se hirvié durante 1 minuto para disolver
completamente el polvo, fue esterilizado en autoclave a 121°C durante 15 minutos; Se dejo enfriar
hasta 45-50 °C, posteriormente fue distribuido en cajas Petri; utilizandose una caja de medio de cultivo

por bacteria inoculada por estria cruzada, este es un medio selectivo y diferencial utilizado para el

——
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aislamiento de Escherichia coli 0157 H7 a partir de heces, alimentos y otros materiales de importancia
sanitaria. Posteriormente se dejo incubar por a 35 £ 2 °C durante 24 + 2 horas. Finalmente se leyeron

los resultados de acuerdo con el cuadro 16, con las caracteristicas observables de las colonias.

Cuadro 17. Resultados en Agar MacConkey con Sorbitol.

Caracteristicas del medio Colordelmedo | ~ Ejemplo |

Colonias rosadas-rojizas.
Puede observarse halo de
precipitacion biliar

Microorganismos
fermentadores de sorbitol

Microorganismos no Colonias del color del
fermentadores de sorbitol medio, incoloras.

6.4.4 Agar Salmonella y Shigella.

Se prepararon placas de Agar Salmonella y Shigella suspendiendo 60 g del polvo en 1 L de agua
destilada, se dejo reposar durante 5 minutos y se mezcld hasta homogeneizar; calentdndose con
agitacion frecuente llevandose a ebullicién durante 1 minuto para su disolucion total; este medio no
necesita esterilizacion en autoclave. Se dejo enfriar y fue distribuido en placas de Petri estériles,
utilizandose una caja de medio de cultivo por bacteria inoculada por la técnica de estria masiva, este
es un medio de cultivo selectivo y diferencial utilizado para el aislamiento de Salmonella spp. y de

algunas especies de Shigella spp. a partir de heces, alimentos y otros materiales en los cuales se
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sospeche su presencia. Posteriormente se dejé incubar por a 35 + 2 °C durante 24 + 2 horas.

Finalmente se leyeron los resultados de acuerdo con el cuadro 18.

Cuadro 18. Resultados en Agar Salmonella y Shigella.

Caracteristicas del medio Color del medio _ Ejemplo

Microorganismos

Colonias rosadas o rojizas.
fermentadores de lactosa

Microorganismos no Colonias del color del medio,
fermentadores de lactosa incoloras.

Microorganismos productores

de SH2 Colonias con centro negro.

6.4.5 Agar Triple azucar hierro o TSI.

Se prepararon tubos de Agar Triple Azucar Hierro suspendiendo 62.5 g del polvo en 1 L de agua
destilada, se dejo reposar 5 minutos y posteriormente se calent6 con agitacion frecuente dejandose
hervir 1 0 2 minutos hasta disolucion total, fue distribuido en tubos, llenandolos con un volumen que
ocupe hasta la tercera parte de estos, se esterilizaron en autoclave a 121°C por 15 minutos,
transcurrido el tiempo se dejaron enfriar y solidificar el agar en pico de flauta profundo, utilizandose

un tubo de medio de cultivo por bacteria inoculada, con una aguja de inoculacion picar el fondo y
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extender en forma de estria sobre la superficie. Este es un medio universalmente empleado para la
diferenciacion de enterobacterias, en base a la fermentacién de los hidratos de carbono glucosa,
lactosa, sacarosa y a la produccion de acido sulfhidrico. Posteriormente se dejo incubar por a 35 £ 2
°C durante 24 £ 2 horas. Finalmente se leyeron los resultados observando el color del medio de cultivo

y la produccion de gas como se muestra en el cuadro 19.

Cuadro 19. Resultados en Agar Triple Aztcar Hierro.

Caracteristicas del medio Color del medio m

El microorganismo solamente Superficie alcalina/Profundidad

fermenta la glucosa. acida (pico rojo/fondo amarillo)

Superficie acida/Profundidad
El microorganismo fermenta

acida  (pico  amarillo/fondo
glucosa, lactosa y/o sacarosa. _
amarillo)

.
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El microorganismo es no Superficie alcalina/Profundidad

fermentador de azucares. alcalina (pico rojo/fondo rojo)

La presencia de burbujas o la Indican que el microorganismo

ruptura del medio de cultivo produce gas. N

Ennegrecimiento Produccion de acido sulfhidrico.

6.4.6 Agar Verde Brillante.

Se prepararon placas de Agar Salmonella y Shigella suspendiendo 58 g del polvo en 1 L de agua
destilada, teniendo 5 minutos de reposo, se calentd con agitacion frecuente y se llevo a ebullicion
para disolucion total; esterilizandose en autoclave a 120°C durante 15 minutos, transcurrido el tiempo

se dej6 enfriar para su posterior vaceado en placas de Petri estériles, utilizdndose una caja de medio
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de cultivo por bacteria inoculada por la técnica de estria masiva, este es un medio de enriquecimiento
altamente selectivo para el aislamiento de Salmonella spp., excepto Salmonella typhi'y Salmonella
paratyphi a partir de muestras clinicas, alimentos, y otros materiales de importancia sanitaria.
Posteriormente se dejo incubar por a 35 £ 2°C durante 48 + 2 horas. Finalmente se leyeron los

resultados de acuerdo con el cuadro 20.

