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Bacterias capsuladas : Klebsiella pneumoniae
Protozoario : ciliado'= Vorticella sp
Levadura : Candida utilis

Alga diatomea : Coscinodiscus sp

Virus del mosaico del tabaco

Hongos : Aspergillus sp







INTRODUCCION

El objetivo de la elaboracidn del presente manual de practicas de
microbiologfa sanitaria obedece a l1a necesidad que han manifestado
los estudiantes de la materia, debido a que el material que debe
cubrirse va desde los conceptos fundamentales de la microbiologia
hasta las técnicas especificas de aplicacién en el &rea de 1la
Ingenieria Ambiental y dado, que la poblacidén de estudiantes que

se inscriben en 1la Maestria en Ingenieria (Ambiental) es
heterogénea vy que en su mayoria provienen de carreras de
Ingenierfa, tienen poca 0 nula experiencia en el trabajo de

laboratorio,

El temario del laboratorio comprende:

15 practicas que se desarrollan durante un semestre segan 1lo
aprobado por el Consejo Universitario en el plan de estudios para
la obtencién del grado de Maestro en Ingenierfa (Ambiental) y que
complementan l1os conceptos tedricos de 1la asignatura del mismo
nombre.

El manual 10 constituyen 4 partes:

la primera, de indicaciones generales sobre el trabajo de
laboratorio, 1la segunda, sobre las técnicas basicas de
Microbiologia, 1la tercera, sobre las técnicas especificas
aplicadas a la Ingenieria Ambiental y la cuarta. un apéndice con
las técnicas para la preparacion de 1los reactivos y medios de
cultivo utilizados.

Cada practica se ha tratado de ilustrar, vya sea con tablas o
esquemas, segan el caso, con objeto de que las técnicas resulten
mas comprensibles para el alumno.

fos microorganismos, no sélo proveen las bases para el
entendimiento de todos los procesos bioldgicos que suceden en el
ambiente, sino gque son las herramientas para el control de 1los
mismos.

Se espera gue este manual cumpla con los objetivos propuestos vy
encienda en los estudiantes la chispa para el estudio de 1los
microorganismos que son los personajes m&s importantes en el
estudio de 1la Ingenierfia Ambiental.
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Es de suma importancia que el alumno previo a la realizacidén de la F
practica comprenda en su totalidad 1o gque se har&, como se
efectuarad y porqué.




PARTE 1

INSTRUCCIONES GENERALES EN
EL LABORATORIO



Toda

REGLAMENTO DEL LABORATORIO DE INGENIERIA
AMBIENTAL DE LA DEPFI

persona que haga uso del 1laboratorio, debera sujetarse al

presente reglamento.

1-—

2.~

3-_

10-"

En el &rea de trabajo del laboratorio es indispensable el uso
de bata.

No se permite fumar, comer o beber dentro del laboratorio.

No se debe hacer uso inadecuado del equipo, cristaleria o
reactivos.

No sustraer equipo, cristalerfa o reactivos, si no se cuenta
con la autorizacién correspondiente.

Abstenerse de reparar o intentar reparar equipo por
iniciativa propia.

Durante el periodo de practicas las mesas deben mantenerse 1o
mi&s limpias posibles, por lo gue hay que secar inmediatamente
cualquier salpicadura o mancha que se produzca. Cuando 1la
practica termine cada estudiante debera limpiar su lugar
antes de abandonar el laboratorio.

No deben dejarse mecheros encendidos si no se esta trabajandnv
con ellos. Asi mismo debe evitarse la proximidad del mechero
a sustancia inflamables tales como alcohol, é&ter, parafina,
etc.

El material de vidrio que se vaya a utilizar deberad ser
requerido mediante un vale de salida, y a su entrega debera
estar perfectamente limpio y en estado semejante al que fue
entregado.

Evitar manipular equipo del cufl se desconoce su operacidn,
as{ como también equipo que no se esté usando.

Observar las medidas de seguridad correspondientes a 1los
diferentes laboratorios.




INFORMACION GENERAL ACERCA DEL LABORATORIO

Durante la practica, se debers usar bata blanca. No se permitira
realizar la préctica a l1a persona que no la use.

No tendra derecho a examen final, la persona que reuna durante el
semestre m&s de 4 faltas de asistencia.

Los reportes de cada practica deberan contener en forma breve 1la
siguiente informacidn:

—-0BJETIVO
~GENERAL IDADES
-PROCEDIMIENTO
~RESULTADOS
~CONCL.USIONES
-BIBLIOGRAFIA

Cada reporte debera entregarse a mids tardar dos sesiones después
de concluida la practica.

A cada alumno se le entregard medianteé un vale el equipo vy

material de laboratorio necesario para realizar las practicas.

Una vez concluidas éstas, se debera regresar éste equipo en las
mismas condiciones en las que se recibid.

El material roto o daffado debera ser repuesto por el alumno
responsable.

i
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MEDIDAS PREVENTIVAS EN CASO DE QUEMADURAS CON
ACIDOS. ALCALIS O CALOR.

QUEMADURAS PRODUCIDAS POR ACIDOS:

ACIDO SULFURICO:

1.- Inmediatamente absorber con un trapo o toalla de papel el
&cido que haya quedado sobre la piel.

2.- Bumergir o baffar con agua la regidn daMada durante el tiempo
suficiente para que se diluya el &cido.

3.- Aplicar una cataplasma de bicarbonato de sodio, con el fin de
neutralizar la accién del acido.

EN LOS 0J0S:

1.- No lavar con agua simple, sino directamente conh agua
carbonatada.

ACIDOS EN GENERAL:

1.~ Absorber el &cido que haya en la piel con un trapo.
2.- Lavar perfectamente con agua para diluir el &acido.
3.- Aplicar una cataplasma de bicarbonato de sodio.

QUEMADURAS PRODUCIDAS POR ALCALIS:

1.—- Rapidamente secar el &lcali que quedd en la piel.

2.- Lavar con agua abundantemente.

3.- Aplicar compresas de &cido picrico dilufido, o bién, aplicar
pomada del mismo o picrato de butesin o Hipoglos.

EN LOS 0JO0S:

1.- Lavar con agua simple
2.—~ Despues lavarles con agua boricada.

QUEMADURAS PRODUCIDAS POR CALOR:

i.- Aplicar cualquier grasa, vaselina, picrato de butesin o
Hipoglos.

Después de aplicar los tratamientos anotados, acudir El médico.

RECUERDE ADEMAS. QUE EL TRABAJAR CON MICROORGANISMOS IMPLICA UN
RESGO PARA LA SALUD POR LO QUE HAY QUE TENER ESTRICTAS MEDIDAS DE
HGCENE Y SEGURIDAD. ADEMAS DE SEGUR LAS INSTRUCCIONES E
NDICACIONES DEL PROFESOR DE PRACTICAS.
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PARTE 2

TECNICAS BASICAS EN MICROBIOLOGIA
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PRACTICA 1

LAVADO Y ESTERILIZACION DE MATERIAL DE LABORATORIO

INTRODUCCION

La esterilizacidn es la eliminacién completa de cualquier forma de
vida y existen varios métodos para llevarla a cabo.

La eleccién del método depende de la naturaleza fisica delmaterial
que se va a esterilizar y del uso que se le piensa dar. Entre los
métodos utilizados tenemos:

Calor al rojos:

Se utiliza para las asas de platino empleadas en 1la siembra o
inoculacidon, para las bocas de los tubos de cultivo y frascos,
portacbjetos y cubreobjetos. Se esteriliza suspendiéndolos en 1la
flama de un mechero.

Ebulliciéns

El agua en ebullicién mata a 1las formas vegetativas por.
coagulacién de las proteinas, pero no mata a 1las esporas. Este
método raramente se usa en el trabajo de laboratorio.

Estorilizacidn por vapors

El vapor esteriliza por coagulacién de las proteinas. El vapor a
presién es un agente esterilizante debido a que se alcanzan
temperaturas superiores a las alcanzadas por ebullicidn.

El aparato de laboratorio diseflfado para esterilizar por este
método se 1lama autoclave.

Consiste en una doble camara que puede saturarse de vapor vy
mantenerse a una determinada presién y temperatura durante un
tiempo largo. Es importante que el aire de la camara sea
reemplazado por completo por vapor saturado. Si hay aire presente,
se alcanzar& una temperatura inferior.

Este método es empleado para esterilizar medios de cultive,
soluciones, cantidades medidas de agua en tubos o botellas,
material de cristaleria, etc.

Generalmente se opera a una presién de 15 lb/pulgf (121°c). E1

tiempo de operacion depende de 1la naturaleza del material por
esterilizar, del tipo de recipiente y del volumen.

i1




Esterilizacién por calor secos

El calor seco, a diferencia del calor hdamedo, deshidrata las
cédlulas y oxida sus proteinas.

Se precisan exposiciones de por lo menos una hora a temperaturas
de 160 — 180° C que se controlan por medio de un termostato.

Este método de esterilizacién se emplea para material de vidrio.

Radiacionest

La luz solar tiene un poderoso efecto germicida. Esta propiedad se
debe a los rayos de luz muy cortos de alta frecuencia 1llamados
ultravioleta, que matan a las bacterias cuando su intensidad es
fuerte.

OBJETIVOS:

Conocer el tipo de material requerido para llevar a cabo las
practicas del laboratorio, asi como las diversas técnicas vy
aparatos utilizados para la esterilizacién del mismo.

MATERIAL:

- Horno de esterilizacidn

~ Autoclave

- Mechero Bunsen

- Tubos de ensaye

- Cajas Petri

- Matraces Erlenmeyer

- Pipetas graduadas de {1 y S5 ml.
- Algoddn

- Papel de envoltura

-~ Agua destilada

PROCEDIMIENTO. LIMPIEZA Y ESTERILIZACION DE MATERIAL DE VIDRIO.

a) Lavar el material con agua y jabén, enjuagar con agua de la
llave.

b) Enjuagar con agua acidulada y escurrir.

c) Lavar el material con mezcla crémica y enjuagar perfectamente
con agua destilada.

Al efectuar el procedimiento, tenga precaucidén debido a 1la
corrosividad de la mezcla crémica.

12




I11.- ESTERILIZACION.

a) Proceda a tapar las bocas de los tubos, matraces y pipetas con
tapones fabricados de algoddén y gasa.

b) Envuelva el material con papel de estrasa de acuerdo con las
instrucciones dadas y acomé&delo cuidadosamente en el interior del
aparato de esterilizacién.

c) Mantenga el material durante el tiempo adecuado a las
condiciones de esterilizacidn ( 1 hora a 160 — 180°C si se emplea
horno, v si se utiliza autoslave, 15 minutos despudés de alcanzada
la presidn de 15 1lb. / pulg ).

d) Apague el aparato de esterilizacidn, deje enfriar el material y
guarde el material envuelto hasta que lo desee utilizar.

PROCEDIMENTO SEMPLFICADO PARA EL USO DEL AUTOCLAVE:

1.~ Comprobar el nivel del agua.

2.~ Colocar en su interior el material a esterilizar.

3.- Atornillar 1la tapa, apretar las tuercas por parejas
diametralmente opuestas de forma que la tapa encaje perfectamente
sobre la arandela.

4.- Abrir la valvula de vapor y encender la fuente de calor.

S.- Una vez que salga el vapor por la valvula de sequridad, se
espera al menos 5 minutos para expulsar todo el aire y cerrar 1la
valvula.

6.— Vigilar el mandmetro y la vi&lvula de seguridad. Cuando se
alcanza la presidn requerida, disminuir la intensidad del calor.
7.— Dejar que transcurra el tiempo necesario. Apagar la fuente de
calor.

8.~ Esperar a que el mandmetro descienda a cero, abrir la llave de
vapor.

9.— Esperar 5 minutos y abrir la tapa.

lLa figura 1 presenta el equipo de laboratorio mas comunmente
utilizado en microbiologia.
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Fig 1 CONTINUACION
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PINZAS

BALANZA GRANATARIA

— o -~

PAPEL FILTRO

ESTERILIZADOR DE AIRE CALIENTE

INCUBADORA

AUTOCLAVE

Fig 1 CONTINUACION
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PRACTICA 2

PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO

INTRODUCCION

El estudio de algunos procesos bioquimicos fundamentales de las
células se han realizado en microorganismos debido a que son
faciles de cultivar en el laboratorio bajo condiciones controladas
que permiten verificar sus caracteristicas en generaciones
sucesivas en tiempos relativamente cortos.

Para cultivar los microorganismos en el laboratorio, es necesario
conocer los requerimientos nutricionales de cada cepa en
particular y controlar factores fisicos como temperatura vy pH(ga
mayoria de las bacterias pueden crecer en una temperatura de 30 C
O ma&s,aunque algunas cepas se alejan mucho de este rango); el
rango normal de pH tolerado es de 5 a B.

Para controlar el pH se usan generalmente medios de cultiveo
regul ados.

Todas las células requieren para su crecimiento normal de:
- agua

- una fuente de carbono
- una fuente de nitrdégeno

- azufre

- fésforo

- una fuente de energia

-y sales minerales (sodio, potasio, calcio, magnesio) en

cantidades pequefias.

Tantos los microorganismos como las plantas requieren que éstos
nutrientes estén en solucidén para poderlos asimilar. For ello se
debe seleccionar el medio de cultivo de tal manera que contenga
los elementos necesarios para el adecuado crecimiento de 1la cepa
que se desea.

Los medios de cultivo se han clasificado de acuerdo con su
composicidn quimica y el uso a que esten destinados en:

- enriquecidos

- selectivos

- diferenciales

- de prueba

- de conteo

- de mantenimiento

17
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o bién, considerando su consistencia, se clasifican en:

sélidos
semisdlidos y
l1fquidos.

PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO

Existen algunos materiales de uso muy comdn en la preparacidn de
medios de cultivo como son las peptonas, el extracto de carne,
extracto de levadura y el agar. Estos materiales, nutrientes para
la célula, hacen posible el desarrollo de una gran cantidad de
microorganismos.

El caldo nutritivo y el agar nutritivo son ejemplos de medios

liquidos y sélidos que permiten el desarrollo de muchos tipos de
microorganismos heterdtrofos.

fLa tabla 2.1 resume las caracteristicas de 1los materiales
mencionados anteriormente.
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TABLA 2.1

CARACTERISTICAS DE LOS MATERIALES QUE SE USAN COMO
INGREDIENTES EN LOS MEDIOS DE CULTIVO

MATERIAL

CARACTERISTICAS

VALOR NUTRITIVO

Extracto de

carne

Extracto acuoso de carne
magra de res concentrado
en pasta.

Contiene las sustan
cias solubles en
agua de tejidos
animales, entre e--
llos carbohidratos,
compuestos organi-
cos nitrogenados,

vitaminas solubles
en agua y sales.

Peptona

Producto que resulta de
la digestién de materia-
les proteinicos, ejemplo:
carne, gelatina y caseina
La digestiéon del material
proteinico se efectdga con
&cidos o enzimasjsirven
para hacer medios de cul-
tivo bacterioldgicos,di-
ferentes tipos de pepto-
nas (dependiendo de la -
proteina usada y el méto-
do de digestidn).Existen
diferencias entre las
peptonas en cuanto a su
propiedad para permitir
el crecimiento bacteriano

Fuente principal
de nitrégeno orga
nicojpuede conte--
ner también algu-
nas vitaminas y al
gunas veces carbo-
hidratos, esto en
relacién al mate-
rial protéico di-
gerido.

Agar

Carbohidratos complejos
obtenidos de ciertas al-
gas marinas, procesadas
para eliminar sustancias
extrafias.

Se usa como agen-
te solidificante
de los medios de-
cultivo. Se di--
suelve en solu- -
cidn acuosa,geli-
fica cuando 1la
temperatura baja
de 45°C.

No se considera
al agar como nu-—-
triente para las-
bacterias.

Extracto
levadura

de

Es un extracto en solu—-—
cién acuosa de levaduras,
se obtiene comercialmen-
te en polvo.

Es una fuente muy
rica en vitamina
B, contiene N or-
ganico y compues-—
tos de carbono.

19
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OBJETIVO

Conocer los medios de cultivo que frecuentemente se utilizan para
el crecimiemto de microorganismos, asi como su composicién y forma
de preparacidn.

MATERIAL

- Matraces Erlenmeyer
- Tubos de ensaye

- Cajas de Petri

-~ Mechero

- Balanza

- Algoddén

- Autoclave

~ Espétula.

MEDIOS DE CULTIVO

- Agar nutritivo
- Caldo nutritivo

PROCEDIMIENTO

A) AGAR NUTRITIVO.

Componentes:

Extracto de carne 3.0 g
Peptona 5.0 g
Agar—agar 15.0 ¢
Agua destilada 1000.0 ml.

Pesar los ingredientes de acuerdo a lo seffalado y disolverlos en
una parte de agua, se ajusta el pH entre 6.8 ¥y 7.2. E1 ajuste se
puede efectuar con &cido acético muy dilufido o hidrdxido de amonio
diluido.

Para que se mezclen perfectamente los componentes del medio de
cultivo, se calientan en un matraz,agitando hasta lograr una buena
disolucidn. después de 1o cual se completan al volumen total, se
tapa el matraz y tubos con tapones de algodén doblados a la mitad
y envueltos en gasas procurando que embonen bien con la boca del
matraz. Posteriormente ge esteriliza en autoctlave durante 135
minutos a 15 lb./pulgada™ de presién.




B) CALDO NUTRITIVO.
Componentes
Extracto de carne

3
Peptona 3
Agua deatilada 1000

(el e e
300

1.

Se agrega el extracto de carne y la peptona al agua destilada. Se
calienta lentamente y se agita hasta disolucidn., Se ajusta 1la
reaccidn para que la lectura de pH, después de la esterilizacidn,
se encuentre entre 6.8 y 7.0 Se lleva a sbullicién, se enfria a
25°C. Se completa el volumen original con agua destilada y se
esteriliza como en el caso anterior.

RESULTADOS

Los medios preparados en esta practica se utilizaran en las
practicas # 3 y 4.
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PRACTICA 3

PRESENCIA DE MICROORGANISMOS EN EL MEDIO AMBIENTE
FLORA MICROBIANA MIXTA

INTRODUCCION

Los microorganismos existen en todos y cada uno de l1os ambientes.
El poner en exposicidn una caja Petri en cualquier ambiente,
demostrard la presencia de una gran variedad de microorganismos en
el aire, una prueba de ello es el laboratorio, 1lugar en que se
desarrollar&n las practicas y donde existen infinidad de ellos,
l1os cuales se podr&n observar despuéds de incubar la caja. Lo mismo
sucede si se cultiva una gota de agua de un charco.