Cuadro 20. Resultado en Agar Verde Brillante.
Caracteristicas del medio Color del medio

Colonias  amarillo-verdosas,
Bacterias que fermentan la rodeadas por un halo de color
lactosa y/o sacarosa amarillo verdoso del medio de
cultivo.

Colonias de color blanco
Bacterias que no fermentan rosadas o transparentes
la lactosa y/o sacarosa rodeadas por un halo rojizo del
medio de cultivo

\

6.4.7 Medio Base Oxford.

Se prepararon placas de Agar Medio Base Oxford suspendiendo 26.3 g del polvo en 500 ml de agua
destilada, con un reposo de 5 minutos; se mezcl6 y calent6 con agitacion frecuente hasta llegar a

ebullicion para disolucion total, esterilizandose en autoclave a 121°C durante 15 minutos,
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posteriormente se distribuy6 en cajas Petri, se utilizo una caja de medio de cultivo por bacteria
inoculada por estria cruzada. Este es un medio de cultivo que con el agregado de antimicrobianos
permite el aislamiento selectivo de Listeria spp, permitiendo el desarrollo de todas las especies de la
familia Enterobacteriaceae. Posteriormente se dejé incubar por a 35 + 2 °C durante 48 £ 2 horas.
Finalmente se leyeron los resultados de acuerdo a las caracteristicas observables como se observa

en el cuadro 21.

Cuadro 21. Resultados en Medio Base Oxford.

Caracteristicas del .
. . Color del medio
microorganismo

Positivo:  Formacién de Colonias lisas verdosas, con
compuestos fendlicos halo negro sobre fondo claro

Negativo:  Inhibicién  de

o . Color del medio
crecimiento bacteriano

6.4.8 Agar Citrato de Simons.

Se prepararon tubos de Agar Citrato de Simmons suspendiendo 24.2 g del polvo en 1 L de agua
destilada, con un reposo de 5 minutos, se calenté con agitacion frecuente hasta ebullicion durante 1
0 2 minutos para disolucion total; vaciandose en tubos de ensaye para su esterilizacién por autoclave

a 121°C durante 15 minutos. Posteriormente se dejaron enfriar hasta solidificar el agar en pico de




flauta profundo, utilizandose un tubo de medio de cultivo por bacteria, con una aguja de inoculacion
picar el fondo y extender en forma de estria sobre la superficie. Este es un medio utilizado para la
diferenciacién de enterobacterias en base a la capacidad de usar citrato como Unica fuente de carbono
y energia. Posteriormente se dejo incubar por a 35 + 2°C durante 48 + 2horas. Finalmente se leyeron

los resultados observando el color del medio de cultivo como lo indica el cuadro 22.

Cuadro 22. Resultados en Agar Citrato de Simmons.

Caracteristicas del :
. . Color del medio
microorganismo

Crecimiento bacteriano con un
intenso color azul en el pico de
flauta.

Positivo: Produccion de citrato
permeasa.

Ausencia de crecimiento vy
permanencia del color verde del
medio de cultivo.

Negativo: Ausencia de
produccion de citrato permeasa.

6.4.9 Agar Xilosa Lisina Desoxicolato (XLD).
Se prepararon tubos de Agar Xilosa Lisina Desoxicolato suspendiendo 55 g en 1 L de agua destilada,
calentandose con agitacion frecuentemente hasta su disolucion, posteriormente fue vaciado a tubos

de ensaye, este medio de cultivo no necesita esterilizacion por autoclave, se dejo enfriar y solidificar
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el agar en pico de flauta profundo, utilizandose un tubo de medio de cultivo por bacteria inoculada con
una aguja de inoculacion picar el fondo y extender en forma de estria sobre la superficie. Este es un
medio moderadamente selectivo y de diferenciacién para el aislamiento y la diferenciacién de
patbgenos entéricos gram negativos (Salmonella y Shigella) a partir de muestras clinicas. Es
adecuado en especial para el aislamiento de la especie Shigella. Posteriormente se incuba por a
35+2°C durante 25 + 2 horas. Finalmente se leyeron los resultados observando las colonias tipicas
de salmonella tienen un centro negro y un ligero zona transparente de color rojizo debido al cambio
de color del indicador. Variantes negativas de salmonella H2S son de color rosa con un tono mas
oscuro y centro rosa, salmonella lactosa positiva son de color amarillo con o sin ennegrecimiento el

color del medio de cultivo como se muestra en el cuadro 23.

Cuadro 23. Resultados en Agar Xilosa Lisina Desoxicolato.

Caracteristicas del .
. ) Color del medio
microorganismo
i

Colonias rojas con centro
negro

Positivo
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Colonias amarillas Negativo

Productoras de acido
sulfhidrico

Colonias ennegrecidas

6.4.10 Agar Eschericia coli.

Se prepararon placas de Agar Escherichia coli suspendiendo 26.45 gramos del medio en un L de
agua destilada, se mezcld bien y se calentd con agitacion suave hasta su completa disolucion,
hirviendose durante un minuto, este medio no necesita esterilizacion por autoclave, su vaciado se
realizo en cajas Petri, utilizandose una caja de medio de cultivo por bacteria inoculada por la técnica
de estria cruzada. Este medio de cultivo es selectivo para aislamiento y diferenciacion de cepas
enterohemorragicas de Escherichia coli 0157: H7 a partir de diversas muestras. Posteriormente se
dejo incubar por a 35 £ 2 °C durante 48+ 2 horas. Finalmente se leyeron los resultados de acuerdo

con el cuadro 24.
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Cuadro 24. Resultados en Agar Escherichia coli.

Caracteristicas del :
: . Color del medio
microorganismo

Positiva Colonias amarillas

Negativa: Bacterias Gram  Colonias incoloras o

negativas del color del medio

Formadoras de acido o
) Ennegrecimiento.
sulfhidrico:
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6.5 Viabilidad.

Para nuestro cepario se realizo el recuento de Unidades Formadoras de Colonias por mililitro
(UFC/mL) por diluciones seriadas a partir de la muestra madre, hasta n * X10° en tubos con 9
mililitros de peptona de caseina. Cada dilucién se sembro6 por triplicado. Se consideré satisfactoria

una concentracion celular igual o superior a 10° UFC/mL. Se prepararon 6 tubos por bacteria.

Se ordeno en una rejilla primero el tubo con caldo luria, seguido 5 tubos con peptona de caseina como

en la figura 20.

1 1Al *‘I\I LR R

- - - — - = -

Figura 21. Ordenamiento de tubos para diluciones.

Se tomd con una micropipeta 1 ml de muestra y se transfirio al primer tubo con peptona de caseina,

asi hasta llegar al tubo nimero 5. Esto con cada una de las bacterias como en la figura 21.




6.5.1 Conteo de colonias

Se preparo una caja Petri por bacteria de agar MacConkey, del tubo nX > se tomaron 10 L de
solucion y se deposito la gota en el medio de cultivo colocando 6 gotas cada una con 10 L, como en
la figura 22, se llevaron a incubaron a 37 ° por 24 horas, transcurrido el tiempo contar las colonias en

cada gota y realizar un promedio para obtener las UFC/ml.

Figura 23.Caja Petri de Agar MacConkey inoculado con la técnica de gota en placa.

6.6 Conservacion.

Como primer paso se esteriliza el material y reactivos (glicerol), se preparé caldo Luria Bertani y se le
agrego 20% de glicerol estéril posteriormente se acomodaron los tubos Eppendorf de Smililitros de
volumen abiertos y con una micropipeta se tomé 3 microlitros del medio y se transfirieron a los tubos,
se tomd una asada de muestra y se transfirié a un tubo, preparandose 6 copias por bacteria, cada
muestra se etiqueto con la fecha, nombre de quién inoculd, y el ID de la bacteria, llevandose a incubar

a 37° por 24 horas y posteriormente se llevaron a congelacion por tres meses.

6.6.1 Establecimiento del cepario

Teniendo en cuenta que los tubos de Eppendorf estan etiquetados se almacenaron en un refrigerador
marca Mabe a una temperatura de -3°C, dentro de una caja de Unicel para evitar contaminaciones,
el glicerol se agreg6é como agente de crioproteccidn por lo que su transferencia periddica sera cada 3

meses.
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VIl.  VII. RESULTADOS.

7.1 Resultados de las pruebas.
El cuadro 25 nos muestra los resultados obtenidos a partir del analisis de las pruebas bioquimicas realizadas a las bacterias que conforman el

cepario del Laboratorio de Inocuidad Alimentaria de la Facultad de Ciencias Agricolas. Se da por hecho que todas estas bacterias resultaron ser

viables, estables, y puras.

Cuadro 25. Resultados de pruebas rapidas y bioquimicas realizadas a las bacterias que conforman el cepario del Laboratorio de
Inocuidad Alimentaria.

Agar . .
Agar - Agar e 9 . a Agar Xilosa Medio
" Eosina y azul de Escherichia | citrato Agar Triple azucar Agar Samonellay . .
enterico : MacConkey- . . . lisina base Agar verde Brillante
b metileno . coli de hierro Shigella .
% | €| Hektoen Sorbitol . desoxicolato | Oxford
1= 8| s Simons
2 S| 6
@ ] S
> ] )
© 2 @ ©° o © (0] () o o o o ] ©
o = Tl lsle 2 | 83| 28 |8 |3 S 28 |, |8 |8 8 o 3 3 8
£ 2 | 5| = © o $§ E% 3 = ® o - & o | So|2 S © o ® 5 E§ 5§
[} o = = — pa—
© S|E| 288382 55| 83 || 83 |S8|82 8|2 82|/ |32 |8g/ =g 8L/8|2 882 |2| 88 38
a S3 52 Be £2 |22 €2 |8 |52 |8 S 5c| 8|52 |€8 58528818235 2 )
S & 8| E= 3 = 05| @ o S| SE| 0| & Q82| Qg | BE | 8 28 3|8 | @ 8 S| @ s> g=
— & = D =] o P e ® o S S o = S o 2] S S e~ £~ 83| x| = S 3| oo | = E o = ©
£ S » c & =8 = = S @ = = S @ = [0} = 7] =7 = o O »
> S £ 3 8 L £ Ko) S e 8 |35 ) = S S s 3 < 38
w | S S 3 55 | & 5 <] 2| w |2 |9 < w g o5
o < = = = o o o o < <
EHE.c1 | Escherichiacoli | + + + + + + | AA + + +
EHE.c2 | Escherichiacoli | + - + - + - + - + - - |+ | AA + - + - - -t - I +