La variacién que existe entre todos éstos microorganismos puede
zser tanto en forma como en estructura celular, movilidad, tamaffo,
etc.

OBJETIVO

Demostrar la presencia de microorganismos en cualquier tipo de
ambiente.

MATERIAL:

-~ 100 mL de agar nutritivo
- 5 cajas de petri estériles
- 1 hisopo de algodén estéril

PROCEDIMIENTO

1.— Fundir el agar nutritivo previamente preparado. Mantener su
temperatura aproximadamente a 45°C.

2.- Vaciar de 15 a 20 mL de agar nutritivo a cada una de 1las
cajas. Dejar solidificar.

3.~ Proceder con las cajas de la siguiente manera:




2.1.— Destapar una caja y dejarla expuesta al ambiente del
laboratorio durante treinta minutos.

2.2.- Tomar el hisopo y tallar 1los dientes o garganta,
depositar la muestra sobre la caja petri.

3.3.- Sacudirse vigorosamente el pelo sobre la superficie de
una de las cajas de petri.

4,— Con las dos cajas restantes proceder de la siguiente maneras

4.1.~- Pesar 1.0 g de tierra y depositarlo en una caja de
Petri. Vaciar sobre esta el agar 1liquido y mezclar
perfectamente con movimientos rotatorios de la
caja.Dejar solidificar.

4.2.- Tomar 1 ml de agqua residual y depositarlo en una caja
Petri. vVaciar sobre esta el agar 1liquido vy mezclar
perfectamente con movimientos rotatorios. Dejar
solidificar. 4

5.— Incubar todas las cajas de Petri a temperatura ambiente hasta
la siguiente sesidn.
NOTAS E

Las cajas de Petri siempre deben ser incubadas en forma invertida.

RESULTADOS

1.— Examinar las placas y de ser posible contar el naGmero de
colonias.

2.- Hacer una descripcidn minuciosa de las caracteristicas vy
apariencia de las colonias presentes, describiendo
principalmente las siguientes:

- superficie
- consistencia
- color

- forma i
- elevacién
- mirgenes

Si el crecimiento de colonias en las cajas sembradas es demasiado,
seleccionar una muestra de 10 de ellas.

La figura 3.1 presenta algunos ejemplos de formas, elevaciones vy
mirgenes de algunas colonias.
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Circular Irregular Alargada Filamentosa Rizoide
ELEVACION
i
| PN A A
Elevada Convexa Umbonada
MARGEN
Entera Ondulada Lobulada Filamentosa Rizada

Fig 3.1 FORMAS , ELEVACIONES Y MARGENES DE COLONIAS
BACTERIANAS
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3.-Anotar la descripciédn y caracteristicas de las colonias
seleccionadas en la siguiente tabla:
NUMERO DE REPRESENTACION DE S
MUESTRA COLONIAS EN LAS COLONIAS OBSERVACIONES

LAS PLACAS PREDOMINANTES

1

2

3

4.- COMENTARIOS Y OBSERVACIONES ADICIONALES.
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PRACTICA 4

MICROORGANISMOS EN CULTIVOS PUROS. SIEMBRA EN MEDIOS LIQUIDOS
Y SOLIDOS. AISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS.

INTRODUCCION

Los microorganismos en su estado y habitat natural no existen en
forma pura, sino en comunidades o pobl aciones microbianas
mezcladas. Sin embargo, la mayoria de los estudios microbiolégicos
se realizan aislando a los organisasos Yy estudi ando U
comportamiento en cultivos puros (cultivo conteniendo solamente un
sélo tipo de microorganismo).

OBJETIVOS

Conoter 1los diferentes tipos de siembra utilizados en
microbiologia, asi como, aprender a hacer siembra de
microorganismos y el modo de obtener cultivos puros.

MATERIAL

Cajas de Petri estériles
Tubos de dilucion
Pipetas estériles

Asa de siembra

MEDIOS DE CULTIVO

- Agar nutritivo
~ Caldo nutritivo.

CEPAS UTIL1ZADAS

- Egcherichia colt
Bacillus subtilis
Sarcina lutea
Serratia marcescens
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ATIPOS DE SIEMBRAS EN MEDIO SOLIDO.

Para obtener un resultado lo mas cercano posible a la realidad de
un andlisis microbioldégico, es necesario hacer diluciones de 1la
muestra praoblema, para 1lo cual 1la mesa de trabaio debe de
limpiarse perfectamente (agua y jabén ). Se colocan dos mecheros
encendidos, los cuales den un radio de proteccidn estéril de
aproximadamente un metro.

PREFPARACION DE LAS DILUCIONES

1.—- Colocar en una gradilla los tubos con agua destilada estéril y
rotularlos como 1/10 , 1/100 , y 1/1000, elc..

2.- Con una pipeta estéril se transfiere 1 ml. de la muestra
problema al tubo rotulado como 1/10. Esta operacidn se realiza
quitando el tapén del tubo con los dedos meffique y anular de 1a
mano derecha, se toma i ml de muestra, se vierte en el tubo de
dilucién y se tapa nuevamente agitando la dilucidn. No olvidar que
cada vez que se quita el tubo se debe flamear el labio del mismo.

3.— Para hacer la dilucién 1/100 se transfiere 1 ml del tubo 1/10
al de 1/100 manipulando como en el anterior.

4.- Por Gltimo, para preparar la dilucidn 171000 se pasa I ml de
lade 1/100 a 1la de 1/1000, y asi sucesivamente para las
diluciones subsecuentes.

En cada transferencia se debe de emplear una pipeta estéril.

La figura 4.1 muestra el esquema del procedimiento utilizado para
realizar las diluciones.
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Fig 4.1 Preparacion de diluciones de la muestra
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SIEMBRAS

Para hacer las siembras bacteriolégicas, el medio de cultivo de
los matraces (salido) se funde, colocando éste en Bafio Marifa vy
posteriormente se procede al llenado de las cajas de Petri.

Esta operacié&n se trabaja bajo 1las mismas condiciones de
esterilidad que en la preparacién de diluciones.

Se toma la caja de Petri estéril y se destapa con los dedos indice
y pulgar, y se sostiene la base con los dem&s j3 se flamea el labio
de la caja. Con la otra mano se destapa el matraz que contiene el
medio de cultivo, sosteniendo el tapén con 1los dedos meflique vy
anular. También se flamea la boca del matraz y se vierte en la
caja de Petri a 3/4 partes de su capacidad, se deposita ésta sobre
la mesa de trabajo y se deja solidificar el medio.

El llenado de los tubos de cultivo se realiza en forma semejante
al de las cajas de Petri. Para solidificar el medio es necesario
conocer si la siembra en ellos va a ser por picadura o por
estrias.

Para el primero, el medio se deja enfriar con el tubo en posicidn
vertical, para el segundo se inclina el tubo en posicién a 45°.

Existen varios tipos de siembra:
- en placa vy
- en tubo de cultivo.

El primero se recomienda para cuando se utilizan medios de cultivo
generales y el segundo para resiembra Yy aislamiento de
microorganismos.

SIEMBRA EN PLACA

Se conocen como siembra en placa a las que s& hacen en una caja de
Petri con el medio de cultivo solidificado. Siempre debe de
trabajarse en condiciones de esterilidad.

Dentro de este tipo de siembras se trabajan dos variedades:

- por estrias y

-~ por vaciado.

A) SIEMBRA EN PLACA POR ESTRIAS:

Se esteriliza un asa de siembra recta en la regidén de mayor calor
del mechero hasta el rojo vivo. La caja de Petri se abre de igual
manera de como cuando se llend, se flamea el labio y el asa se
desliza sobre el medio de cultivo, sin perforar el agar formando
estrias.

La figura 4.2 muestra un esquema de comb se realiza esta
operacidén.
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Técnico estandar para siembra. Una
pequenia cantidad de indculo que se
tomo del area de descarga, se dis-
fribuye en la cajo por medio de
estrios.

TECNICA NORMAL DE SIEMBRA

Siembra en medio selectivo. En
estos medios el inoculo es mas
abundante y no se requiere este—
rilizar el asa entre cada serie
de estrigs .

Indculo

METODO DE SIEMBRA EN UN MEDIO SELECTIVO

Fig 4.2 Siembra en placa por estrias
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B)SIEMBRA EN PLACA POR VACIADO:

Se coloca en una caja de Petri estéril 1 ml de dilucién y se cubre
con medio de cultivo que no esté caliente pero que se encuentre
licuado (en forma de suspensién). Se llena la caja en la misma
forma como se indicéd con anterioridad. Finalmente se invierten las
cajas, cuando hayan solidificado, no sin antes haber agitado en
forma de 8. (Ver figura 4.3)
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SIEMBRA EN TUBOS DE CULTIVO

i.as siembras en tubos de cultivo en medio sélido por lo ganeral se
emplean para la purificacién de un cultivo proveniente de una
placa y se presentan dos variedades:

A) POR PICADURAS

En éste se emplean los medios de cultivo solidificados en forma
recta. Se esteriliza un asa de siembra recta y se colecta 1la
colonia que se desea aislar de la placa de cultivoy se introduce
en el medio picando longitudinalmente el medio.

B) POR ESTRIAS:

En éste se emplean los medios de cultivo inclinados. Se toma una
muestra de colonia con el asa de la siembra estéril y sobre 1la
superficie del medio se desliza ésta en forma de estrias.

Con respecto a los medios de cultivo liquidos o semiliquidos, su
preparacion depende de agregar o no determinada cantidad de
agar,segin la viscosidad con la que se requiera trabajar el medio.
La siembra en tubos de cultivo en medio 1liquido se utiliza
generalmente para proliferacién de la cepa en cuestién y se hace
por suspension.

La figura 4.4 presenta un esquema de céSmo se realiza la siembra en
tubo en medio sélido.
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Fig 4.4 Siembra en tubos de cultivo por picadura
y por estrias, en medios solidos
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PROCEDIMIENTO

1.~ SIEMBRA EN TUBO

1.1.— EN MEDIO SOLIDO

1.1-11— POR PICADURA

Sembrar, de acuerdo con las instrucciones del profesor,cada uno de
los tubos con agar nutritivo en recto las cepas proporcionadas.
Incubar a 35°C por 24 hrs.

1.1.2.-POR ESTRIA

Sembrar en cada uno de los tubos con agar nutritivo inclinado las
cepas proporcionadas, de acuerdo con las instrucciones dadas por
el profesor. Incubar a 3%°C por 24 hrs.

1.2- EN MEDIO LIGUIDO

Sembrar en cada uno de los tubos con caldo nutritivo las cepas

proporcionadas, de acuerdo con las instrucciones dadas por el
profesor.Incubar a 35 °C por 24 hrs.

2.~ SIEMBRA EN PLACA

2.11—POR VACIADO

Hacer las diluciones correspondientes a la muestra como se indicé
y verter 1 mL. en sendas cajas Petri. Agregar el agar nutritivo a
las cajas y mezclar. Incubar a 35 °C por 24 hrs.

2.2.-POR ESTRIAS

Sembrar en cada una de las cajas las cepas proporcionadas, de

acuerdo como se indicé en la seccidn anterior e incubar a 35 °C
por 24 hrs.
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RESULTADOS
1.— Examinar y observar el tipo y caracteristicas de crecimiento i
de cada una de las cepas en los diferentes modos de siembra en las :
placas y tubos. :
2.- Hacer una descripciédn minucinsa de 1las caracteristicas vy 2

apariencia de las colonias presentes, como se procedid en la
primera parte de esta practica.

3.~ Consignar sus observaciones en forma tabular. §

CEPA CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS
i ' forma elevaciodn margenes consistencia z

4.~ COMENTARIOS Y OBSERVACIONES ADICIONALES.
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PRACTICA 5
MICROSCOPIO
INTRODUCCION

El microscopio es una de las herramientas mas utilizadas en el
estudio de 1los microorganismos, ya que nos proporciona la
amplificacién necesaria para poder observar a los organismos que
no son posibles de ser observados a simple vista. El1 conocer vy
entender como funciona este instrumento e8 de vital importancia
para todo trabajo en el laboratorio de microbiologia.

Como ya se menciond, el microscopio es un aparato que aumenta
considerablemente las im&genes.

Los microscopios son de dos tipos diferentes: el optico y el
electrénico , segan sea el principio en el cual se basa 1la
amplificacién.

En el microscopio é&ptico se obtiene la amplificacién por medio de
un sistema de lentea, mientras que en el microscopio electrénico
se usa un haz de electrones en lugar de ondas luminosas para
obtener la imagen amplificada.

Dentro del microscopio éptico, el mas sencillo es conocido como
microscopio simple y consta de una sola lente convergente,también
conocida como lupa, de capacidad amplificadora muy reducida.

El aparato m&s utilizado es el microscopio compuesto o microscopio
dptico de campo claro que supera extraordinariamente al anterior
ya que basicamente consta de dos sistemas de lentes, una de ellas
amplia la imagen del objeto observado, que es captada y nuevamente
amplificada por el segundo sistema, consiguiéndose con esto un
mayor poder de resolucidén.

El poder de resolucién puede describirse como 1la capacidad para
distinguir dos puntos muy préximos, de modo que puedan verse
separados.

Adem&s del microscopio de campo claro, existen 1los siguientes

tipos: de campo obscuro, 1luz ultravioleta, fluorescencia, vy
contraste de fases.

La tabla 3.1 resume las caracteristicas principales de los
di ferentes tipos de microscopia.
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TABLA 5.1
COMPARACION DE DIFERENTES TIPOS DE MICROSCOPIA

TIPO DE AMPL IACION ASPECTO DE LA APL. ICACIONES
MICROSCOPIA MAXIMA UTIL MUESTRA UTILES

Campo 1000-2000 Especimenes teNidosjPara aspectos
claro o sin teflir, las morfoldégicos de

bacterias general- jbacterias,leva-
mente teffidas, apa- jduras, mohos,al :
recen del color del jgas y protozoos :

colorante.
Campo 1000-2000 Generalmente sin te-gjPara microorga-
obscuro filir aparecen bri- nismos que ex-—

llantes "iluminadas"jhiban algdan
sobre un fondo obs— Jaspecto morfo-
curo. 16gico caracte-
é ristico en vivo :
3 y en suspensién 5
5 ' en un liquido 5
3 ejemplo, espiro
quetas.
3 Ultravioleta §1000-2000 No se ve directa- jDiferenciacién
! mente. de componentes
4 : celulares sobre
’ la base de la
: mayor o menor _
facultad de ab-
sorber la luz

ultravioleta.
Fluorescen- 1000-2000 Brillante y colo—- JTécnicas de
te reado color del diagnéstico en
colorante fluo——- jlas que el co—-
rescente. lorante fluores

cente fijado al
organismo reve-|
la su identidad

Fase de 1000-2000 BGrados variables de jJPara examen de
contraste "obscurecimiento” estructuras ce-
: ” lulares en cé——
lulas vivas de
organismos mas

grandes como
levaduras,algas
protozoos y al-
dunas bacterias
Electrénico 200 000- Se ve en pantalla jJExamen de virus
400 000 fluorescente. y de la ultraes
tructura de las
células micro—

bianas.
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MICROSCOPIA DE CAMFO LUMINOSO.

En este tipo de microscopia el campo observado est& iluminado por
una fuente de luz.

La figura 5.1 presenta las partes principales del microscopio
éptico, asi como la trayectoria que siguen los rayos luminosos.

Para facilitar el estudio del microscopio compuesto se han
clasificado las diferentes partes que lo forman, en dos sistemas
conocidos como:

sistema mec&nico vy
sistema &ptico.

a) El Bistema Mecénico: estad formado por el pié, columna, brazo,
tubo del microscopio, revélver, tornillo micrométrico, tornillo
macrométrico y platina.

El pie es también conocido como la base y se construye de un metal
pesado que unido a su forma de "Y", "U" o circular, le proporciona
suficiente estabilidad al aparato.

La columna es una pieza vertical, colocada en la parte posterior
del pie y que sostiene las dem&s piezas.

El brazo, por lo general, es curvo y en la parte superior sostiene
el tubo del microscopio, que se une al brazo por medio de un
sistema de cremallera, mediante el cuil se desliza el tubo
verticalmente. Bste posee en su parte inferior una pieza giratoria
llamada revdlver, a la que se adaptan los sistemas oculares.

El movimiento vertical del tubo se realiza por medio de dos
tornillos: el de cremallera o tornillo macrométrico, que mueve el
tubo con amplitudy y el tornillo micrométrico que mueve el tubo
lentamente permitiendo efectuar un enfoque m&s preciso.

La platina se encuentra en 1la parte inferior del tubo del
microscopio unida horizontalmente a l1a base del brazoy} es una
plataforma rectangular o circular, qgue 1lleva en el centro una
perforacién por donde penetra la luz que envia el sistema de
iluminacién. Tiene, ademas, dos pinzas desmontables que sirven
para sujetar la preparacién.

b) Sistema &ptico: comprende dos sistemas de lentes:

el ocular vy
el objetivo.

Los objetivos se fijan al revélver generalmente en nGmero de tres
a cinco (dependiendo de la calidad del aparato)l. Las lentes que
forman cada uno de ellas, est&n montadas dentro de una pieza
cilindrica.

39




Tanto los oculares como los objetivos llevan un nGmero seguido de
una X que indica el aumento que se consigue con dicha lente. El
aumento total se calcula multiplicando el aumento del objetivo por
el del ocular.

Existen dos tipos de objetivos: el seco y el de inmersion. En 1los
primeros es el aire el medio que ase interpone entre el
cubreobjetos y la lente frontal del objetivo; con estos objetivos
no se pueden obtener aumentos muy grandes porque muchos rayos
luminosos se pierden por refraccién al pasar de la preparacién al
aire, por lo que no se puede obtener suficiente luz para hacer una
observacién con gran aumento.

Los objetivos de inmersién son aquellos en 1los que se coloca,
entre la lente frontal y el cubreobjetos un liquido que comGnmente
es aceite de cedro, con indice de refraccion parecido al del
vidrio, propiedad que permite que penetre mayor naGmero de rayos
luminosos al objetivo, obteniéndose luz suficiente para aumentos
mayores.