—
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Agar . .
Agar . Agar s d . . Agar Xilosa Medio
. Eosinay azul de Escherichia | citrato Agar Triple azucar Agar Samonella y o -
« enterico metileno MacConkey- coli de hierro Shigella lisina base Agar verde Brillante
& | E | Hektoen Sorbitol . desoxicolato | Oxford
s 2| s Simons
9 S|l &
g K 3 3
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:o:ch - = = > - = c = n :9£ DN [=)) o5 S :Qe c o q:"(‘,:QE (72 o> :chw > c O o 2
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e 83| ¢ wm 3 D P =] o 83| a | =z| >0 ) 83| ¥ E® 83 |a|=|83F a|= E © =
= S » E » = e = S 0 PN 5 S S » = D S »n S U = » D »
> S = o o 2 = K] E=] S =] D oy =] k=3 D O S S
[ = S5 o8 |2 o < £ | e w S | e <] w5 S 5
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EHE.c3 | Escherichiacoli | + - + + - + - - + | AA + + - - - / +
EHE.c4 | Escherichiacoli | + - + - + - + - + - -+ | AA + + - - S . Il ¥
EHS.t5 Salmone[la + - - + - + - + - + + - KIA - + - + + + | - + - - +
typhimurium
EHE.c6 Escherichia coli + - + - + - + - + - - |+ | AA + + - R I R Iy ¥
EHS.t7 Salmone{/a + - - + - + - + - + + | - | KA - + - + + + | - + - - +
typhimurium
EHE.c8 | Escherichiacoli | + - + - + - + - + - -+ | AA + + - - -]+ . Il n
EHE.c9 | Escherichiacoli | + - + - + - + - + - -+ | AA + + , - S . Il n
EHE.c10 | Escherichia coli | + - + - + - + - + - -+ | AA + + - - I - /| ¥
EHE.c11 | Escherichiacoli | + - + - + - + - + - -+ | AA + - + - - S . Il n _
EHE.c12 | Escherichiacoli | + - + - + - + - + - -+ | AA + - + - - S . Il ¥ .

/: Inhibido, A: reaccion acida (amarillo), K: reaccion alcalina (rojo).




Agar . Agar s I.\gar . . Agar Xilosa Medio
: Eosinay azul de Escherichia | citrato Agar Triple azticar Agar Samonella y e .
< enterico metileno MacConkey- coli de hierro Shigella lisina base Agar verde Brillante
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S S| s Simons
9 Sl d
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[+ o (1)
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EHE.c13 | Escherichiacoli | + - + - + - + - + - + | AA + + - - - [ +
.C scherichia coli - - - - - - - - - R
EHE.c14 | Escherichia coll + + + + + + | AA + + + | +
EHE.c15 | Escherichiacoli | + - + - + - + - + - -+ | AA + + - - -+ - I +
EHE.c16 | Escherichiacoli | + - + - + - + - + - -+ | ANA + + - - -]+ - /| +
ELE.c17 | Escherichiacoli | + - + - + - + - + - -+ | AA + + - - - - /| +
EHS.t18 Salmone!la + - - + - + - + - + + - K/IA - + - + + + | - + - - +
typhimurium
EHE.c19 | Escherichiacoli | + - + - + - + - + - -+ | AA + + - - N - /| +
EJE.c20 | Escherichiacoli | + - + - + - + - + - -+ | AA + - + - - - - /| + -
EJE.c21 | Escherichiacoli | + - + - + - + - + - -+ | AA + - + - - -]+ - /| + -
EHE.c22 | Escherichiacoli | + - + - + - + - + - -+ | AA + - + - - N - /R + -

/: Inhibido, A: reaccién acida (amarillo), K: reaccion alcalina (rojo).
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EJE.c23 Escherichia coli + - + - + - + - + - + AA + + - - - / / +
EHE.c24 | Escherichiacoli | + - + - + - + - + - -+ | AA + + - - -]+ - I +
EEsE.c25 | Escherichia coli + - + - + - + - + - - + | AA + + - - R - / / +
EHS.t26 | Samonella A e . N ) P 777N U I U (R I A R B .
typhimurium
EJE.c27 | Escherichia coli | + - + - + - + - + - -+ | AA + + - - -]+ - I +
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EHE.c29 | Escherichia coli + - + - + - + - + - - + | AA + + - - I - / / + -
EJE.c30 | Escherichiacoli | + - + - + - + - + - -+ | AA + + - - o+ . I + _
EHE.c31 | Escherichiacoli | + - + - + - + - + - - |+ | AA + + - - R . I n .
EHE.c32 | Escherichiacoli | + - + - + - + - + - - |+ | AA + + - - R - Iy + .