La iluminacidn: se encuentra debajo de la platina y comprende el
espejo, el condensador y el diafragma.

El espejo tiene dos caras, una plana y otra céncava, las que
pueden utilizarse de acuerdo con las necesidades. Cuando no se
dispone de condensador de 1luz, el propio espejo céncavo hace
converger los rayos de la lampara en la preparacién, pero cuando
se emplea condensador debe usarse sélo la cara plana del espejo.

El condensador es un sistema de lentes que aumentan poderosamente
el cono de iluminacidén. Su montaje esti dispuesto de modo que
pueda subir o bajar, aunque en algunos modelos es fijo. El
condensador es muy Gtil cuando se emplean lentes de mayor aumento
que exigen una gran cantidad de luz y que no podrian usarse sin su
ayuda.

El diafragma: se encuentra unido al condensador y con &1 se regula
la cantidad de luz gque pasa al objeto.
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Conocer las partes que forman el microscopio éptico, los
principios sobre los que se basa su aplicacifn,as!f como saber los
cuidados que se deben tener para poderlo utilizar correctamente.

MATERIAL:

- Microscopio

- Lampara

Aceite de inmersidn
Papel seda para lentes

PROCEDIMIENTO

PROCEDIMIENTO PARA EL USO DEL OBJETIVO DE ACEITE O INMERSION.

Ya que en la mayoria de las observaciones que se realizaran,el
objetivo mas frecuentemente usado es el de aceite o inmersidén, se
menciona el procedimiento para su uso:

1.—- Cuando la apertura numérica del objetivo sea mayor de 1.00
debe también utilizarse aceite en el condensador, poniendo una
gota en la parte superior del lente.

2.- Ponga otra gota de aceite en 1la parte inferior de 1la
preparacién.

3.- Ponga la preparacidén en la platina.

4,- Suba el condensador lentamente, hasta que el aceite del
condensador toque el aceite de la preparacidén.

S.- Encuentre un campo de la preparacién con el objetivo seco
débil.

6.— Suba el tubo principal con el tornillo macrométrico y ponga el
objetivo de inmersidn en su posicidén.

7.—- Ponga una gota de aceite socbre la preparacién.

8.- Usando el tornilleo macrométrico, mueva el obljetivo de
inmersién lentamente hacia abajo hasta que el 1lente toque el
aceite de 1la preparacién, en ese momento brillara ta luz
distinguidéndose el especimen.

9.~ Usando el tornillo micrométrico, haga el ajuste fino para
observar nitidamente el especimen.
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ESTEREOMICROSCOFPTA

El microscopio estereoscédpico es frecuentemente utilizado en
microbiologia, especialmente para el examen de las caracteristicas
macroscépicas de colonias bacterianas o para el examen de hongos.

Ofrece una imagen tridimensional, sin embargo, el aumento es
sol amente entre 5 y 100 veces.

Se usa de la siguiente manera:

i.- Encienda la fuente de luz.

2.~ Ajuste los oculares al ancho de sus ojos.

3.~ Ponga el especimen en la platina (generalmente un cultivo en
una caja de Petri).

4.~ Enfoque con el tornillo, wutilizando un €0lo ojo (de
preferencia el izquierdo).

5.—- Usando el otro ojo solamente (en este caso el derecho )
observe, si requiere de ajuste,use para enfocar el anillo de
ajuste ubicado en el ocular.

b.- Examine su especimen.

CUIDADD DEL MICROSCOPIO

i1.- Para transportar el microscopio fuera de su estuche, debe
tomarse con una mano del brazo del microscopio, y con la otra por
la base o0 pie.

2.- Asegurarse de que las piezas &pticas estén limpias. Es
necesario evitar que los objetivos estén en contacto con liquidos,
grasas, colorantes, balsamo de Canad4, etc., que dafan las lentesj
si esto llega a suceder, deben limpiarse inmediatamente con papel
seda y con un poco de xilol o éter. Debe evitarse el uso de
alcohol porque disuelve el cemento utilizado en el montaje de las
lentes. '

3.—- Cuando se hagan observaciones con 1los objetivos secos,
utilizar el espejo cédncavo y bajar el condensador.

4.~ Cuando se hagan observaciones con los objetivos de inmersién,
asegurarse de que el objetivo sea el correcto. Si se emplea otro,
recuerde que el aceite puede desprender la lente. En las
observaciones por inmersién utilizar el espejo plano y subir el
condensador hasta tocar la parte inferior del portaobjetos.

S5.—- Proceder siempre a bajar al maximo permisible el objetivo de
inmersidén, asegur&ndose de que el tornillo micrométrico esti mas o

menos a la mitad de su recorrido, puesto que de otro modo, si esta
cerca del tope, no permitir& hacer un enfogue adecuado.
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6.- 81 hay filtros, retirarlos para obtener una iluminacién clara.
Quitar el ocular para ver que el campo esté iluminado
uni formemente.

7.- Una vez enfocado el objetivo,ajustar el diafragma para lograr
la m&xima nitidez.

8.— Al observar con microscopio monocular, mantenga ambos o0jos
abiertos. Cerrar un ojo por periodos largos resulta muy cansado.

2.— Al terminar de hacer las observaciones, limpiar
escrupulosamente el ocular con papel seda especial para lentes, al
igual que el objetivo.

10.- Guardar el microscopio en su caja, pero antes, revisar gue
las piezas estén en su lugar y hacer girar el revélver, de manera

que el objetivo de menor aumento guede en posicién de observacidén
y bajarlo hasta el tope.

NOTA:

Los conocimientos adquiridos es esta practica seréan aplicados en
la observacién de los frotis preparados en la siguiente.
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PRACTICA 6

TECNICAS DE TINCION OBSERVACION MICROSCOPICA
DE BACTERIAS. LEVADURAS. HONGOS Y PROTOZOARIOS

INTRODUCCION

Tres caracteristicas basicas de los mi croorgani smos hacen
necesario el empleo de técnicas especiales en 1la investigacién
microbioldgica, a saber:

a) Su tamafo diminuto
b) La aparente ausencia de diferencias individuales
c) Su amplia distribucién en la naturaleza

Por sus dimensiones sumamente reducidas es necesario emplear para
su estudio microscopios de alto poder de amplificaciéon. Se
comprende facilmente que dadas las caracteristicas que acabamos de
enumerar, la dificultad practicamente insuperable de manipular un
s0lo microorganismo, hace necesario estimular su desarrollo en
grandes nameros, y es en éstos cultivos, compuestos de millones de
células, donde se procede a su estudio, en lugar de hacerlo sobre
un solo gérmen.

Para diferenciar un microorganismo de otro, el microbidélogo
observa su aspecto, en primer lugarj ahora bién, una célula de
levadura es casi idéntica a otra, y cabe deducir de 1lo expuesto,
que la pequeffa variedad en la morfologfia de las bacterias, no es
sin duda, dato suficiente para identificar los miles de especies
que sabemos existen. Salta pues a la vista la necesidad de
cultivar los gérmenes problema, Yy proceder al estudio de sus
funciones, es decir, de sus caracteristicas fisiolégicas y de su
estructura. En realidad, el microbidlogo recurre a maGltiples
fuentes de informacién en su esfuerzo por identificar los
microorganismos desconocidos.

Como los microorganismos se encuentran en cualquier tipo de medio
ambiente y son inaccesibles a la inspecciédn directa, +f&cil es
comprender la dificultad que entraffla diferenciar unos tipos de
otros; ademas, existe siempre el peligro de que al estudiar
microorganismos nocivos puedan diseminarse y contaminar el medio.
Con el fin de hacer frente a éstos problemas, el microbidlogo usa
siempre técnicas asépticas (ausencia de microorganismos), éstos
métodos son adecuados para prevenir la contaminacién del medio por
los microorganismos.

El procedimiento mas corriente para estudiar 1la morfologia
bacteriana, consiste en el examen de un frotis, que previa
fijacion, se tiffe con algdn colorante y que se examina después
microscédpicamente con el objetivo de inmersidén.
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Debe "extenderse" el material con objeto de formar una pelicula
delgada, y obtener as{ una sola capa de bacterias, perfectamente
separadas sobre el portaocbjetos. Con ésta preparacién previa,
pueden observarse perfectamente células aisladas, ya que de otra
forma, 108 microorganismos se aglomeran en masas sélidas
impenetrables a la luz.

Es necesaria la tincién, ya que la diminuta célula bacteriana en
su estado natural permitira el paso de cantidad excesiva de luz, vy
apenas se distinguirf{a en un campo brillantemente iluminado vy si
se redujera la luz, se apreciaria como una espicula grisi&cea sobre
fondo gris.

Las células "toman" la tincién total o parcialmente, de acuerdo
con una reaccidén quimica, entre alguna sustancia celular y el
colorante o bién, su superficie queda teffida por un mecanismo de
atraccién.

En otras palabras, 1las propiedades tintoriales de una célula
dependen de su composicién quimica y las diferencias en sus
reacciones de coloracién, constituyen indices importantes para
distinguir unas bacterias de otras.

Para preparar y fijar un frotis se coloca una pequefia cantidad de
la muestra problema sobre un portaobjetos limpio y se extiende
cuidadosamente sobre el miamo, hasta formar una pelicula delgada.

Se lleva a cabo la transferencia mediante un asa que se calienta
previamente al rojo en la llama de un mechero Bunsen, dejandola
enfriar antes de tomar con la misma una pequeffa porcién de 1la
muestra a examinar. Si es muy espesa la consistencia del material
a examinar debe mezclarse sobre el portaobjetos, usando para ello
una gota de agua destilada. Las extensiones delgadas se fijan
(aseguran) por desecacidén en el aire, vy las gruesas, haciéndo
pasar rapidamente el portaobjetos, unas cuantas veces por la llama
de mechero Bunsen.

La coloracién simple de un frotis o técnica de tincidén simple nos
revela l1la forma, tamaffo y arreglo de las células tefNidas por 1la
aplicacién directa de un sélo colorante. §in embargo, es posible
obtener mayor informacidén acerca de la morfologia y composicidn
quimica de las bacterias a través del uso de técnicas de tincidn
diferenciales.

Estas técnicas llevan consigo el tratamiento del +frotis con una
serie de reactivos. La apariencia de las células después de éste
tratamiento nos permite distinguir entre dos diferentes tipos de
bacterias con base en el colorante que retienen.

Existen dos métodos fundamentales de tincién por este medio, uno
el de GRAM, que separa las bacterias en dos grupos vy, otro, el
ZIEHL-NEELSEN o0 de 4&Acido-resistencia, que se emplea para
identificar algunos grupos de bacterias superiores.
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En ambos casos, el colorante 1inicial, tiffe las bacterias por
igual. Sin embargo, en algunos casos la combinacidn con el
colorante es mas permanente que en otros.

Para establecer netamente la diferenciaciédn en dos grupos, se
aplica una sustancia que disuelve el colorante, la cu&l no
ejerceri efecto alguno sobre el grupo de microorganismos que lo
retienen firmemente, pero 1o eliminar&a de 1los otros. Sabemos
también que la estructura de la pared celular es diferente en 1los
tipos Bram—positivos y Bram—negativos.

Asi pues, mediante el empleo de los métodos de tincidn es facil
identificar los tipos morfolédgicos mas corrientes Yy hacer
accesibles a la vista granulos y vacuolas, endosporas, esporas,
etc.

El examen minucioso de un frotis teffido nos provee de informacidn
invaluable para la caracterizaciéon morfolégica e identificacidn
del especimen.

L.os reactivos para las tinciones est&n hechos de colorantes,que
pueden ser naturales o sintéticos. Generalmente 1los colorantes
usados en microbiologia son sintéticos y del grupo de 1las
anilinas.

Hay tres grupos de colorantes: &cidos, b#&sicos y neutros. Los
colorantes del tipo de las sales son mas usados. Cuando 1la parte
colorida de la molécula del colorante se encuentra en el idén
cargado positivamente, es un colorante b#&sico. :

En los colorantes &cidos el color se encuentra en el 1ié6n cargado
negativamente.

OBJETIVOS

—-Conocer y aplicar algunas técnicas utilizadas en 1la tincién de
microorganismos, observar las diferencias segdn la técnica
utilizada.

~Conocer las caracteristicas morfolégicas de bacterias, levaduras,
hongos y protozoarios.

MATERIAL

-~ Portaobjetos — Colorantes para tinciones simples
- Mechero — Colorantes para Gram

-~ Asa para siembra -~ Cultivos de bacterias, hongos,

- Microscopio — Pulque y lodos activados.

- Papel seda
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PROCEDIMIENTO

A) PREPARACION DE FROTIS:

1.-Con el asa previamente esterilizada y enfriada de manera
conveniente, tomar una pequefla gota de cultivo en caldo vy
colocarla sobre un portaobjetos limpio y desengrasado.

2.-Extender con el asa la emulsiédn sobre el portacbjetos a fin de
tener una pelicula muy delgada.

3.-Dejar secar la pelicula al aire o dentro de una estufa.

4.-Una vez seco el frotis, fijarlo haciéndolo pasar lentamente
tres veces sobre la flama.

S5.-Dejar enfriar el portaocobjetos antes de teffir.

Para una mayor comprensién la fig. 6.1 describe graficamente este
procedimiento.
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1- Esterilice el asa y deje que se enfrie

2- Tome con el asa el cultivo y descdrguelo
sobre el portacbjetos en la parte media

/ v / ( evite las orillas)

/ \ 3- Deje secar el frotis al aire o pdselo
ligeramente por la flama

4- Fije el frotis en el portaobjetos, pasdndolo
lentamente unas 3 veces sobre la flama .
Deje enfriar el portaobjetos antes de tenir

Zona donde se -
deposito el cultivo

/ N / 5- Marcar con un Idpiz graso y por la parte

SRR inferior el drea donde se extendio .el cultivo

Marcar por la parte inferior

Fig 6.1 PROCEDIMIENTO PARA LA ELABORACION DE UN FROTIS
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B) TECNICAS DE TINCION Y OBSERVACION MICROSCOFPICA DE BACTERIAS Y
LEVADURAS

B.1) TINCION SIMPLE

Para poner en practica éste método basta aplicar una o dos gotas
de solucidn de azul de metileno u otro colorante sobre el frotis
recién preparado. Al cabo de un tiempo se lava el frotis
cuidadosamente con un chorro de agua suave o0 se agita en el
interior de un recipiente que contenga agua 1limpia. Después, se
seca la superficie inferior del portaobjetos con un paffo o al
aire, y la parte superior con papel filtro, absorbente.

Se coloca luego una gota de aceite sobre el frotis seco y teffido y
se examina con el objetivo de inmersidén.

Otros colorantes usados en la tincién simple son: fucsina
fenicada, safranina o violeta de genciana diluidas.

TINCION DEL FROTIS

1.~-Teflir el <frotis con alguno de 1los colorantes que se
proporcionen, dejandolos actuarj si se trata de cristal violeta o
fucsina fenicada, 30 segundosi si es azul de metileno, 3 minutos.
2.-lL.avar con agua de la llave.

3.~ Escurrir.

4.-Dejar secar perfectamente al aire.

S5.- Una vez perfectamente seco, colocar una pequeffa gota de aceite
de inmersién y observar.

B.2) TINCION DE GRAM

1,-Cubrir el fotis con solucién colorante de cristal violeta.
Dejar actuar durante un minuto.

2.-Al1 minuto, lavar la preparacién con agua de la llave o con una
solucidén de yodo.

3.-Cubra posteriormente la preparacién con la solucién de 1lugol
durante un minuto.

4.~l.ave la preparacién con agua de la llave.

5.— Decolorar con alcohol-acetona (o con alcohol al 70%) durante
10 segundos o gota a gota hasta que la dGaltima salga clara, sin
colorante.
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6b.-Lavar el frotis inmediatamente con agua de la llave.

7.-Cubra la preparacién con la solucién de safranina (colorante de
contraste) durante 30 segundos.

B8.-Lave con agua de 1a llave, incline el portaocbjetos contra 1la
pared y déjelo escurrir hasta que seque.

9.- Observar.

La figura 6.2 describe gr&ficamente este procedimiento, y la tabla
6. v 6.2 la reacciédn, apariencia y algunas caracteristicas de las
bacterias en 10s pasos de la técnica de tincién de Gran.

NOTA:

- Lo microorganismos positivos al Gram toman el primer colorante y
aparecen teffidos de color violeta o azul obscuro. Los que aparecen
en rojo toman la safranina y son negativos al Gram.

Existen microorganismos variables al Gram, conviene, por tanto,
hacer los frotis de cultivos jévenes. Si aparecieran dentro de 1la
célula una parte sin teflir, puede tratarse de endosporas que no
toman fa&cilmente los colores.
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1. Cubrir el frotis con solucion
colorante cristal-violeta, dejar
actuar durante un minuto.

]
[]

LT 7

2. _Enjuagar el frotis con
solucién de yodo o
agua corriente %

(solucion yodo - yodurada )
dejar actuar 1 minuto

3._ Cubrir el frotis con lugol @jlo/\"“_“) i
!

\

2

P/

@\Q/\\
4._Sacudir el exceso de Iu

y decolorar con alcoho!- a-
cetona

Fig

5._Enjuagar el frotis inmediatamen-
te con agua de la llave.

6. Cubrir el frotis con un colorante
de contraste { safranina) duran-
te 30 segundos

6.2 TINCION DE GRAM

7. Enjuagar con agua de la llave,
Sacudir exceso del agua y de-
jar secar al aire .

A) Antes de la decoloracion con alcohol —
acetona ,todos los micro-organismos po-
recen ser Gram {+) ( morado )

B ) Lo deeoloracion con alcohol - acetona
hace que los micro-organismos Grom
{ - ), no sean visibles (incoloros)

C ) Los orgonismos Grom (-), se haran
visibles medionte la aplicacion de
un colorante de contraste { rojos)



TABLA 6.1

COLORACIONES DE GRAM

oluciones aplicadas
or su orden

Reaccién y apariencia de las bacterias

Grampositivas

Gramnegativas

Cristal violeta

lLas bacterias se ti-
ffen en violeta.

las bacterias se ti-
ffen en violeta

Solucién yodo-
yodurada (lLugol)

omplejo CV-L se for-
a dentro de las bac-
erias; las bacterias
ermanecen violeta.