/: Inhibido, A:

reaccion écida (amarillo), K: reaccion alcalina (rojo).
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EHE.c33 | Escherichia coli + - + - + - + - - + | AA + - - - -+ - / / + -
EHE.c34 | Escherichia coli + - + - + - + - + - - + | AA + - + - - -4 - / / + -
EHE.c35 | Escherichia coli + - + - + - + - + - - + | AA + - + - - -4 - / / + -
EHE.c36 | Escherichia coli + - + - + - + - + - - + | AA + - + - - -+ - / / + -
EHE.c37 | Escherichia coli + - + - + - + - + - - + | AA + - + - - -4 - / / + -
EHE.c38 | Escherichia coli + - + - + - + - + - - + | AA + - + - - -+ - / / + -
EHS.e39 Salmone{la + - - + - + - + - + + - KIA - + - + + + | - + - - - +
typhimurium
EDEfcdo | Crterococcus |,y . + / /2 N I I P VN R N e T e e AN : *
faecalis
EDB.s41 | Bacillus subtilis + + + - - - - + - - - + | AA - - + - - -+ - - - + -
LisDL.i42 | Listeria + |+ + - - - + - - - -+ | AA - - + - - - . + | - n _

/: Inhibido, A: reaccion acida (amarillo), K: reaccién alcalina (rojo).
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7.2 Contenido del Manual didactico.

Podrés tener acceso a este manual utilizando internet en la siguiente liga:

https://view.genial.ly/650c95710be06300118c42a2/presentation-copia-manual-de-pruebas-

bioquimicas

el manual nos servira como guia para indagar en el mundo de las bacterias. Primeramente, damos

una introduccion a las bacterias con los titulos de:

¢ Generalidades de las bacterias: Aqui tendras informacion sobre la definicion de bacteria,

clasificacion de las bacterias de acuerdo a su forma, pH, temperatura, necesidades de

oxigeno y requerimientos nutricionales, una breve explicacion de la estructura interna y

externa de las bacterias y finalmente la forma de reproduccion de estos microorganismos.

o Esterilizacion y desinfeccion: Podras diferenciar los términos de limpieza, desinfeccién,

esterilizacion y aplicaciones en el laboratorio. Esto es de suma importancia ya que al

trabajar en el laboratorio con microorganismos debemos aplicar estas técnicas para evitar

contaminaciones.

e Medios de cultivo: Contiene informacidn sobre su definicion, composicion, la manera en

como se clasifican los medios de cultivo, la preparacion en tubo o caja Petri, las etapas en

las que se debe realizar un control de calidad y por ultimo las diferentes técnicas de

inoculacion ya sea en tubo o caja Petri.

e Tinciones: Se da la definicion de colorantes, asi como una introduccién a las acciones

que ejercen sobre las bacterias, su clasificacion y el proceso general de las tinciones.

¢ Normatividad. Breve introduccion al Manual de Bioseguridad en el laboratorio de la OMS

y la Norma ISO 9001.
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La segunda parte del manual se conforma por los protocolos a desarrollar para a identificacién de
microorganismos. En primer lugar, la activacion del cepario donde se describen los pasos para
reactivar una cepa como segundo paso el aislamiento colonial, que consiste en separar las colonias
para verificar que sea un cultivo puro. Seguidos de una Tincién de Gram la cual nos ayudara a
clasificar a las bacterias en dos grandes grupos (bacterias Gram positivas y bacterias Gram
negativas) de acuerdo con su tipo de pared celular. Posteriormente se realizaron 11 pruebas
bioquimicas (Prueba de catalasa, Agar Enterico Hektoen, Agar Eosina y Azul de metileno, Agar
MacConkey con Sorbitol, Agar Salmonella y Shigella, Agar Verde Brillante, Medio Base Oxford,
Agar Escherichia coli, Agar Xilosa Lisina Desoxicolato, Agar Citrato de Simmons y Agar Triple
azucar). Es importante tomar en cuenta la viabilidad de las bacterias del cepario la cual fue
realizada por medio de diluciones seriadas para la identificacién bacteriana. Es importante realizar

la conservacién del cepario, dicha conservacion es por un método fisico de temperatura a -3°C.

7.2.1 Disefio del manual.
En la primera pagina podremos observaremos la portada con los datos de la unidad académica,

asi como los datos de la autora como se muestra en la figura 24.

Universidad Autonoma del Estado de México
Facultad de Ciencias Agricolas

Elaboracion de un manual didactico en linea para la organizacion,
mantenimiento y preservacion del cepario bacteriano del Laboratorio de
In Inocuidad Alimentaria de la Facultad de Ciencias Agricolas.

PRESENTA
Tamara Betzabé Garcia Sanchez

DIRECTORAS DE TESIS:
Dra. en CARN. Ana Tarin Gutiérrez Ibafiez
Dra. en CARN. Rosa Laura Ocafia de Jestis.

@ genially nl

Figura 24. Portada del manual digital.
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El manual contiene hipervinculos en todos los titulos, sabras su ubicacion en la parte superior

derecha se encuentra este icono, figura 25.

Figura 25. Icono de interacciones.

Al acercar el cursor a este icono, aparece la leyenda “Mostrar elementos interactivos”. En el cual
al darle click en cualquiera de ellos automéaticamente apareceran mas iconos iguales en diferentes
partes de la pantalla; esto significa que en donde aparezcan estos iconos hay algun hipervinculo
con informacion, puedes dar click en alguno y automaticamente te dirigira al contenido, como se

muestra en la figura 26.

Universidad Auténoma del Estado de México
Facultad de Ciencias Agricolas

Conenido del manual

Estructura

|

Organizacion de contenidos

Marco tedrico Qritscolds.
Activacion ne:ariu
AislamienOonial
Generalidades omen'as !
o - Tincion do
——> Esterilizacién y [eccmn l 8. Agar Escherichia
Medios oltivo Anélisis el'plcos 7*'0“:335 T 7| 9. Agar Xilosa Lisina icolato
Tlncio Viabilidad ,eza " 10 AgarCitratode
| 11. Agar Triple Azdc:
NomaiEY conser @ = -

Figura 26. Vista previa del icono de interacciones.
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El cursor presentara una animacion de zoom y podra dar click para que nos redireccione a una

pagina con la informacién general del titulo como se muestra en el ejemplo al titulo de la figura 27.

Universidad Autonoma del Estado de México

Facultad de Ciencias Agricolas

Conenido del manual

l
Estructura
. . |
Organizacién de contenidos ‘ 1 Prueba de catalasa.
B 2. Agar Enterico Hektoen.
o rotocolos
Marco tedrico | 3. Agar Eosina y Azul de Metileno
v .
Activacion del cepario 4. Agar MacConkey Sorbitol
$ 5. Agar Salmonella y Shigella
Aislamiento colonial

lidades de b X ‘ 6. Agar Verde Brillante
Ldenera idades de bacterias I Thicion do Gisi 7. Medio Base Oxford
— Esterilizacion y Desinfeccion | 8. Agar Escherichia Coli

Andlisis fenotipicos — Pruebas —

—— Medios de cultivo 9. Agar Xilosa Lisina Desoxicolato
10. Agar Citrato de Simons

11. Agar Triple Aziicar Hierro

|
I— Tinciones Viabilidad y pureza

——> Normatividad Conse%vacién

Figura 27. Vista previa de un acercamiento al contenido.

Veamos un ejemplo el primer contenido esta titulado “Generalidades de las bacterias”, cuando uste
acerqué el cursor este titulo presentara una interaccion de zoom, podré dar click en el titulo que

deseé conocer su contenido. Figura 28.

Laboratorio de Inocuidad Alimentaria o

© BACTERIA
o Genereades

> 4 / 9 Estr@ura

9 Requerimientcﬂutricionales

@ Reproduch ?9? -

Figura 28. Ejemplo del contenido del manual digital.
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En la parte inferior de cada pagina se encuentra este icono. Figura 29. En forma de bacteria amarilla
con un letrero que dice “Salir’, cuando acercas el cursor realiza una animacion de palpito y si le

das click te lleva en automatico al diagrama del “Contenido del manual’.

&y

Figura 29. Icono de salida.

Icono inferior es la palabra “regresar “. Figura 30. Significa que aun hay informacién en la pagina

anterior que no se ha revisado.

Regresar

Figura 30. Icono regresar.

Icono que aparece en la parte inferior es la palabra “anterior “. Figura 31. Significa que tendras que

regresarte a la pagina anterior para terminar de visualizar la informacion.

Anterior

Figura 31. Icono anterior.

——
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Los titulos de:

e Activacion de cepario.
o Aislamiento colonial.

e Pruebas bioquimicas.

Tienen en comun los siguientes subtitulos:

1.- Eleccion del medio: Al darle click nos abre una ventana con el nombre del medio de cultivo,
asi como una pequefia presentacion del mismo y una imagen con la presentacion del envase del

medio de cultivo.

2.- Composicion: Al dar click nos abre una ventada con un cuadro de la composicion y dosificacion

del medio de cultivo en cuestion.

3.- Fundamento: Al dar click nos abre una ventana con el fundamento de las reacciones que tienen

los componentes del medio de cultivo en las bacterias inoculadas.

4.- Preparacion: Al dar click nos abre una ventana con el modo de preparacion del medio de
cultivo, es de suma importancia este apartado ya que los medios de cultivo tienen diferentes formas
de prepararse por ejemplo algunos se llevan a esterilizar en autoclave, mientras algunos solo se

necesitan calentar en una parrilla de agitacion.

5.- Caracteristicas del medio: Al dar click nos abre una ventana con dos imagenes, una nos
representa el medio de cultivo deshidratado (directo del envase) y la otra nos representa el medio
de cultivo una vez rehidratado o preparado en estado puro. Este apartado nos ayudaré a guiarnos

sobre el color y uniformidad que deberia resultarte el medio correctamente preparado.
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6. Inoculacion: Al dar click nos abre una ventana con una imagen que te servira como guia para
la técnica de inoculacion en la caja Petri o tubo en el medio de cultivo. A un costado esta un texto

que te dice que otras técnicas de inoculacion puedes realizar.

7. Incubacion: Al dar click nos abre una ventana con las condiciones (temperatura y tiempo) en
las que debes incubar el medio de cultivo, para obtener colonias bien desarrolladas, este apartado
es importante ya que cada bacteria requiere de un tiempo y temperatura distinto, algunas necesitan
24 horas horas y algunas otras necesitan hasta 72 horas para su dptimo desarrollo. Debajo veras

una imagen de la incubadora que utilizamos en el laboratorio.