Complejo CV-L se for-
ma dentro de las bac-
terias, las bacterias
permanecen violeta

Alcohol

Las paredes celula

res se deshidratan,
ay retraccidén de los
oros, la permeabili-
dad disminuye, el

omplejo CV~-L. no pue-
e salir de la bacte-

ia,permanece violetal.

Extraccion de lipidos
e las paredes celula-
res, aumento de poro-
sidad, CV-iL sale de
la bacteria.

Safranina

las bacterias no
fectadas permanecen
violeta.

las bacterias toman
este colorante y se
tien de rojo.
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TABLA 62

ALGUNAS CARACTERISTICAS DE LAS BACTERIAS
GRAMPOSITIVAS Y GRAMNEGATIVAS

Caracteristicas

1

Di ferencias
Grampositivas

Relativas
Gramnegativas

Composicidén de la
pared celular.

Baja en 1lipidos
( 1-4 %)

Alta en lipidos
( 11-22 %)

Susceptibilidad a la
Penicilina

Mas susceptible

Menos susceptible

Inhibicién por colo-
rantes basicos; por
ejemplo cristal
violeta.

Inhibicién notable

Menor inhibicidn

Necesidades nutri-
tivas.

Muchas especies re-
lativamente comple-
Jas.

Relativamente
simples.

Resistencia a 1la
desinteracidn por
métodos fisicos.

Mis resistentes

Menos resistentes
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C)OBSERVACION DE PULQUE.

i.- Con el asa previamente esterilizada y enfriada tomar varias
porciones del pulque haciendo un frotis como se indicé en la
seccidn anterior.

2.- Teflir usando la Técnica de Gram.

3.~ Observar la preparacién con el objetivo de inmersién, tratando
de identificar la morfologia de los organismos presentes.

D) .- OBSBERVACION DE PROTOZOARIOS.

1.~ Con el asa previamente esterilizada y enfriada tomar varias
porciones del sedimento de lodos activados y colocarlos sobre un
portaobjetos limpio y desengrasado.

2.- Observar la preparacién con los objetivos seco débil y seco
fuerte identificando los tipos de organismos presentes.

E).— OBSERVACION DE HONGOS.

1.- Con el asa previamente esterilizada y enfriada tomar de un

cultivo de hongos que se le proporcione, una pequefia cantidad de
micelio.

2.- Colocarlo en un portaobjetos limpio y desengrasado al cual
previ amente se le ha puesto una gota de solucidén de potasa al 3I0%.

3.- Dbservar la preparacidn con los ohjetivos seco débil y seco
fuerte, tratando de identificar el tipo de estructuras presentes.




RESULTADOS

Describir las caracteristicas morfolégicas de los frotis
observados durante la practica.

Cepa

Levadura Lodos 'Hongos 1 2
f Frotis (dibuje)
. Técnica :
) de tincién
. Aumento
i Descripcién de
{ l1a morfologia de
: los microorganismos
§ (caracteristicas
: macroscépicas)
f Caracteristicas
! microscépicas
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PRACTICA 7

ACTIVIDAD BIOQUIMICA DE LAS BACTERIAS
ENZIMAS

INTRODUCCION

Para que una célula viva se desarrolle vy reproduzca, debe ser
capaz de efectuar gran namero de cambios quimicos, poder modificar
los nutrientes del medio en que vive antes de que entren a 1la
célula, y hacer cambios adicionales una vez que éstos penetren a
la misma.

Algunos de l1os materiales son luego asimilados y pasan a formar
parte de la célula, mientras que otros son descompuestos para
obtener la energfa que se requiere para la sintesis.

Estos cambios tan complicados son efectuados por las enzimas,
sustancias de orfigen protéico que se encuentran en las células en
cantidades pequefiisimas y que pueden efectuar todos 1los cambios
que se asocian al proceso de la vida. Se les considera 1la parte
activa de la célula.

Existen algunas sustancias, tanto orgénicas como inorg#énicas, que
en pequeffas cantidades, tienen 1la capacidad de acelerar las
reacciones quimicas sin que se alteren ellas mismas después de 1la
reaccidéni simplemente aceleran 1la velocidad de éstas sin que
necesariamente la inicien hasta alcanzar el equilibrio.

Las sustancias que se comportan asf{ se 1llaman catalizadores o
agentes catalfticos. Las enzimas pertenecen a esta categoria de
sustancias ya que funcionan como catalizadores del tipo organico y
son producidas por los organismos vivos.

De ésta manera se puede definir a 1la enzima como el agente
catalitico organico producido por las células vivas.

Todas las enzimas se producen dentro de la célula, pero existen
basicamente dos tipos:

- Las exoenzimas o© enzimas extracelulares: enzimas que son
excretadas por la célula a través de 1la pared celular, cuya
funcidén es realizar todos los cambios necesarios en 1os nutrientes
del medio para permitir que entren a la célula como alimento; vy

- Las endoenzimas o enzimas intracelulares: que sintetizan el
material celular y efectdgan reacciones catabélicas de las cuiles
se desprende la energia que aprovecha la célula.

Las enzimas son proteinas simples o conjugadas constituidas de una
parte denominada apoenzima y de uno o m&s cofactores.
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El cofactor puede ser un ién metglico (llamado activador) u otra
molécula organica (llamada coenzima).

Cuando las enzimas catalizan las reacciones, el sustrato se une a
la superficie de la enzima en un lugar llamado sitio activo. Esto
activa al sustrato causando la formacién de productos que después
son liberados de la superficie de la enzima.

Las enzimas catalizan solamente reacciones muy especificas debido
a que sélo el sustato preciso se ajusta en el sitio activo de 1la
enzimaj como una llave embona en su cerradura especifica.

La actividad de una enzima puede ser afectada por todos aquellos
factores que pueden alterar la estructura de una proteina. Cada
enzima tiene un pH &ptimo en el cukl su actividad es maxima. ‘

El conocimiento de las actividades bioquimicas o de las
actividades bioquimicas potenciales de un cultivo microbiano,
tiene muchas aplicaciones en biologia, la presencia de enzimas es
una de las pruebas bioquimicas que se emplea para la clasificacidén
y diferenciacién de los microorganismos, mas alla& de caracterizar
a las especies.

El papel de los microorganismos en el ambiente humano se atribuye
a la habilidad de éstos para degradar varios sustratos vy de
sintetizar nuevos productos.

Algunos microorganismos producen enzimas capaces de romper grandes
y complejas moléculas de polisacaridos, proteinas o lipidos. Estas
enzimas son extracelulares y su funcién es la de romper sus
respectivos sustratos por medios hidroliticos.

Las carbohidrasas hidrolizan los polisacéridos a azdGcares) las
proteasas hidrolizan las proteinas a péptidos y aminoscidosy y las
lipasas hidrolizan las grasas a glicerina y &cidos grasos. Cuando
los organismos crecen en medios los cukles contienen uno de éstos
sustratos, puede ponerse de manifiesto su degradacién debida a 1la
presencia de enzimas.

OBJETIVO:

Observar la accién de diversas enzimas microbianas sobre
di ferentes substratos.
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MATERIAL

Portaob jetos

Lugol

Solucién de Cloruro mercarico

Agua oxigenada al 3%

cajas de Petri con agar-almidon

cajas de Petri con agar-leche descremada

tubos de gelatina nutritiva

cajas de Petri con agar—gelatina

tubos de ensaye con caldo lactosado o caldo lauril triptosa
tubos de hemélisis.

NNNNNN

CEPAS EMPLEADAS

Escherichia coll
Bacillus subtilis
Serratia marcescens
Sarcina lutea

PROCEDIMIENTO

1.-ENZIMAS SACAROLITICAS O CARBOHIDRASAS.
1.1.- HIDROLISIS DE UN DISACARIDO

a) Sembrar los tubos de ensaye que contienen caldo con las cepas
prgporcionadas « Dejar uno como testigo. Incubar los tres tubos a
35" C vy observar a las 24 y 48 horas.

b) 8i el disacarido es fermentado, se puede observar un cambio en
la coloracién del indicador presente en el medio. 65i esa
fermentacién va aunada a produccién de gas, €1 gas se concentra en
la parte superior del tubo invertido. La aparicién de cualquier
cantidad de gas constituye una prueba positiva.

1.2.—- HIDROLISIS DE UN POLISACARIDO

El almidén es un hidrato de carbono que se clasifica entre los
polisacaridos. Una prueba cualitativa para el almidéon es la
aparicién de color azul por la adicion de una solucidén de yodo.

Cuando se hidroliza el almidé&n, 1los productos son dextrinas,
maltosa y glucosa, productos de menor complejidad, que no dan ésta
reacciéon azul. Ciertas dextrinas, como la eritrodextrina, se tifien
con el yodo de color rojizo o pardo, mientras que otras, como 1la
acrodextrina, la maltosa y la glucosa, no dan ninguna coloracién.
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Este principio se usa para probar la hidrélisis del almidén en
esta practica.

a) Siembre en sus cajas de agar almidén las cepas que se le
proporcionen, inoculando por picadura central, y estrias cortas en
los extremos de la caja en zonas limitadas, para que el resto
quede como zona de contraste.

b) Incube durante 48 horas a 35°C .
€) Pruebe la actividad diast&sica de los microorganusmos cubriendo
las placas de agar-almidén con una solucién de 1lugol} alrededor

del lugar de crecimiento una zona clara indicar& la hidrélisis del
almidon.

La figura 7.1 representa esquemiticamente los dos procedimientos
anteriores.
2.~ ENZIMAS FPROTEOLLTICAS O PROTEASAS.

- 2.1.- HIDRGL1ISIS DE CABEINA
a) Observacion en placa.
1)- Inocule sus cajas de agar—-leche descremada con las cepas que
ge le proporcionen. Siembre por picadura central y estrias cortas,
como en el caso del almidén.
2) Incube 48 horas a 35°C.
Las colonias de bacterias proteoliticas aparecer&n rodeadas de una
zona clara, mientras que las &reas en las que la caseina no ha
sido atacada, permanece el aspecto opaco del medio.

2.2.~ HIDRGLISIS DE LA GELATINA.
a) Técnica de hidrélisis en tubos.

1) Inocule por picadura tres tubos que contengan gelatina
nutritiva con las cepas que se les suministren.

2) Incube a 35°C incluyendo un tubo no inoculado, como patrén de
comparacion. Espere de 2 a 7 dias hasta obtener reaccién positiva.

3) Para observar sus resultados sumer ja sus tubos en agua helada.
£l tubo sin inocular y 1los tubos con reaccidén negativa

solidificaran, en tanto que la gelatina hidrolizada permanecera
liquida.
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PTa . /. Medio de enzimas lta
1.1 Hidrolisis de un disacarido cultivo (enel MO.)  Resultados
N
() O >
Medio de y produccion de
~—— 1 ) caido +MO. ———» gas(#) por
] cultivo lactosado incubar a 35°C ~"hidrdlisis de la
” “ H (24 a 48 hrs) flactosa
o Siembra de un
=1 microorganismo Gram(+) Gram (=) Testigo
(M.0.)
1.2 Hidrdlisis de un polisacdrido
\.>
> { Medio de agar almidon +M.0. ———» + Lugol— colora -
<$ cultivo incubar a cion azul
] (35°C) {presencia de almidon){
— (48 hr)
Siembra de un
M.O. Gram(+) Gram (=)

Fig 7.1 Procedimientos de siembra de medios de cultivo para deteccidn de enzimas sacaroliticas
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PRECAUCI ONs

No agite los tubos mientras estén liquidos, pues puede provocar
errores al mezclarse la gelatina hidrolizada con 1a intacta, vy
solidificar.

b) Técnica de las placas de gelatina- agar.

1) Siembre dos placas de agar—-gelatina con las cepas que se le
proporcionen por la técnica antes descrita.

2) Incube a 35°C durante 48 horas.
J) Vierta sobre el cultivo 10 ml. de soluciédn de cloruro
mercarico. El reactivo forma un precipitado blanco con la

gelatina, en tanto que la gelatina hidrolizada no precipita, y se
ver4 como una zona clara.

La figura 7.2 esquematiza los dos procedimientos anteriores.

3. -CATALASA

La catalasa es una enzima que cataliza 1la descomposicién de
perédxido de hidrégeno en oxigeno y agua. En general los
microorganismos aerobios la poseen y l1os anaerobios no.

1) Tome un poco de cultivo de cada uno de 1los siguientes
cultivossE. coli , B. subtilis,y aplique cada uno de ellos a
sendos portaobjetos limpios y desengrasados.

2) Affada unas cuantas gotas de Ha0a al 3X a cada potaobjetos vy

luego observe al microscopio, con el objetivo seco débil, para ver
81 hay desprendimiento de burbujas o no.
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Fig 72 Procedimientos de siembra de medios de cultivo para deteccion de enzimas proteoliticas

) . , Medlo de enZimOS
2.1 Hidrdlisis de caseina cultivo + (enel MO.) — Resultados
Medio de agar leche zona
@ cultivo descremada tMO. incubar 48h 35¥ clara
Slem:toudeun Gram (+) Gram(-)
2.2 Hidrolisis de gelatina
a) Hidrdlisis en tubo
. gelatina licuacion
Medio de \ +M.0, ——» A
cultive nutnfiva incubar 2-7 dias (hldr0.||S|5 de
(solida ) gelatina)
Siembra por ‘cuduro
W Gram(+) Gram(-)  Testigo
b) Hidrélisis en caja
Medio de agar gelatina + MO. —————» + Hg Cla— § blanco
cultivo incubar 48h , .
35°C (si hay gelatina)
s'em,:.ra de un { Gram (+) Gram(-)




RESULTADOS:

Registre l1os resultados de sus observaciones en la siguente tabla.

5 CEPA ] MEDIO DE | SUSTRATO [ ENZIMA CATALASA [ OBSERVACIONES
| CULTIVO PRESENTE
; 34 Ihu

-

N

W

P
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TECNICAS APLICADAS A LA INGENIERIA AMBIENTAL

63




PRACTICA 8

ANALISIS DE AIRE

INTRODUCCION

La microbiologia de la atmésfera, comprende el estudio de 1los
organismoe vivos en el aire, tales como el polen, esporas de
hongos, levaduras, algas, bacterias, etc.

La Aerobiologia estudia el comportamiento de estos organismos en
la atmésfera. Las particulas bioldgicas se pueden encontrar
suspendidas, como organismos aislados, o bien organismos
principalmente adheridos a material particulado.

La flora microbiana del aire es transitoria y variable. El aire no
es un medio en el que log microorganismos puedan desarrollarse,
pero es portador de materia particulada, polvo y gotas, que pueden
estar cargados de microbios.

El namero y tipo de microbios en el aire estan determinados por
las fuentes de contaminacién del ambiente,como 1os organismos que
son expelidos del aparato respiratorio al toser o estornudar, vy
las particulas de polvo que circulan al ser levantadas de 1la
tierra por el viento.

Los microorganismos transmitidos por el aire son transportados en
las particulas de polvo, en las gotas grandes que quedan
suspendidas brevemente y en el nGcleo de las gotas, que se forma
cuando las pequeffas gotas se evaporan. Asi son llevados unos
cuantos metros o muchos kilémetrosi algunos mueren en unos cuantos
segundos, otros sobreviven durante semanas, meses o m&s tiempo. Su
destino final depende de un sistema de complejas circunstancias
que incluye las condiciones atmosféricas como humedad, luz solar,
temperatura, trayectoria y velocidad del vientoj el tamaffo de las
particulas que los transportan, y su propia naturaleza, es decir,
el grado de susceptibilidad o resistencia de cada especie en
particular al nuevo ambiente, 0 su capacidad para formar esporas
resistentes y quistes.

El muestreo del aire para determinar su contenido microbiano
necesita de aparatos especiales. Los denominados dispositivos de
trampa sélida o dispositivos de trampa liquida han sido disefados
para este propdésito.

En los filtros de trampa sdélida, 1los microorganismos son
colectados, o “atrapados", directamente sobre la superficie sélida
por un medio de agar o disco filtrante. La subsecuente incubacidén
de la muestra da como resultado el desarrollo de colonias -  donde.
quedaron atrapados 108 microorganismos.
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En los aparatos de muestreo con lifiquidos, la muestra de aire se
hace pasar en forma de pequeffas burbujas a través de caldo de
cultivo u otro liquido donde los microorganismos quedan atrapados.

Después se siembran muestras del liquido en placas que se cultivan
para determinar su contenido microbiano.

Entre las técnicas que se emplean en el an&lisis microbioldgico
del aire tenemos:

- técnica de sedimentaciédn en placa
— técnica del cedazo y ranura
- filtros de membrana

En esta practica, sera utilizada la técnica de sedimentacién en
placa. ,

OBJETIVO

Determinar cufles son los microorganismos que m&s comunmente ge
encuentran en el aire y en qué tipos de ambientes hay un mayor
namero de ellos.

MATERIAL:

Asa de siembra

-~ 2 Cajas de Petri

Colorantes para tincidn de Gram
Microscopio

Portaobjetos

MEDIOS DE CULTIVO

- Agar Nutritivo
- Agar Sabouraud

PROCEDIMIENTO

1.- Verter en una caja de Petri esterilizada medio de agar
nutritivo fundido, y en otra el medio de agar Sabouraud. Dejar
gsolidificar.

2.—- Muestrear abriendo la caja en el labhoratorio o en algdn otro
ambiente y dejarla asi durante 30 minutos.

3.- Incubar la caja durante 48 horas a 35° C.
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RESULTADOS:

1.~ Observar las caracterfisticas macroscépicas y predominantes de
las colonias desarrolladas.

2.- Hacer frotis de las colonias predominantes o0 que presenten
alguna caracteristica especial.

3.-SegaGn sea el tipo de microorganismo presente, hacer tincién de
Gram y observar con el objetivo de inmersién sus caracteristicas
microscépicas si se tratan de bacterias; observar las
preparaciones con KOH al 30%Z con el objetivo seco fuerte si es el
caso de hongos.

4.- Consignar sus observaciones en la siguiente tabla:

MEDIO DE NUMERO DE TIPO PREDOMINANTE
CULTIVO COLONIAS CARACTERISTICAS
MACROSCOPI CA NICROSCOPICAS
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PRACTICA 9

ANALISIS BACTERIOLOGICO DE AGUA
MUESTREO

INTRODUCCION

lLa determinacidén de la calidad de un agua es de vital importancia
para el bienestar de 1a comunidad, ya que un agua contaminada
puede provocar epidemias en una poblacioén.

El primer paso en el andlisis o examen de un abastecimiento de
agua es la recoleccién y manejo cuidadoso de las muestras.