8. Lectura de resultados: Al dar click nos redirigiré a otro apartado con los posibles resultados
que vas a obtener en el medio de cultivo, si acercas el cursor la imagen en automatico tendré una
animacion de zoom y a la vez aparecera una etiqueta con los titulos de “Caracteristicas del
microorganismo” y debajo otro titulo con “Color del medio”. Este es el primer paso para la
identificacion de microorganismos ya que cada bacteria reaccionara con los componentes del

medio de cultivo de diferente manera. Figura 32 con un ejemplo del medio Triple AzUcar Hierro.

Laboratorio de Inocuidad Alimentaria

El microorganismo: I
No fermenta azucares.
Superficie:
Alcalina/Profundidad alcalina. [
Color:
Pico rojo/Fondo rojo.

|
é
|
, S

Figura 32. Ejemplo del disefio en el apartado de "resultados".
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9. Finalmente tenemos el control de calidad: Al dar click nos abre una ventada con un cuadro
que contiene un listado de microorganismos de referencia, el tipo de crecimiento (en algunos) y las
caracteristicas de las colonias (vistas en el apartado anterior titulado lectura de resultados), con
esto concluimos la identificacion de las bacterias ya que reconoceremos el género y en algunos

casos también la especie de la bacteria que inoculamos. Figura 33.

Control de calidad.
Microorganismos de referencia. Caracteristicas de las colonias.
Escherichia coli ATCC 25922. Negro azuladas con brillo metalico.

con centro oscuro.

Kiebsiella pneumoniae ATCC 700603.
Proteus mirabilis ATCC 43071. ;
Salmonella typhimurium ATCC 14028. Incoloras.
Shigella flexneri ATCC 12022. Incoloras.

P gir ATCC 27853.

Enterococcus faecalis ATCC 29212. Incoloras puntiformes.

Candida albicans ATCC 10231. Rosadas puntiformes.

Figura 33. Ejemplo de la ventana "Control de calidad".

Finalmente tenemos esta pagina, con un pequefio agradecimiento. Figura 34.

Universidad Auténoma del Estado de México Laboratorio de inocuidad Alimentaria

£ ey ]

Gracias por tu consulta :) (&)

Para informacién mds detallada
consulta la tesis titulada:

Elaboracién de un manual diddctico en linea para la organizacién,
mantenimiento y preservacidon del cepario bacteriano del Laboratorio de
Inocuidad Alimentaria de la Facultad de Ciencias Agricclas.

Tamara Betzabé Garcia Sdnchez yJ“‘ %
{

Figura 34. Final de la presentacion.




7.3 Fichas técnicas de las bacterias del cepario.

Las tarjetas serviran como referencias de consulta rapida.

Escherichia coli

Familia: Enterobacteriaceae

EHE.c1- EHE.c2- EHE.c3- EHE.c4- EHE.c6- EHE.c8- EHE.c9- EHE.c10-
: : EHE.c11- EHE.c12- EHE.c13- EHE.c14- EHE.c15- EHE.c16- ELE.c17-
Bacterias d‘;' °°'°I?"° S ELE 019- EJE.c20- EJE.c21- EHE.c22- EJE.c23- EHE.c24- EESE.c25-

2l EJE.c27- EHE.c28- EHE.c29- EJE.c30- EHE.c31- EHE.c32- EHE.c33-
EHE.c34- EHE.¢35- EHE.c36- EHE.c37- EHE.c38.

Bacilos

Gram negativo

Anaerobias facultativas

Inoculacion
Inhalacién
Forma exdgena
v Ingestion

€< € <

via de transmision

Placa de Agar MacConkey y Agar Eosina y azul de metileno, Agar
Medio de cultivo Entérico Hektoen, TSI, Verde Brillante, Citrato de Simons, XLD,
Agar E. Coli

v Oxidasa negativa

Catalasa positiva

Lisina descarboxilasa positiva

Fermentador de lactosa positiva

Citrato de Simmons negativa

TSI superficie y profundidad amarillo
Produccion de gas positivo

Produccion de &cido sulfhidrico negativo
Inhibicion de crecimiento en Agar Base Oxford

Método de Identificacion

€< € € <€ € <€ ¢ <

Morfologja colonial
L ¢

<

Colonias circulares de tamafio medianas a grandes 2-4
mm

Superficie brillo metalico

Densidad opaca

Elevacion convexa

En A. MacConkey colonias rosado fuerte

€< € € ¢
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Salmonella typhimurium

Familia: Enterobacteriaceae

Bacterias del cepario que son S. typhimurium

EHS.t5- EHS.t7- EHS.11-8- EHS.t26- EHS.t39.

Forma Bacilos
Tincién Gram negativo
Capacidad de oxigeno Anaerobias facultativas, movil

via de transmision

v Inoculacion
v Ingestién

Medio de cultivo

Placa de Agar Salmonella y Shigella, Verde
Brillante. Agar Entérico Hektoen, Verde Brillante,
Agar Citrato de Simons.