Aspectos importantes a considerar para un adecuado muestreo sont

-~ una seleccidén adecuada del sitio de muestreo
- frecuencia

- namero

- tamafio de muestra

- frascos adecuados

- técnica de muestreo

- descripcidén adecuada de la muestra vy,

- transporte en condiciones adecuadas.

a) Seleccidén del sitio de muestreo.

Una adecuada localizacidén del sitio de muestreo asegura la toma de
muestras representativas.

a.1.— Toma de muestras de sistemas de distribucidn.
Deben escogerse puntos representativos gque cubran el
sistema completo.

a.2.— Toma de muestras de cuerpos receptores.
Se toman generalmente cerca de l1a superficie.

a.3.- Toma de muestras para estudios intensivos de cuerpos
receptores.

El muestreo representativo debe ser consider ando las
caracteristicas particulares del estudio, entre algunos
factores importantes a considerar sont

el sitio, profundidad del muestreo, método vy hora de

muestreo, namero de muestras posibles de procesar y tipo de
contaminacidén (contaminacién en un punto o promedio), etc.
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b) NGmero, frecuencia y tamaMo de muestra.

El namero minimo de muestras depende del naGmero de usuarios.

La fig. 9.1 es una grafica que indica el nGmero minimo demuestras
que deben ser analizadas por mes, de acuerdo con el namero de
usuarios del sistema.

En el caso de que se excedan los est&ndares establecidos para
coliformes, deben tomarse muestras diarias en el mismo sitio y los
andlisis deben continuarse hasta que en dos muestras consecutivas
se presente un nivel aceptable de coliformes. Tales muestras deben
considerarse como adicionales y no deben ser incluidas en el
naGmero total de muestras mensuales analizadas.

c) Botellas de muestreo

Las botellas utilizadas para la toma de muestras deben tener como
minimo 100 ml. de capacidad mas un pequefo espacio para aire. La
botella y la tapa deben de ser de un material bacterioldgicamente
inerte (vidrio o plastico generalmente),.

Los frascos deben 1lavarse adecuadamente, enjuagarse con agua
limpia y esterilizarse. Los frascos que se destinen para 1la
recoleccidédn de muestras de aguas con cloro residual deben 1llevar
un agente declorador, a no ser que contengan caldo para la siembra
directa. El tiosulfato de sodio es un agente satisfactorio de
decloracién; su presencia en una muestra de agua clorada, en el
instante de la recoleccién, neutraliza cualquier cloro residual vy
evita, con esto, que el tiempo que 1a muestra se encuentra en
transito al laboratorio se vea afectada obteniendo resultados
erroneos (falsos negativos).

Utilizando el tiosulfato, en tales condiciones es probable que el
examen bacterioldégico indique el verdadero contenido bacteriano de
la muestra en el momento del muestreo.

El tiosulfato de sodio se debe agregar al frasco de muestra,
limpio y seco, antes de la esterilizacién, en una cantidad que
proporcione una concentracién aproximada de 100 mg/1. (0.1 ml. de
una solucidén al 10%Z de tiosulfato de sodio en un frasco de 100 ml.

d) Volumen de muestra.

Para muestras de agua potable para 1a técnica de filtro de
membrana se requiere un volumen de 100 ml. Sin embargo, en aguas
superficiales, naturales, no potables Yy residuales 1las cuentas
bacterianas pueden ser muy altas por 10 gque se requieren voldamenes
menores de muestra para el an&lisis.

La tabla 9.1 es una gufia de los volaGmenes de muestra a utilizar.
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Poblacion servida, en miliares

10

100

1000

10 000

1 2 345 10 50 100 500

Ndmero minimo de muestras por mes

Fig 9.1 NUMERO MINIMO DE MUESTRAS,
BASADO EN LA POBLACION SERVIDA
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TABLA 91

VOLUMENES DE AGUA SUGERIDOS

TIPO DE ABUA

TIPO DE ORGANISMO

COLIFORMES COL-IFORMES ESTREPTOCOCOS
TOTALES FECALES FECALES
Agua potable 100 m. g —————— Insuficientes
datos disponi-
bles para pro-
Manantiales 15,460,100 mL 30,100 mL ducir indices

Lagos & depé-
sitos natura-
les.

Tomas de a ~-
bastecimiento
de agua

Playas de re-
creo

Rios

Efluentes de
aguas residua-
les cloradas.

Aguas residua-
les crudas

4,15,60,100 m

0.08,0.15,0.5,
1.0, 4.0 mL

0.08,0.15,0.5,
1.0,4.0 mL.

0.003,0.01,
0.02,0.08 mL

0.003,0.01,
0.02,0.08 mL

0.0001,0.0003,
0.001,0.003,
0.01 mL.

10,30,100 mL

ol 1'0.3’ 1.0,
3.0, 10.0 mL

confiables.

El analista
debe seguir la
quia de coli--
formes fecales
S s8i se tienen
registros an—-
teriores dis—-
ponibles.

Use éstos nive
les como una -
guia para la -
seleccidén del
volumen.
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OBJETIVO

Aprender las técnicas y cuidados que se requieren para 1a toma de
muestras de agua.

MATERIAL

- Frasco para muestra

- Papel de estraza

- Autoclave

-~ Tiosulfato de sodio al 10%
- Muestra problema

- Pipeta de 1 mlL..

PROCEDIMIENTO

TECNICAS PARA RECOLECCION DE LA MUESTRA.
MUESTRED DE UN SISTEMA DE DISTRIBUCION.

Cuando se toma la muestra de agua se debe dejar un amplio espacio
de aire en el frasco para facilitar el mezclado de la muestra por.
agitacién, como paso previo al examen.

Se debe procurar que las muestras sean, en realidad,
representativas del agua en estudio, Yy asimismo, qQue no se
contaminen en forma alguna después del muestreo o antes del
examen.

El frasco de muestra se destapa con todo cuidado evitando tocar el
tapén y la boca del frasco para que éstos no se contaminen al
efectuar la toma de muestra.

El frasco se debe tomar cerca de su base vy se ha de 1llenar sin
enjuagar, volviendo a taparlo inmediatamente.

Si se tratara de tomar una muestra de un grifo del gistema de
distribucién, se debera comprobar primero que el grifo escogido
suministre agua directamente de una tuberia de la red a través de
una linea de servicio y que no se abastezca, por ejemplo, de una
cisterna o de un tanque de almacenamiento.

El grifo se ha de abrir completamente y se deja que el agua fluya
al drenaje por 2 0o 3 minutos, o por el tiempo suficiente para
permitir la purga de 1la linea de servicio.

En el momento del muestreo se restringe el flujo de 1a llave, para
que se pueda llenar el frasco sin salpicaduras.

Se deben evitar como puntos de muestreo los grifos con fugas, que
ocasionen que el agua escurra fuera del frasco.

Debe hacerse una determinacidén de cloro en el sitio de muestreo.
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MUESTREOS EN CUERPOS DE AGUA

En muestreos directos de rlos, arroyos, lagos, embal ses,
manantiales o pozos poco profundos (o norias), el propdsito debe
ser obtener una muestra que sea representativa del agua que se
pretende usar para abastecer a los consumidores. Por lo tanto, no
es recomendable tomar las muestras demasiado cerca de las ma&rgenes
o demasiado lejos del punto de toma, o a una profundidad mayor o
menor que la de la toma.

En los arroyos se deben evitar las zonas de remansos. Se pueden
tomar las muestras de rios, arroyos, lagos o embalses asiendo con
la mano el frasco, cerca de su base, y sumergiéndolo abajo de 1la
superficie, con 1a boca hacia abajo. En ese momento se invierte el
frasco para que 1a boca quede ligeramente hacia arriba y en
sentido opuesto a la corriente; si no existe  corriente, como en
los embalses, se crea artificialmente empujando el frasco
horizontalmente en direccidn opuesta a la de la mano.

8i no es posible la recoleccién de muestras en estas condiciones,
se puede fijar un lastre al frasco, al que se hace descender en el
agua. En cualquier caso, se debe procurar no alterar las margenes
Para tomar muestras profundas en lagos o embalses se necesitan
aparatos especiales que permiten destapar mec&nicamente el frasco,
debajo de la superficie.

Para tomas de muestras de otros lugares especiales no mencionados
aqui debe consultarse la técnica particular.

El volumen de muestra debe ser el suficiente para verificar todos
los ensayos que se requieran, de preferencia no menos de 100 ml
para muestras destinadas a examenes bacterioldégicos.

REGISTRO DE DATOS Y CONDICIONES DE TRASLADO

Todas las muestras deben ir acompaffadas de datos completos vy
exactos de identificacibn y descripcibn como: fecha, hora de
muestreo, temperatura del agua, localizacién del punto de
muestreo, nombre del muestreador. Generalmente se utilizan claves
para éstos datos.

El examen bacteriolégico de las muestras de agua se debe iniciar
inmediatamente después de su recolecciéni sin embargo, muy raras
veces se puede proceder asi y se deben establecer normas mas
practicas. Por 1o tanto, se recomienda que 1os procedimientos
técnicos se inicien dentro de la hora siguiente a la recoleccién
de l1a muestra, y en ningdn caso ese lapso debe exceder de 30 horas
para agua potable y 8 horas para otro tipo de muestras.

En el periodo que transcurra entre la recoleccidn y el examen, se
debe mantener la muestra enfriada con hielo o en refrigeracion
(recolecci®dn: 6 horas y procedimientos de laboratorio: 2 horas).
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RESULTADOS

Las muestras recolectadas en esta pr&ctica seran utilizadas para
realizar los analisis en las siguientes pra&cticas.
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PRACTICA 10

ANALISIS BACTERIOLOGICO DEL. AGUA
CUENTA EN PLACA

INTRODUCCION

Las bacterias no se pueden contar por examen microscédpico directo
a menos que haya como minimo 100 millones de células por litro.
8in embargo, los depésitos naturales de agua rara vez contienen
mas de 100 000 células por ml.3 por consiguiente, el método
indirecto empleado es la cuenta en placa.

La cuenta en placa es uno de 1los procedimientos de rutina mas
utilizados para determinar el contenido bacteriano de muy
diferentes materiales. En el andlisis de agua,esta técnica se
utiliza para determinar el namero total de organismos presentes en
una muestra de agua.

Be trata de proporcionales a los microorgani smos las
condiciones y alimento necesario, para que puedan desarrollarse
en caso de existir, ya que de un organiamo se genera una colonia,
y dicha colonia es formada por una gran cantidad de
microorganismos.

Un volumen determinado de agua se diluye en forma seriada en
seguida, 1 ml. de cada dilucién se vacia en una placa de agar
nutritivo conténdose las colonias resultantes.

Como se cuentan dGnicamente las células capaces de formar colonias,
el método se conoce también como "cuenta viable".Las diluciones se
efectdan dependiendo del tipo de muestra de agua que se va a
utilizar (potable, residual,etc), hasta que se alcanza wuna
dilucidén que contenga por ml entre 30 vy 3JI00 células capaces de
formar colonias.

Dado que la muestra original pudo haber contenido desde O hasta un
millon de bacterias viables, se hace necesario diluir siempre
hasta 0.00001 y sembrar en las cajas de Petri muestras de 1 ml. de
cada dilucidn, contando entonces dGanicamente las colonias en
aquellas placas que contienen entre 30 y 300 colonias.

Las razones para estas limitaciones numéricas son, por una parte,
que por abajo de 30 el porcentaje de error en la cuenta es
demasiado grande, mientras que por arriba de 300 1la placa est4&
tan sobrepoblada que no permite a cada célula formar una colonia
visible.

Lo usual es que el agua de buena calidad tenga cuentas bajas,
menos de 100 por ml. Las cuentas en placa son Gtiles para
determinar 1l1la eficiencia de 1las operaciones para eliminar
microorganismos, como la sedimentacién, filtracidén y cloracién.
Las cuentas se deben hacer antes y después del tratamiento
especifico.

Los resultados indican en que porcentaje ha sido reducida 1la
poblacién microbiana.
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OBJETIVO

Determinar el ndmero de colonias presentes en las cajas de Petri
de la muestra problema. :

MATERIAL

- Agar Nutritivo o Agar Triptona Glucosa
-~ Asa de siembra

- Cajas de Petri estériles

- Pipetas graduadas de 1 ml. estériles

- Muestra de agua

- Tubos con agua de dilucidén

- Mechero

PROCEDIMIENTO

1.- Agitar vigorosamente el frasco que contenga la muestra unas 25
a 40 veces en un minuto, hacer las diluciones convenientes.

2.- Colocar 1 ml. de cada dilucidn en sendas cajas de Petri vy
verter encima el medio de cultivo previamente fundido y enfriado a
una temperatura entre 43 y 45° C.

3.~ Homogeneizar, dejar solidificar e incubar inviertiendo 1las
cajas a 35 ° c. :

La Figura 10.1 indica este procedimiento.
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Fig 10.1 CUENTA EN PLACA
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RESULTADOS

DEPFI

Hacer observaciones a las 24 y 48 horas respectivamente, contar vy
tomar como bueno el naGamero en aquellas placas en las que haya
entre 30 y 300 colonias.

Cuente en forma precisa las colonias, utilizando un cuenta
colonias, el que facilitard el proceso de conteo, ya que las
colonias se iluminan, amplifican y se observan contra un fondo
cuadricul ado.

El ndmero de colonias encontradas en la placa, multiplicada por la

dilucidén del especimen que representa la placa, sera igual al
namero de colonias por ml. (o gramo) del especimen.

Por ejemplo: si se encontraron 230 colonias en 1la dilucidn
correspondiente a 111000 de una muestra cualquiera, el calculo
serad el siguiente:

230 X 1000 = 230 000 colonias / ml.

Es recomendable hacer siembras por duplicado o triplicado de cada
una de las diluciones y promediar los resultados de las cuentas.
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PRACTICA #

ANALISIS BACTERIOLOGICO DEL AGUA
DETERMINACION DE COLIFORMES.
TECNICA DE LOS TUBOS MULTIPLES DE FERMENTACION-

INTRODUCCION

El método de sembrado en placa se usa para tener una idea general
de la poblacidn bacteriana acuatica. Mientras gque éste método es
satisfactorio para estudios generales de Biologia, es inadecuado
emplearlo para realizar analisis sanitarios de aguaj; éstos
incluyen la basqueda de bacterias intestinales en el agua, ya que
su presencia indica contaminacién con aguas negras Yy el
consigquiente peligro de la diseminacién de enfermedades entéricas.

En vista de que ctualqguier bacteria entérica puede ser
considerablemente sobrepasada numéricamente por otros tipos
presentes en las muestras de agua, es necesario el empleo de una
técnica selectiva para ponerlas de manifiestoj; después del
aislamiento de las colonias en placas de medios selectivos, se
requiere su identificacién como miembros del grupo Escherichia-
Aerobacter (Coliformes), para establecer que la fuente de agua
ha sido contaminada.

El grupo coliforme incluye a todas 1las bacterias aerobias o

‘anaerobias facultativas, Gram—-negativas, no esporégenas, Que
ifermentan la lactosa con_formacién de gas, dentro de las 48 horas,

a una temperatura de 35 C.

Las pruebas normales para la demostracién del grupo coliforme se
pueden llevar a cabo por 1la técnica de tubos maltiples de
fermentacié&n (prueba presuntiva, prueba confirmativa y prueba
complementaria), o por la técnica de filtros de membrana. Cada
técnica se aplica dentro de sus limitaciones especificas.

Se ha demostrado que aan después de la agitacisén de la muestra, es
muy irregular la distribucién de las bacterias en el agua; es
perfectamente posible dividir un volumen de agua en porciones Yy
encontrar después del ensayo, que es nulo el namero de organismos
en una porcién, o cuando menos, inferior a la media aritmética
que se base en el examen del volumen total de agua.También es
bastante probable gue la proliferacién en un tubo de fermentacién
sea el resultado de la multiplicacién no de uno, sino de varios
organismos. Sin embargo, es mas conveniente considerar que el
desarrollo se debe a un individuo aislado.

lLLos resultados del examen de tubos y diluciones maGltiples se
expresan en términos del "namero mas probable"”: este término es
una estimacién que se basa en ciertas férmulas de probabilidad.Por
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consideraciones tedricas y por determinaciones en gran escala, se
ha observado que esta estimacién tiende a ser mayor que el namero
real y que esta disparidad tiende a disminuir, al aumentar el
namero de tubos que se examine de cada dilucidn.

La exactitud de una prueba aislada depende del ndamero de tubos que
se empleen, y se obtienen los datos m&s satisfactorios, cuando en
la porciédn mas grande que se examine, se tiene gas en algunos o en
todos los tubos; y cuando, en la menor porcidén que se examine, no
hay gas en ningdn tubo, o lo hay en muy pocos tubos.

El valor numérico de la estimacién del contenido bacteriano se
determina, principalmente, por aquella dilucidn que muestre tanto
tubos positivos como negativos. La exactitud que se puede esperar
de los resultados depende del namero de porciones, en especial de
la dilucidn critica.

No se debe permitir que se confunda con un mero ejercicio
estadistico, el interés creciente en la precisién de 1la técnica de
tubos maltiples y la expresion de los resultados como NMFP, pues
son un medio para estimar la densidad coliforme de un agua, y por
lo tanto, para establecer su calidad sanitaria. La me jor
valoracién de tal calidad depende aagn de la interpretacién de 1los
resultados de 1a técnica de tubos maGltiples o de otros métodos,
posiblemente m&s precisos, que se puedan implantar, lo mismo que
de todos los informes que se hayan obtenido de un agua por
reconocimientos previos o practicos similares. Cuando se examinan
aguas de calidad potable, es necesario usar un minimo de cinco
tubos de fermentaciédn del medio presuntivo que se escoja,
conteniendo cada tubo 10 ml1 o 100 ml de 1a muesta de agua.

En el examen de otras aguas que se presuma qgque son de calidad
potable, es necesaria 1la inoculacién de cinco tubos de cada
dilucidén, cuando menos, para obtener una precisién aceptable y un
informe razonablemente satisfactorioj; en ningun caso se deben usar
menos de tres tubos de cada dilucidn.

En el examen de aguas distintas de 1las de calidad potable, se
deben inocular una serie de tubos de caldo 1lactosado o caldo

lauril triptosa, con voldamenes decimales del agua, dependiendo 1la
seleccisdn de los volamenes de la densidad probable de coliformes.

OBUETIVO

Determinar 1la presencia del grupo coliforme(cuantitativamente
NMP), aplicando la técnica de los tubos maltiples de fermentaciodn.
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TECNICA DEL NUMERO MAS PROBABLE.
TUBOS MULTIPLES DE FERMENTACION

A. -TUBOS DE FERMENTACION. PRUEBA PRESUNTIVA

MATERIAL

-~ Muestra de agua

~ Pipetas graduadas estériles de 1 ml y 10 ml.

Tubos con agua peptonada para dilucidén estériles.

Tubos con caldo lactosado o caldo lauril triptosa (caldo lauril
sul fato de sodio).

La técnica empleada en esta practica es la de los tubos maGltiples
de fermentacidén.

PROCEDIMIENTO

1.— Tomar un 1 ml. de la muestra problema y hacer 1las diluciones
convenientes, o bién, si se trata de agua potable, sembrar 5 tubos.
con 10 ml., otros S con 10 ml. v S mas con 1 ml.; o bidén adoptar
cualquiera de los sistemas que recomiendan 1las normas. Si se
utilizan porciones de 10 ml. en adelante, utilizar un volamen de
caldo igual al de la siembra, pero utilizando caldo de doble
concentracidn.

Rotular en forma adecuada 1los tubos indicando el namero de
muestra, voldamen y naGmero de tubo e identificacidén del analista
(ver figura 11.1 ).

2.~ Incubar durante 48 horas a 35 o C.

3.~ Observar la aparicidén de gas. Cualquier cantidad se considera
como positiva.

4.~ Determinar el namero mas pobable consultando las tablas del
"Standard Methods for Examination of Water and Wastewater". (Ver
tabla 11.1).

5.~ Fara la prueba presuntiva, se observan 1los tubos a las 24
horas de incubacién, tomar los tubos positivo para continuar 1la
pruebas en caso de que no hubiera tubos positivos se dejan incubar
otras 24 horas. 51 a las 48 horas, no hay tubos positivos, 1la
prueba se da por conclufda y se considera que no hay presencia de
Escherichi coli ( ver figura 11.2 ).
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FIGURA 111
MODO SUGERIDO PARA LA IDENTIFICACION DE TUBOS
EN LA PRUEBA DE TUBOS MULTIPLES
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Tubo Tubo Tubo Tubo Tubo Volumen de
1 2 3 4 3 muestra
Namero 406 206 406 406 206 10 ml
de A B (4 D E
muestra
406 206 404 406 406 1 ml
a b c d e
206 406 406 406 406 0.1 ml
a b c d e
206 406 406 406 206 C.01 ml
1a ib ic id ie
406 K06 20646 406 406 0.001 ml
2a 2 2c 2 e
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TABLA 11.1a

INDICE DEL NMP (NUMERO MAS PROBABLE CON LIMITES DE CONFIANZA DEL 95% PARA VARIAS
COMBINACIONES DE RESULTADOS POSITIVOS CUANDO SE USAN 5 TUBOS POR DILUCION (10 MI-,.
1.0 ML, 0.1 ML).
ji LIMITE DE LIMITE DE
; COMBINACION INDICE DEL CONFIANZA COMBINACION INDICE DEL CONFIANZA
DE POSITIVOS NMP/100 ML DEL 95% DE POSITIVOS NMP/100 ML DEL 95%
g INF. SUP. INF. SUP.
i 0-0-0 <0 - - 4-2-0 22 7 67
5 0-0-1 2 <0.5 7 4-2-1 26 9 78
: 0-1-0 2 <o.5 7 4-3-0 27 9 80
: 0-2-0 4 <0.5 11 4-3-1 33 11 93
: 4-4-0 34 12 93
; 1-0-0 2 <0.5 7 5-0-0 23 7 70
' 1-0-1 4 <0.5 11 5-0-1 31 11 89
‘ 1-1-0 4 <0.5 11 5-0-2 43 15 110
; 1-1-1 6 <0.5 15 5-1-0 33 11 93
; 1-2-0 6 <0.5 15 5-1-1 46 16 120
( 5-1-2 63 21 150
2-0-0 5 <0.5 13 5-2-0 49 17 130
2-0-1 7 1 17 5-2-1 .70 23 170
2-1-0 7 1 17 5-2-2 94 28 220
2-1-1 9 2 21 5-3-0 79 25 190
$2-2-0 9 2 21 5-3-1 110 31 250
2-3-0 12 3 28 5-3-2 140 37 340
3-0-0 8 1 19 5-3-3 180 44 500
3-0-1 11 2 25 5-4-0 130 35 300
3-1-0 11 2 25 5-4-1 170 43 490
3-1-1 14 2 34 5-4-2 220 57 700
3-2-0 14 4 34 5-4-3 280 90 850
3-2-1 17 5 46 5-4-4 350 120 1,000
4-0-0 13 3 31 5-5-0 240 68 750
4-0-1 17 5 46 5-5-1 350 120 1,000
4-1-0 17 5 46 5-5-2 540 180 1,400
4-1-1 21 7 63 5-5-3 920 300 3,200
4-1-2 26 9 78 5-5-4 1,600 640 5,800
5-5-5 22,400 —_— —
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TABLA 111 8B

B CINCO TUBOS DE 10 ML

Namero de tubos positivo NMFP por Limite del NMP
de cinco tubos de 10 ml 100 ml Inferior Superior
o 0 o 6.0
1 2.2 0.1 12.6
2 S.1 0.5 19.2
3 9.2 1.6 29.4
4 19.0 3.3 52.9
S ® 8.0 w
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RESULTADOS

Determinar el nGmero m&s probable, congultando las tablas. vy
separar los tubos positivos para continuar la prueba.

B. - TUBOCS DE FERMENTACION. PRUEBA CONFIRMATIVA.

MATERIAL

Tubos de fermentaciédn con caldo lactosado o caldo lauril
triptosa positivos de la prueba anterior.

Tubos de fermentacidén con caldo bilis-lactosa—verde brillante.
Una caja con agar Endo

— Una caja con agar Eosina - azul de metileno

- = Mechero

-.f\za de siembra

- Portaob jetos.

PROCEDIMIENTO

En cuanto los tubos de la prueba presuntiva muestren gas, proceder-
de inmediato a efectuar la siembra en los medios para 1la prueba
confirmativa, de la manera siquiente:

a.— Tomar del tubo positivo una pequefia muestra con el asa vy
transferirla 81 tubo con caldo bilis — lactosa - verde brillante.
Incubar a 35 C durante 48 horas.

b.- Tomar de alguno de los tubos que dieron 1la prueba positiva

presuntiva una cantidad muy pequeffa con el asa. Sembrar sobre las
cajas de Petri con Endo y con Eosina - azul de metileno,
Btilizando algunas de las técnicas de aislamiento. Incubar a 35
C, 24 horas, invirtiendo las cajas.

RESULTADOS

Interpretacidén: la formacién de gas en cualquier cantidad, dentro
de las 48 horas, constituye una prueba positiva, debiendo entonces
continuarse la prueba hasta la fase complementaria.

En las cajas de Petri con Endo se consideran colonia tipicas todas
aquellas que son nucleadas, tengan o no brillo met&alicoy como
atipicas las opacas, no nucleadas, mucoides, que después de 24
horas de incubacidn presenten color rosay y como negativas todas
las demas.
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En el medio con Eosina - azul de metileno se consideran colonias
tipicas todas aquellas que tengan centro negro (cuando se ven
desde abajo, contra la luz) y se denominan nucleadas. Las colonias
at{picas son las no nucleadas de color rosa y opacas.

C. - TUBOS DE FERMENTACION. PRUEBA COMPLEMENTARIA

MATERIAL -

-~ Tubos de fermentacidén positivos de caldo bilis - lactosa —~ verde
brillante.

- Una caja de agar Endo

- Una caja con agar Eosina - azul de metileno

- Un tubo con medio de agar nutritivo inclinado

- Un tubo de fermentacién con caldo lauril sulfato de sodio

- Mechero

- Asa de siembra

- Portaobjetos

~ Colorantes y reactivos para coloracién de Gram.

PROCEDIMIENTO

A.— 84 se utilizaron los tubos de fermentacidén con lactosa- bilis
verde brillante para proseguir la prueba, siémnbrese entonces sobre
las placas con Endo y Eosina azul de metileno, en cuanto en dichos
tubos aparezca gas sin esperar a que pasen las 48 horas.

B.—- En el caso de que se hubieran preferido las cajas de Petri,
escéjase una colonia tipica o atipica y siémbrese en un tubo de
fermentacidn con caldo lauril triptosa y en otro con agar
nutritivo inclinado, utilizando el asa de siembra trat&ndo de no
tocar otra colonia.

C.— Incube ambos tubos a 35 © € durante 24 y 48 horas, observe 1la
presencia o ausencia de gas en el tubo de fermentacién. A las 24
horas tome un poco de cultivo del tubo de agar nutritivo
inclinado, con el asa de siembra y haga una coloracién de Gram.
(Ver figuras 11.2 ,11.3 vy 11.4 ),

RESUL.TADOS
Interpretacidn: la formacién de gas en el tubo de fermentacién vy E
la presencia de bacterias Gram - Negativas, no esporuladas, en ;

forma de bacilos cortos, se considera como una prueba positiva
completa.

La tabla 11.2 sugiere una forma para presentacién de los ‘
resultados obtenidos E
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A. PRUEBA PRESUNTIVA
— > < - =
A 8 c D E ‘,
SE INOCULAN 10 mi DE LA MUESTRA DE
AGUA A CADA UNO DE LOS 5 TUBOS DEL = ] = —| =
CALDO DE LAURIL TRIPTOSA, Y SE
INCUBAN POR 24 + 2Hs o 33¢ 05 °C ﬂ \B} ﬂ/
A 8 D EXISTE PRODUCCION DE GAS c E
] ] PRUEBA PRESUNTIVA POSITIVA ] ]
SIN GAS O CON PRODUCCION DUDOSA
| DE GAS SE INCUBA POR 25Hs MAS :
(INCUBACION TOTAL 48+ 2 Hs )
i — ] r 1
;: < =
‘ o EXISTE PRODUCCION DE GAS £
PRUEBA POSITIVA -
B. PRUEBA CONFIRMATIVA SE
TRANSFIERE CON EL ASA UN INOCULO A: :
NO SE PRODUCE GAS
CALDO LACTOSADO BILIS VERDE BRILLANTE. SE PRUEBA NEGATIVA
INCUBA POR 48 * 2Hs a 35°% 05 °C GRUPQ COLIFORME AUSENTE

A g 0" SE PRODUCE GAS o
GRUPO COLIFORME CONFIRMADO

NO SE PRODUCE GAS
PRUEVA NEGATIVA
GRUPO COLIFORME AUSENTE

T )

Fig 1.2 DETERMINACION DEL GRUPO COLIFORME POR
MEDIO DE LA TECNICA DE TUBOS MULTIPLES
DE FERMENTACION
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C. PRUEBA COMPLEMENTARIA . LOS INOCULOS DE LOS TUBOS

A,B'y D SE APLICAN EN ESTRIAS SOBRE LAS PLACAS DE
AGAR EOSINA AZUL DE METILENO.(EMB) SE INCUBAN POR
24+ 2 Hs,a 35° +0.5°C

884

SE TRANSFIERE UNA PEQUERNA PORCION DEL DESARROLLO DE UNA
PLACA DE EMB o AGAR NUTRIENTE ADOPTANDO UN PLANO INCLI-
NADO DENTRO DEL TUBO DE ENSAYQ Y AL CALDO DE LAURIL
TRIPTOSA. SE INCUBAN LOS TUBOS DE CALDO DE LAURIL
TRIPTOSA POR 240 48+ 2 Hs, a 35°+05°C

2 LF R

SE PREPARA UNA TINCION DE GRAM CON UNA PEQUENA

PORCION DEL DESARROLLO BACTERIANO DE CADA TUBO
DE AGAR NUTRIENTE INCLINADO

(@] [@&] (@

PRUEBA POSITIVA PRUEBA NEGATIVA PRUEBA NEGATIVA
(Bacilos gram negativos) ( Cocos gram negativos ) ( Bacilos gram positivos )

>
19

|

PRUEBA COMPLETA POSITIVA: SE DEMUESTRA LA PRODUCCION DE GAS, BACILOS ESPOROGENQS
TINCION GRAM NEGATIVA ( roja ) IDENTIFICADOS

PRUEBA COMPLETA NEGATIVA: NO SE CUMPLE CON ALGUNO O CON TODOS LOS REQUISITOS
ANTERIORES DE LA PRUEBA COMPLETA POSITIVA

Fig 1.2 Continuacion
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PPN ESSE

% CALDO LACTOSADO O CALDO
CALDO LACTOSADO 0 CALDO LAURIL },f}’g,i&{,g{:;ﬂgg SO DN
TRIPTOSA { DILUCIONES SERIADAS ) A 35°C £ 0.5% »;
TUBOS POSITIVOS CON GAS

CONSTITUYEN UNA PRUEBA
PRESUNTIVA POSITIVA

6AS POSITIVO G6AS NEGATIVO
(24 1S * 2 KS) T TIEMPO DE INCUBACION
| | 48t 3 HS
i GAS POSITIVO 6AS NEGATIVO
! GRUPO COLIFORME
' i ' AUSENTE
‘._ ..... _1I._ _'.._._..._.—._. i.:..:::::_—._.—.._.._._.._
i CONFIRMACION , ’
i CALDO BILIS VERDE BRILLANTE i .
: i INCUBE LOS TUBOS DE BILIS VERDE
L[ pLacas pe| CONFIRMACION I BRILLANTE POR 48 & 3HS A 35°C
EMB ftile c e o s e d — -
’ PLACAS DE
: ENGO 6AS POSITIVO GAS NEGATIVO INCUBAR LAS PLACAS DE EMB 0
! GRUPO COLIFORME  GRUPO COLIFORME ENDO POR 24HS & 2HS A359C '<
, ‘ i CONFIRMADO NO CONFIRMADO ¢
. ek e
: ' i
. ! ;
i
TUBOS DE AGAR NUTRITMO  TUBOS DE CALDO_LACTOSADO
BACILOS GRAM+  BACILOS GRAM GAS POSITIVO GAS NEGATIVO
¥/0 FORMADORES  NEGATIV
D/EOES%OM?;O R A GRUPO COLIFORME AUSENTE
CALDO GRUPO COLI PRUEBA 3
FORMATO
AT o COMPLEMENTARIA
GAS POSITIVO GAS NEGATIVO
Y . GRUPO COLIFORME AUSENTE

TRANSFIERA A PLACAS DE
EMB Y REPITA EL PROCESO

Fig 1.3 PRUEBAS PARA EL GRUPO COLIFORME



EL GRUPO DE BACTERIAS COLIFORMES INCLUYE
TODOS LOS BACILOS GRAM NEGATIVOS ANAERO-
BICOS - Y FACULTATIVOS, NO ESPORULADOS QUE
PRODUCEN GAS Y ACIDO A PARTIR DE LA LACTOSA

( 1 '
1- PRUEBA | i
PRESUNTIVA TUBO INVERTIDO QUE
COLIMETRIA ATRAPA AL GAS PRODU-
POR LA TECNICA CIDO POR LA UTILIZACION
DE TUBOS { 2- PRUEBA | DE LA LACTOSA POR LOS
MULTIPLES DE CONFIRMATIVA @ COLIFORMES
FERMENTACION :
Medio de |
3- PRUEBA °”"""3f. ]
COMPLEMENTARIA | ESPecttico

Fig 1.4 DETERMINACION DEL GRUPO COLIFORME POR
MEDIO DE LA TECNICA DE TUBOS MULTIPLES
DE FERMENTACION
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Tabla 11.2 FORMA DE REPORTAR LOS RESULTADOS DE ANALISIS DE AGUA

FECHA HOJA No. PROCEDENCIA DE LA MUESTRA NOMBRE DEL TECNICO
PRESUNTIVA CONFIRMATIVA COLIFORMES FECALES ()
mi
24 hs
48 hs
COoDIGO

INDICE NMP/100 m!




PRACTICA R

ANALISIS BACTERIOLOGICO DEL AGUA.
DETERMINACION DE COLIFORMES FECALES.
PRUEBAS DIFERENCIALES. REACCIONES IMVIC

INTRODUCCION

Se presupone gque el objetivo de los analisis rutinarios son para
determinar la existencia de microorganismos patégenos en el agua.
8in embargo, esto no es verdad, por las siguientes razones:

1.~ Los organismos patégenos llegan al agua en forma esporadica vy
no sobreviven mucho tiempoj por lo tanto, pueden no estar en una
muestra que se envie al laboratorio.

2.—- Si se encuentran en pequeffas cantidades, pueden pasar
desapercibidos a los procedimientos empleados.

2.~ Se necesitan 24 horas o mAs para obtener resultados de 1los
exAmenes y s§ se encuentran microorganismos patégenos, muchas
personas pueden bhaber tomado agua antes de que se conozcan
resultados, y asi haberse expuesto a la infeccioén. :

Se sabe que 1los microorganismos patégenos que 1llegan a 1los
depésitos de agua, proceden de las descargas intestinales de
hombres vy animales. Adem&s, ciertas especies de bacterias,
particul armente Escherichta coli, vy varios microorganismos
similares, denominados coliformes, estreptococos fecales, ( como
Streptococus faecalis) y Clostridiun perfringens, son habitantes
normales del intestino grueso de hombres vy animales, y en
consecuencia siempre estén en las materias fecales. Asi pues, 1la
presencia de cualquiera de éstas especies en el agua es evidencia
de contaminacién fecal y el camino est& abierto a los patégenos ya
que se encuentran en las materias fecales.

Puesto que los examenes de laboratorio para encontrar
microorganismos patédgenos en el agua tienen 1las desventaijas
enumer adas, se han desarrollado técnicas para detectarlos en las
excretas, particularmente los del grupo coliforme. Este propésito
ha probado ser satisfactorio en la practica y tiene las siguientes
ventajas:

1.~ Los microorganismos coliformes, sobre todo E. coli, habitan
constantemente en el intestino humano en grandes cantidades. Se
estima que una persona, en promedio, excreta al dia miles de
millones de estos microorganismos.