Método de Identificacion

v Oxidasa negativa

Catalasa positiva

Produccion de acido sulfhidrico positivo
Produccidn de gas negativo

Citrato de Simons positivo
Fermentador de carbohidratos negativo
TSI superficie roja y profundidad
amarilla

€< € € € € ¢

Morfologia colonial

Colonias circulares de tamafio
medianas a grandes 2-4 mm
Colonias negras

Opacas

Apariencia lisa

Lisas

Elevacion convexa

<

€< € € € ¢

——

113

'



via de transmision

Medio de cultivo

Enterococcus faecalis

Familia: Enterobacteriaceae

Bacterias del cepario que son E.
faecalis
Capacidad de oxigeno Anaerobias facultativas, inmévil

v
v
v

v
v
v
v
v
Método de Identificacion v
v
v
v
Morfologia colonial
v
v
v
v
v
v
(

EDE.f40

Inoculacion
Ingestion
Contacto directo

Placa de Agar Eosina y azul de metileno, MacConkey con
Sorbitol, Salmonella y Shigella, Base Oxford.

Oxidasa negativa

Catalasa negativa

Produccion de &cido sulfhidrico negativo
Produccion de gas negativo

Citrato de Simons negativo

Fermentador de carbohidratos positivo

TSI superficie y profundidad amarillo

En A. Eosina y azul de metileno tienen inhibicion parcial
son incoloras puntiformes

Tiene inhibicidn de crecimiento en Agar Entérico
Hektoen, MacConkey-Sorbitol y Medio Base Oxford.

Colonias circulares de tamafio pequefio
Colonias incoloras en su mayoria
Borde uniforme

Opacas

Apariencia lisa

Elevacion convexa




Bacillus subtilis

Familia: Enterobacteriaceae

EDB.s41-EDB.s44.

Bacilo

Gram positiva

Aerobia

Inoculacion
Ingestion
Inhilacién

v Contacto directo

€< € <€

Placa de Agar Extracto de levadura, compuestos de
soya y Agar nutritivo como Luria Bertani.

v Oxidasa negativa

Catalasa positiva

Produccién de acido sulfhidrico negativo
Produccion de gas negativo

Citrato de Simons negativo
Fermentador de carbohidratos positivo
TSI superficie y profundidad amarillo

€< € € € € ¢

<

Colonias circulares de tamafio pequefio 0.7-
0.8 um

Colonias color gris a verde

Borde uniforme

Opacas

Apariencia lisa

Elevacion convexa

€< € € € ¢




Bacterias del cepario que son
Listeria

Capacidad de oxigeno

via de transmision

Listeria

Familia: Listeriaceae

LisDL.i42.

Bacilos cortos
Gram positiva
Anaerobia facultativa

¥ Inoculacion
v Ingestién

v Contacto directo

Medio de cultivo Placa de Agar Base Oxford

Método de Identificacion

Morfologia colonial

Oxidasa negativa

Catalasa positiva

Produccion de acido sulfhidrico negativo
Produccion de gas negativo

Citrato de Simons negativo

Fermentador de carbohidratos positivo

€ € € € ¢ <¢ <

TSI superficie y profundidad amarillo

Colonias circulares de tamafio pequefio 0.7-0.8 um
Borde uniforme

Opacas

Apariencia lisa

Elevacion convexa

€ € € ¢ ¢ <

Colonias blanco a grisaceas, con halo negro sobre fondo

claro




Pseudomona aeruginosa

Familia: Pseudononadaceae

Bacterias del cepario que son P.aeruginosa PseDP.a43.
Forma Bacilo recto
Tincion Gram negativa

Capacidad de oxigeno Aerobia, movil

¥ Inoculacion
via de transmision v Ingestion
v Contacto directo

Placa de Agar Base Centrimida, Luria Bertani,

Medio de cultivo MacConkey

v Oxidasa positiva

Catalasa positiva

Produccion de acido sulfhidrico negativo
Produccion de gas negativo

Citrato de Simons positivo

Fermentador de carbohidratos positivo
TSI superficie y profundidad rojo

Método de Identificacion

€< € € € € ¢

Morfologia colonial

<

Colonias circulares de tamafio grande 2-4
Mm

Colonias color verdoso fluorescente
Borde uniforme

Opacas

Apariencia lisa

Elevacion convexa

€< € € € ¢
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VIIl. CONCLUSIONES
El manual de bacterias del Laboratorio de Inocuidad Alimentaria es un instrumento que
permitié organizar, identificar y caracterizar la coleccion de bacterias de interés alimentario.
La elaboraciéon del manual didactico en linea facilito la organizacion, identificacién y
mantenimiento del cepario bacteriano del Laboratorio de Inocuidad Alimentaria.
La version del manual en linea permite de una manera didactica abordar el manejo de

bacterias en laboratorio https://view.genial.ly/650c95710be06300118c42a2/presentation-

copia-manual-de-pruebas-bioguimicas

Con la ayuda del manual se logro establecer un cepario de 44 ejemplares que deja las

bases de la preservacion de la biodiversidad, capacitacion y aplicacion cientifica.
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https://view.genial.ly/650c95710be06300118c42a2/presentation-copia-manual-de-pruebas-bioquimicas

IX. RECOMENDACIONES
Es preciso continuar con otros protocolos que realicen pruebas de identificacion molecular
para tener una clasificacion que incluya la parte fenotipica y genotipica.
Se recomienda ampliar el manual incluyendo otros microorganismos de importancia
agricola, alimentaria e industrial.
Experimentar con otros métodos de conservacion como la liofilizacion.
Hacer uso del manual como una herramienta de apoyo para profesores y alumnos que lo

necesiten en su desarrollo profesional.
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