2.~ Estos microorganismos viven mas tiempo en el agua que los
patégenos. )
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3.~- Obviamente, una persona sana en general no elimina
microorganismos patégenos, pero puede desarrollarsele una
infeccién intestinal y esos microorganismos apareceran en las
materias fecales. Asi, la presencia de coliformes en el agua se
toma como sefal de alarma, pues ha sido contaminada
peligrosamente.

ElL. GRUPO COL IFORME

El grupo de bacterias coliformes comprende todos 1los bacilos
aerobios y anaerobios facultativos, gram—negativos, no esporulados
que producen acido y gas al fermentar 1la lactosa. Las especies
clasicas de este grupo son Escherichia coli y Enterobacter
aerogenes. Hay relacidén de estos microorganismos con otros del
grupo entérico - Salmonella, Shigella, Proteus, Pseudomona vy
Alcaligenes gram—negativos no esporulados -~.

E, coli es un habitante normal del intestino humano y de 1los
animales. Entercbacter asrogenes @es mas frecuente en granos vy
plantas pero también en las materias fecales. Como estas especies
tienen gran semejanza en su aspecto morfolégico y caracteristicas
de cultivo, es necesario recurrir a pruebas bioquimicas para
diferenciarlos. Reacciones que tengan 1las siguientes cuatro
caracteristicas son muy importantes para lograr este propésito:

1.—- Capacidad para producir indol. E. coli 1lo produce, vy
Enterobacter asrogenes no.

2.- Cantidad de acido producida en un medio especial de caldo
glucosado adicionado del indicador rojo de metilo. Los dos
microorganismos producen &cido a partir de 1la glucosa. 8Sin
embargo, E. coli{ produce pH mas bajo, 1o que hace que vire al rojo
de metilo, mientras que Enterobacter asrogenes no cambia el color
del indicador.

3.— Capacidad para producir acetilmetilcarbinol en un medio de
peptona glucosado. Este compuesto quimico se detecta por 1la
reaccidén de Voges—Proskauer. E. coll no produce
acetilmetilcarbinol mientras que Ent. aerogenes si lo hace.

4.- Utilizacién de citrato de sodio. Enterobacier aerogenses es
capaz de utilizar el citrato de sodio como su fdGnica fuente de
carbono, esto es, se desarrollar en un medio de cultivo
quimicamente definido en el cual el citrato de sodio es el dGnico
compuesto de carbono. E. coli no se desarrolla en estas
circunstanci as.

FPor conveniencia, a estas pruebas se las ha designado en forma
colectiva reacciones IMVIC (I = indol, M = rojo de metilo, Vi =
reaccién Voges—Proskauwer y C = citrato).

La tabla 12.1 muestra las reacciones de cada una de las especies
tipicas.
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Las reacciones de los microorganismos del grupo coli - aerogenes
desafortunadamente no son tan claras comop las que se describen
aquf. Algunos cultivos responden con otras combinaciones de
reacciones a este esquema de pruebas y generalmente se les conoce
como tipos intermedios. Ademas, hay especies del género Klebsiella
y Citrobacter que se parecen a los coliformes y de los cudles es
necesario obtener datos bioquimicos y serolégicos mas detallados
para poder diferenciarlas.

TABLA 2.1

DIFERENCIACION DE LAS CEPAS TIPICAS DE ESCHERICHIA COLI Y
ENTEROBACTER AEROGENES CON BASE EN LAS REACCIONES IMVLC.

ORGANISMO REACCION

INDOL ROJO DE VOGES CITRATO
METILO PROSKAUER

Escherichia colli + + - -
Enterobac ter aerogenes - - + +
OBJETIVO

Determinar 1la presencia de coliformes fecales en la muestra
problema, asi como realizar las pruebas diferenciales.

MATERIAL

Tubos positivos de la prueba presuntiva
Tubos con caldo Escherichia coli (EC)

- Asa de siembra

Mechero _

Baffo Maria a 44.5 ° c + 0.2 2 c.
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PROCEDIMIENTO

Esta es una prueba CONFIRMATIVA que se aplica a las pruebas
presuntivas positivas y NO DIRECTAMENTE A LA MUESTRA PROBLEMA.

1.~ Inocular por cada tubo positivo, uno con ctaldo EC, utilizando
el asa de siembra.

2.~ Incubar a 44.5 o C durante 24 horas. No dejar pasar mas de
media hora entre la inoculacidén y la incubacién.

RESULTADOS

Se considera una reaccidn positiva, que indica origen fecal, 1la
produccién de gas en el tubo de fermentacidn a 1las 24 horas o
antes de ese lapso.

Consigne, tabulandose, los resultados (Ver figuras 11.4 y 12.1 ).

PRUEBAS DIFERENCIALES. REACCIONES IMViC

A .- PRUEBA DEL INDOL.

MATERIAL

- Tubos con caldo triptofano

— Tubos positivo de la prueba de coliformes fecales (EC) o cajas
de Petri con colonias tipicas o atipicas.

- Reactivo de Kovac o de Ehrlich

~ Asa de siembra

~ Pipetas graduadas de 1 ml. esterilizada.

PROCEDIMIENTO

1.- Seleccione una colonia tipica, bién aislada, de alguna de las
placas de la prueba confirmativa y siembre de ahf{, tomando con el
asa de siembra, en unDtubo con caldo triptofano.

Incube 24 horas a 35 C.

2.-Agregue 0.2 a 0.3 ml. del reactivo de Ehrlich 6 0.5 ml. de 1la

splucién de Kovac. Deje reposar durante 10 minutos y observe el
resul tado.
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medio de cultivo

Fig

12.1

Determinacion de coliformes

fecales

caldo
Y  lactosado
tubos (+) dela
prueba presuntiva O
incubarse en bano de agua a presencia de burbujas
o de gas :
445 £ 0.2°C (24 hs) coliformes fecales
presentes
. ( prueba positiva )
caldo EC
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RESULTADOS

Interpretacidn: la aparicién de un anillo rojo en 1la

superficie

del liquido indica una reaccién positiva, debido a la formacién de

indol a partir del triptofano.

B). - PRUEBA DEL ROJO DE METILO

MATERIAL

= Tubos con 10 ml de caldo peptonado

~ Asa de siembra

- Bolucién indicadora de rojo de metilo
- Mechero

PROCEDIMIENTO

1.—- Sembrar de alguna de las colonias tipicas de 1los
Endo o Eosina-azul de metileno, al tubo con caldo
utilizando el asa de siembra.

2.~ Incubar 5 dias a 35 ° C.

3.- Afadir 10 gotas del indicador.

RESULTADOS

medios de
peptonado,

Interpretacidén: Si aparece un color rojo, la prueba se considera

positiva, si el color es amarillo la prueba es negativa.

.~ PRUEBA DE VOGES ~ PROSKAUER

MATERIAL

- Cajas de Petri de la prueba confirmativa.
Tubos con 10 ml. de caldo peptonado

- Solucién de hidréxido de potasio

Pipetas graduadas de { ml.
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PROCEDIMIENTO

1.- Inocular el tubo de caldo peptonado con alguna de las colonias
tipicas seleccionadas en las cajas de Endo o Eosina -azul de
metileno, tom&ndola con el asa de siembra.

2.~ Incubar a 33 DC, 48 horas.

3.- Agregar al tubo de cultivo 0.4 ml. de solucidén de alfanaftol.
Agitar y afadir, ya sin agitacién, 0.2 ml de solucién de KOH.

RESULTADOS

Interpretacidn: 65i aparece una coloracidén rosa o roijiza en 1los
tubos, al cabo de 2 a 4 horas, la prueba se considera positiva.

La lectura debe hacerse pecisamente en ese lapso, pues los
resultados lefidos después de las 4 horas no tienen validez.

D). - PRUEBA DEL CITRATO DE SODIO

MATERIAL

- Cajas de Petri con colonias tipicas o atipicas en los medios de
Endo o Eosina ~ azul de metileno.

- Tubos con una superficie inclinada pequefa de medio de citrato
de Simmons.

- Asa de siembra

- Mechero

PROCEDIMIENTO
1.- Inocule una pequefiisima cantidad de cultivo en 1la superficie
inclinada del tubo con medio de Simmons.

2.- Incube de 72 a 96 horas a 35 ° C.

RESULTADOS

Interpretacidn: el crecimiento, aunado al vire del indicador,
constituye una prueba positiva. Si no se ve gue haya cambiado el
color del medio, la prueba se considera como negativa.

La figura 12.2 resume graficamente el procedimiento para las
pruebas diferenciales.
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Fig 12.2 PRUEBAS DIFERENCIALES O IMViC
INICIAL PRUEBA MEDIO DE CULTIVO PROCEDIMIENTO RESULTADO (POSITIVO)
Reactivo
incubar 24hs de Ehrlich esperar 10’ Observar ¢.:;'>ar|c|on
l Indo! caldo —_ 4+ O —_— de coloracion roja
triptofano a 35°C Reactivo
colonia de Kovacs
t(pica caldo
triptofano
/
incubar 5 dias  S0ruclon Observar aparicidn
" Rojo de caldo Indicadora »  de coloracidn roja
til d ° de rojo de ; PN
metilo peptonado a 35°C ) por vire del indicador
colonia metilo
tipica caldo
peptonado
Observar aparicion
incubar 48 hs 06ml 0.2 ml de coloracion rosa o
Vi Voges caldo ——  » +anaftol + KoH —s  fojiza ,
Proskauer peptonado a 35°C (agitar)  (sin agitar) (2 -4 hs despues)
colonia
f|'picq caldo
peptonado
incubarde 72 a 96 hs a 35 °C
. citrato de - Observar
C Citrato . . .
Simmons crecimiento y vire
colonia
h’pica citrato de
Simmons




PRACTICA 13

DETERMINACION DE OTROS INDICES DE CONTAMINACION
ESTREPTOCOCOS FECALES.
DETERMINACION DEL NUMERO MAS PROBABLE-

INTRODUCCION

Los términos "enterococos", estreptococos fecales", Estreptococos
del grupo D", "Streptococcus faecalis”,y atn "estreptococos", se
han usado indistintamente para indicar la presencia de
estreptococos en el tracto intestinal de animales de sangre
caliente, o el material fecal excretado en forma reciente por
otros.

Aunque las caracteristicas de los estreptococos fecales, de 1los
enterococos y de los estreptococos del grupo D son muy semejantes,
no son sindnimos.

El siguiente diagrama ilustra los subgrupos contenidos en el grupo
de estreptococos fecales:

S. faecalis G
Grupo S. fascalis subespecie liguefaciens R
Enterococcus S. faecalis subespecie zymogenes u
S. faecium P
0
S. bovuis
5. eguinus D
S. avium GRUFPO @

En la forma que lo define Sherman, el estreptococo fecal incluye
cuatro especies del grupo enterococcus: Sireptococcus faecalis, S.
ymogenes, S. durans y S. liguefaciens.

Estos organismos forman &cido a partir de la dextrosa, no llegan a
producir catalasa, descarboxilan la triosina vy proliferan, en
presencia de 46.5% de clorurc de sodio y a pH 9.6, en leche que
conteBga 0.1& de azul de metileno y sobre agar con 40% de bilis vy
a 45 y 10 C.

Otras caracteristicas de este grupo son su resistencia a 1a
penicilina, estreptomicina, sulfonamidas y telurito de potasio.
S6lo dos de ellos, S. zymogenes y S durans, producen 1la beta-
hemélisis. Estos cuatro estreptococos pertenecen al Grupo
seroldgico D de Lancefield.
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También son estreptococos fecales otros organismos como el S.
Sfaecalis (biotipo fecal), S. bovis y S. eguinus, que Se pueden
incluir en las especies de estreptococos que se congsideran
indicadoras de contaminacién fecal. ‘

Se pueden utilizar al grupo de enterococos como un indicador de la
contaminacién fecal, teniendo en cuenta que el habitat normal de
estos organismos es el intestino del hombre y de los animales, vy
que no se sabe que se encuentren en la naturaleza, en ausencia de
contaminacién fecal del hombre o de los animales.

Los enterococos perecen rapidamente en los suelos, mientras que
los organismos coliformes sobreviven por largos periodos. Ademas,
los enterococos no proliferan en las aguas. No se proponen estas
pruebas para enterococos como un substituto de las determinaciones
de coliformes; sin embargo, si se demuestra 1la presencia del
estreptococo fecal se confirma la suposicién de que los organismos
coli formes que se identifican en una muestra de agua son de origen
fecal. En consecuencia, la prueba puede ser de valor en cualquier
problema relacionado con el significado sanitario de las bacterias
coliformes.

Para los propésitos de andlisis microbioléqico de las aguas, una
definicién aceptable de estreptococos fecales es la siguientes

"El grupo compuesto de especies del grupo D que se encuentran
presentes en forma consistente en nameros significativos en
excretas frescas de animales de sangre caliente, el cual, incluye
a todos los grupos de enterococos, adem&s de otros grupos de
estreptococos”.

La relacién coliformes fecales / estreptococos fecales (CF/SF),
cuando se considera en las aguas residuales municipales es de 4.0
o mayor, mientras que es menor de 0.7 para escurrimientos
provenientes de agua de 1lluvias (contaminacién producida por
animales).

El uso de esta relacién es Gtil para identificar el origen de 1la
contaminacién como de origen humano o no humano.

La tabla 1 presenta la relacién CF / SF calculada para algunos
animales:

TABLA No. 1

Contaminacién CF/SF
de origen

Humano 4.4
Pato ——mm——meee 0.6
Dveja - 0.4
Pollo -———————————~— 0.4
0.4

0.2

0.1

Puerco
Vaca  —————e———————
Pavo




Las determinaciones de enterococos pueden ser de particular valor
para lo siguiente:

a) Reconocimientos de contaminacién de corrrientes;

b) Estudios en algunas aguas potabilizadas, ya que, por ejemplo,
los enterococos pueden ser mas resistentes que 1las bacterias
coliformes hacia la accién desinfectante del clorog

c) Estudios de aguas de albercas, balnearios, y

d) Estudios de aguas salobres, en las que los enterococos pueden
sobrevivir por mayor tiempo que los coliformes.

En aguas naturales, la proporcidén mas frecuente de organismos
coliformes a enterococos puede variar de 10:1 a 112.

Se pueden utilizar dos técnicas para las determinaciones de
enterococos:

a) las diluciones en tubos maltiples, con pruebas confirmadas vy
estimacidn del namero mids probable, y

b) el filtro de membrana.

Ambas son alternativas.

OB.ETIVO

Determinar la presencia de estreptococos fecales en 1la muestra
problema, utilizando la técnica del namero mas probable.

MATERIAL

- 15 tubos con ctaldo azida-dextrosa (AD)

- 13 tubos con caldo azida - violeta de etilo (AVE)

- Tubos con 9 ml. de soluciédn para dilucién, esterilizados.
~ Muestra de agua '

~ Pipetas graduadas de 1 y 10 ml. esterilizadas

- Mechero

- Asa de siembra

- Portaob jetos

- Reactivos para tincidén de Gram

- Microscopio
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A- - PRUEBA PRESUNTIVA

PROCEDIMIENTO

1.- Prepare las diluciones de 1a muestra problema.

2.- Inocule su serie de tubos con caldo -azida-dextrosa.utilizando
1 ml. de las diluciones adecuadas de 1a muestra.

3.~ Incube los tubos inoculados a 35 °© C, durante 24 y 48 horas.

RESULTADOS

1.~ Examine cada tubo, después de las 24 horas, para ver si hay
presencia de turbiedad y si en el fondo se ha formado un
sedimento. Yuelva a observar a las 48 horas los tubos que a las 24
horas dieron negativos.

2.- Retenga todos los tubos positivos para la prueba confirmativa.
3.- 8i al final del periodo de incubacién no presentan 1os% tubos

ni turbiedad ni sedimento, la prueba se considera negativa vy eso
significa que el agua es apta para ser bebida.

B- - PRUEBA CONFIRMATIVA

PROCEDIMIENTO

1.- Todos los tubos con caldo-azida-dextrosa que después de las 24
o 48 horas wmostraron turbiedad se someten a la prueba
confirmativa.

2.- Transfiera tres asadas de cada tubo positivo a sendos tubos
con medio AVE. El asa deber tener un di&metro minimo de 5 mm.

3.- Incube los tubos inoculados a 35 ° C durante 48 horas.

€l procedimiento para determinacién de estreptococos fecales se
presenta en la figura 13.1
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RESULTADOS

La presencia de Streptococcus faecalis queda demostrada por la
presencia de un sedimento violeta en el fondo del tubo, u
ocasionalmente, por una turbiedad densa.

Compruebe la presencia de microorganismos esféricos que forman
cadenas, tomando un poco del sedimento con un asa. Haga un frotis
y tiffalo usando la técnica de Gram.Consigne todos sus resultados
en forma tabular.

Determine el naGmero mas probable de estreptococos utilizando las
mismas tablas que se usan para coliformes.
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PRACTICA %

COLIMETRIA POR EL. METODO DE FILTROS DE MEMBRANA

INTRODUCCION

El procedimiento de filtros de membrana, para el examen

bacteriolégico del agua, se originé en Alemania durante la segunda
guerra mundial.

Esta técnica consiste en los siguientes pasos:
1.~ Un disco filtrante estéril se pone en la unidad de filtacidn.

2.—- Se hace pasar un volumen de agua por el disco filtrante,las
bacterias ser&an retenidas en la superficie de la membrana.

3.- Se quita el disco filtrante y se pone sobre una almohadilla
absorbente que previamente se ha saturado con el medio de cultivo
apropi ado.

L.as almohadillas absorbentes con los discos filtrantes se acomodan
en cajas de Fetri de tamaffo especial, las tufles se incuban.

4.- Después de la incubacidén, se desarrollaran colonias sobre el
disco filtrante en cualgquier lugar donde hayan quedado bacterias
atrapadas durante el proceso de filtraciodn.

A diferencia de la técnica de tubos maltiples de fermentacicn, el
procedimiento de filtro de wmembrana permite realizar cuentas
directas de coliformes.

Eata técnica tiene muchas ventajas y aplicaciones Gtiles, algdnas
de las cuales sont

A) La técnica del filtro de membrana proporciona un medio para
mejorar el control de 1a calidad del agua en 1las plantas
potabilizadoras de agua y en otros laboratorios, puesto que:

1) tiene mayor grado de precisién (posibilidad de duplicar 1los
resultados), que la prueba de tubos maltiples de fermentacidng

2) permite el examen de mayores volamenes de muestra que la prueba
de tubos maltiples, con mayor sensibilidad en la identificacidn de
coliformes, y

3) se obtienen resultados definitivos en menor tiempo que con el
procedimiento de tubos maltiples.
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B) El método de filtro de membrana permite la filtracidon de las
muestras en el campo y el embarque de los filtros al laboratorio
en un medio de preservacién.

C) Se puede aplicar la técnica de filtro de membrana en casos de
desastres o de emergencias como los que se pueden suscitar con
roturas en 1los acueductos vy tuberfas, cuando es importante
disponer en breve tiempo de los resultados del examen, para la
pronta aplicacidén de los tratamientos correctivos.

D) En la actualidad, 1a prueba de filtros de membrana presenta
limitaciones definidas. Hay campos de aplicacién, por 1lo general
no asociados con el abastecimiento de agua potable, en los que no
se puede aceptar que éste método constituya una alternativa
satisfactoria de la técnica de tubos maltiples de fermentacidén en
caldo lauril sulfato de sodio: '

1) En aguas con turbiedad producida por algas o por materiales, el
taponamiento o recubrimiento de los filtros impide 1la filtracidén
de voldamenes de muestra suficientemente grandes, para que se pueda
obtener una indicacién de confianza de 1la densidad de 1los
coliformes y, asimismo, interfiere con el desarrollo de las
colonias caracteristicas de bacterias coliformes durante la
incubacién.

2) En aguas con una alta densidad de organismos no coliformes,
resulta excesivamente baja la relacién de las estimaciones de
densidad del filtro membrana a las estimaciones del NMF. Se deben
estas discrepancias a las caracteristicas especificas de los
microorganismos de las muestras, a la accidn inhibitoria del medio
0 a peculiaridades del agua en ensayo, tales como la presencia de
iones de metales pesados u otras substancias téxicas, o a
temperaturas naturales elevadas.

E) La modificacién de ésta técnica, para filtracién en el campo,
es particularmente valiosa para el control rutinario y trabajos de
campo.

OBJETIVO

Determinar la presencia de organismos coliformes de la muestra
problema utilizando el método de filtro de membrana.
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MATERIAL

- Aparato para filtracién sobre membrana esterilizado
- Filtros de membrana esterilizados

- Cajas de Petri de S0 & 60 mm de diametro

~ Frasco para muestra

- Pinzas metAalicas con la punta lisa

- Microscopio

- Medio MF - Endo

- Bomba de vacio

- Matraz Kitasato

PROCEDIMIENTO

1.- Coloque un disco absorbente en cada caja de Petri y affAdale
2.2 ml del medio MF -Endo.

2.- Con unas pinzas coloque sobre el aparato de filtacion,
previamente esterilizado, la membrana.

3.- Filtre, después de agitar convenientemente la amuestra, el
volumen adecuado sobre la membrana.

Para la determinacién de coliformes en agua potable se utiliza un
volumen de 100 ml de muestra.

Para aguas con cuentas bacterianas altas, tales como . aguas
superficiales, aguas negras, etc. debera usarse un volumen de
muestra menor, segdn sea el caso, pero los resultados deben de
expresarse por 100 ml de muestra, haciendo los c&lculos
correspondientes.

4.—~ Cierre la bomba de vacio y retire la membrana colocandola a
continuacién, con las pinzas, encima del disco absorbente
impregnado de medio, dentro de la caja de Petri.

S.- Incube a 35 © C durante 20 a 22 horas, con la caja en posicidn
normal (invertida).

6.- Efectde el recuento de las colonias de organismos coliformes.

La figura 14.1 indica graficamente este procedimiento.
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RESULTADOS

Se consideran organismos coliformes todos aguellos que producen
una colonia obscura {(generalmente de color verde parpura) con
brillo met&lico. El brillo puede cubrir toda la colonia, sélo el
&rea central o bien toda 1la superficie. FPara observarlo mejor
hacer la observacién al microscopio.

Consigne sus resultados indicando el ndmero de coliformes en 100
ml.
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PRACTICA B

ANALISIS DE LIXIVIADOS Y COMPORTAMIENTO DE MICROORGANISMOS
EN DIFERENTES TIPOS DE SUELOS

INTRODUCCION

Todos los desechos humanos y animales retornan a la tierra. Los
microorganismos, juegan un papel fundamental en degradar las
materias organicas de gran complejidad y transformarla en material
inerte y mineral. Estos subproductos o nutrientes son aprovechados
por los vegetales para su subsistencia y desarrollo.

El suelo se ha definido como la regién de 1la tierra donde se
conjugan la Geologia y la Biologia y desde un punto de vista
funcional debe ser considerado como la capa del planeta que provee
el sustrato que hace posible la vida vegetal y animal.

El suelo tiene cinco constituyentes principales:

a) Particulas minerales

b) Residuos orqganicos

c) Agua

d) Gases

e) Sistema biold&dgico constituido por bacterias, hongos, algas,
protozoos y virus.

Pocos ambientes tienen tanta variedad de microorganismos, como el
suelo. La diversidad de la microbiota representa un obstaculo para
calcular la poblacidén de una muestra de suelo.

Para este fin se utilizan técnicas tales como la siembra en
medios de cultivo apropiados, cuentas microscédpicas directas o
incluso el andlisis del lixiviado producto de desechos sdélidos
dispuestos en el suelo.

En general podemos decir que ningan método por si solo puede
revelar la poblacién microbiana total absoluta.

DESECHOS SOL IDOS

Los desechos sélidos causan problemas en el wmedio ambiente
principalmente en lo referente a los siguientes aspectos:

1.- Salud pablica :- vectores (ratas, moscas, etc.)
-~ olores

2.- Contaminacién de aguas subterraneas

3.~ Contaminacié&n de aguas superficiales.
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Ti1FOS DE DESECHOS

- Urbanos

- Comerciales
Industriales
Domésticos

Algunos de los métodos utilizados para la disposicién final de los
desechos sélidos se refieren a:

- Relleno sanitario

- Tiradero

- Océano

- Incineracidén

- Pirdlisis

- Pulverizacién y dispersién en sitio de disposicién

El relleno sanitario precisamente aprovecha las propiedades del
suelo tales como filtrabilidad y presencia de microorganismos, que
degradan los desechos sélidos dispuestos en él1.

Es una de las técnicas m&s convenientes para 1la disposicién de
dichos desechos Y presenta la gran ventaja de que,
comparativamente con las otras técnicas, 1los costos se reducen
apreciablemente y presenta condiciones ideales desde el punto de
vista de la salud pdblica.

OBJETIVOS

Simular las condiciones existentes en un relleno sanitario,
después de un periodo, efectuar un andlisis del lixiviado
obtenido, cuantificando los microorganismos presentes. Filtrar el
lixiviado haciéndolo pasar por diferentes medios estableciendo 1la
eficiencia remocional de wmicroorganismos, con respecto a las
condiciones iniciales y comparando los resultados obtenidos por
cada uno de ellos (NMF y cuenta en placa).

PROCEDIMIENTO

i.- Con una muestra de basura aproximado de 0.033 metros cubicos
dispuesta en un recipiente de plastico y compactado adecuadamente
para llegar a un peso aproximado de 16.5 Kg se prepara el modelo
de acuerdo a la figura 15.1.

2.- El modelo se regard diariamente con un volamen de agua
aproximado de 332 ml para simular las condiciones reales de
precipitacién existentes en un relleno sanitario. Esto se hara
durante un perfiodo aproximado de 60 dias.
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/\ Riego para simular precipitacion

0.15m Material de cubierta
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Fig 15.1
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Modelo de simulacion de un relleno sanitario
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3.—- El 1lixiviado obtenido a través de este proceso se ir&
desechando. El lixiviado final, después del perfiodo ser& utilizado
para el analisis y los pasos siguientes.

4.- De éste lixiviado se haran pasar aproximadamente 250 ml. por
tres recipientes conteniendo cada uno, un medio filtrante
diferente a saberi arena, arena -tierra negra (50% - 50%) y tierra
negra. Ver figura 15.2

RESULTADOS

Tanto para 1la concentracién inicial como para las muestras
provenientes de filtrar por los diferentes medios a saber Ci, C2 vy
C3, se determina:

1.~ NaGmero mas probable de coliformes (NMP).

2.—- Cuenta en placa.
J.— DBO de las muestras.

Las determinaciones anteriores se efectuaran siguiendo el esquema
15.3 y se reportara utilizando el formato de la tabla 15.1
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Co = Concentracion de lixiviado que entra

W 250 mi w 250mi w 250 mi

10 cm
Arena 50 %

Tierra50 % | f' Tierra negra 100%

C1 ,C2 ,C3 = Concentraciones finales del lixiviado filtrado

Fig 15.2 Columnas de filtracion
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Z% 9mi, Co, Gy, C2,Cs Tubos con caldo lactosado para
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. Tubos con
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ST
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e

Fig 15.3 Procedimiento para andlisis de lixiviados
(Co) vy filtrados (Cy ,C2 y C3)
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PARTE 4

PREPARACION DE REACTIVOS Y MEDIOS DE CULTIVO
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PREPARACION DE MEDIOS

AGAR - ALMIDON

Agar .0 g

Almiddén -0 g

Disolver 25 g en un litro de agua destilada. Calentar suavemente
hasta disolucién completa, agitar de vez en cuando. Esterilizar en
autoclave a 15 1b. de presién durante 13 minutos.

AGAR ENDO

Peptona 10.0 g
Lactosa 10.0 g
Fosfato dipotasico (KzHPOs) 3.5 g
Agar 15.0 g
Fucsina basica 0.5 g
Sulfito de sodio 2.5 g

Para rehidratar el medio suspender 41.5 g en un litro de agua
destilada vy calentar hasta disolver el medio completamente.
Esterilizar en autoclave 15 minutos a 15 lb. de presidén (121°0).

AGAR EOSINA AZUL DE METILENO

Peptona 1
Lactosa

Sacarosa

Fosfato dipotasico (KaHPOe)

Agar 1
Eosina Y

Azul de metileno

ooUNUYS
oCHUNOOOO
gooooao

63 g

Para rehidratar el medio, suspender 36 g en 1000 ml de agua
destilada. Calentar hasta completa disolucidén D.Esterilizar en
autoclave por 15 minutos a 15 1b de presién (121 O©O).

AGAR EXTRACTO, GLUCOSA Y TRIPTICASEINA
(AGAR TRIPTONA GLUCOSA)

Peptona de caseina 5.0 g
Extracto de carne de res 3.0 g
- Dextrosa 1.0 g
Agar 15.0 g

Suspender 24 g de polvo en 1 litro de agua destilada. Disolver al
calor, hervir durante un minuto. Esterilizar a 121 C (15 1b. de
presidn) durante 15 minutos.
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AGAR GELATINA

Gelatina nutritiva 128.0 g
Agar 15.0 g

Disolver 143.0 g del polvo en un litro de agua destilada. Calentar

suavemente, agitando a menudo, hasta disolver comopletamente.
Esterilizar durante 15 minutos a 15 1bh. de presidn en autoclave.

AGAR -~ LECHE DESCREMADA

Leche descremada 10.0 g
Agar 15.0 g

Disolver 25 g de polvo en un litro de agua destilada. Calentar

hasta completa disolucién. Esterilizar en autoclave a 15 1b de
presién durante 15 minutos.

AGAR NUTRITIVO

Extracto de carne 3.0 g
Feptona de gelatina 5.0 g
Agar 15.0 g

Se suspenden 23.0 g del polvo en | 1t. de agua destilada. Mézclese-
bién. Se calienta suavemente agitando de cuando en cuando vy se
hierve 1 & 2 miButDs hasta completa disolucién.Esterilizar en
autoclave a 121 C (15 1b. de presién) durante 15 minutos.

AGAR SABOURAUD

Neopeptona o peptona 10.0 g
Dextrosa 40.0 g
Agar 15.0 ¢g

Disolver &5 g en un litro de agua destilada. Calentar lentamente
hasta ebullicaén. Esterilizar durante 15 minutos a 15 1b. de
presidén, (121 C).

AGUA PEPTONADA
(ABUA DE DILUCION)

Se disuelve un gramo de peptona en un 1litro de agua destilada.
Esterilizar en autoclave a 15 1b de presién durante 15 minutos.
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CALDO AZIDA VIOLETA DE ETILO (EVA)

Triptona

Glucosa

Cloruro de sodio

Fosfato dipotasico (KaHPQOe)
Fosfato monopotasico (KHaFOs)
Azida de sodio

Violeta de etilo

Disolver 33.8 g en 1 1t. de agua
autoclave a 15 1b. de presidén durante

CALDO RBILIS LACTOSA VERDE BRILLANTE

Bilis
Lactosa
Peptona de gelatina
Verde brillante

de buey deshidratada

Disolver 40 g de polvo en un litro de
a 121 C (13 1b de presién) durante

CALDO ESCHERICHIA COLI

Triptosa

Lactosa

Sales de bilis

Fosfato dipotasico (KzHFOe)
Fosfato monopotasico (KHaPOs4)
Cloruro de sodio

Fara rehidratar el medio suspender 3
destilada.
presién.

CALDO AZIDA DEXTROSA

Extracto de carne
Triptona

Dextrosa

Cloruro de sodio
Azida de sodio

disolver
autoclave

Fara rehidratar el medio
destilada. Esterilizar en
presidén.
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CALDO LAURIL SULFATO DE SODIO
(CALDO LAURIL TRIPTOSA)

Lauril sulfato de sodio

Peptona de caseina 2
Lactosa

Fosfato dipotasico (KaHFOs)

Fosfato monopotésico (KHaPOe)

Cloruro de sodio

s NTo's]

Sg
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g

ANNUBOO
ONNOO ™

Se suspenden 35.6 g del polvo deshidratado en un 1litro de agua
destilada. Calentar si es necesario hasta disolucién completa.
Esterilizar en autoclave a 15 1b. de presién durante 15 minutos.

CALDO NUTRITIVO

Peptona de gelatina 5.0 g
Extracto de carne de res 3.0 g

Se disuelven 8 g del polvoen 1 1t. de _agua destilada. 51 es

necesario caliéntese. Esterilicese a 121 °C (15 1b. de presion)
durante 15 minutos.

CALDO FEFPTONADO

Peptona 5.0 g
Dextrosa 5.0 g
Fosfato dipotasico (KazHPOs) 5.0 g

Disolver 15 g en un litro de agua destilada. Esterilizar el medio
18 minutos a 15 libras de presién.

CALDO TRIPTOFANO

Disolver 10 g de triptona en un 1litro de agua destilada.
Esterilizar en autoclave 15 minutos a 15 1lb. de presién.

GELATINA NUTRITIVA

Caldo nutritivo 8.0 ¢g
Gelatina 120.0 g

Disolver 128 g de polvo en un litro de agua destilada. Calentar

suavemente, agitando, hasta completa disolucidn. Esterilizar en
autoclave a 13 1lb. de presién, durante 13 minutos.
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MEDIO DE CITRATO DE SIMMONS

Fosfato di&cido de amonio (NHe)HaFOe
Fosfato dipotasico (KaHPOe)

Cloruro de sodio

Citrato de sodio

Sul fato de magnesio

Agar 1
Azul de Bromotimol

O0VOoowe

CUONUKM
CCOCNOCOOO

Se suspenden 24.2 g de polvo en un litro de agua destilada.
Esterilizar en autoclave 15 minutos durante 15 lb. de presién.

MEDIO MF-ENDO

Exiracto de levadura

1.5 g

Casitona 5.0 g
Tiopeptona 5.0 g
Triptosa 10.0 g
Lactosa 12.5 g
Desoxicolato de sodio 0.1 g
Fosfato dipotasico (KaHFPQOe) 4.375 g
Fosfato monopotésico (KHaPOe) 1.375 g
Cloruro de sodio 5.0 g
Lauril sul fato de sodio 0.05 g
Sul fato de sodio 2.1 g
Fucsina b&sica 1.05 ¢

fPara rehidratar el medio, disuelva 48 g en 1 1t. de agua destilada
- que contenga 20 ml. de etanol. Caliéntese hasta ebullicién.
Preparar en el momento de la practica.
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PREPARACION DE SOLUCIONES Y REACTIVOS

ALCOHOL -~ACETONA

Alcohol de 96° 700 ml.
acetona 300 ml.
Mezclar.

MEZCLA CROMICA

Dicromato de potasio 65.0 g
Agua 35.0 ml
Acido sulfarico concentrado cbp 1000.0 ml

Disolver el dicromato de potasio en agua, calentandoj enfriar

?gzgga; lentamente &cido sulfdarico concentrado hasta completar
ml.

REACTIVO DE EHRLICH

Para—aminobenzaldehfdo 5.0 ¢g
Alcohol isoamilico (o amilico normal) 75.0 g
5.0 m

Acido clorhidrico concentrado 2 1

Disolver el para-aminobenzaldehido en el alcohol vy agregar

Y
a

el

&cido clorhidrico; el reactivo deber quedar de color amarillo.

SOLUCION DE ALFA - NAFTOL

Alfa naftol purificado

(punto de fusién 92.5 © C o mas) 5.0 g
Etanol absoluto 100.0 ml.
Disolver el alfa - naftol en el etanol. Esta solucidén

prepararse el mismo dia que se emplee.

SOLUCION DE AZUL DE METILENO

Azul de metaleno 0.3 ¢
Etanol (96 ™) 30.0 ml
Agua destilada 100.0 ml

Disolver el azul de metileno en el alcohol; agregar en el
destilada y filtrar a través de papel.
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SOLUCION DE CLORURO MERCURICO

Cloruro mercarico 15.0 g
Acido clorhidrico 20.0 ml
Agua destilada 250.0 ml

Disolver el cloruro mercarico en el agua destilada y luego agregar
el &cido clorhidrico, mezclando bién.

SOLUCION DE FUCSINA FENICADA O DE ZIEHL -~ NEELSEN

Fucsina basisa 0.3 g
Alcohol (96 ) 10.0 ml
Fenol 5.0 g
Agua destilada 93.0 ml

Disolver la fucsina en el alcohol y el fenol en el agua destiladajg
mezclar las dos soluciones después.

HIDROXIDO DE POTASIO (Solucidn al 30%)

Hidréxido de potasio 30.0 g
Agua destilada 100.0 ml

Disolver el hidréxido de potasio en el agua destilada.

SOLUCION DE ROJO DE METILO

Rojo de megilo 0.1 g
Etanol 96 300.0 ml
Agua destilada 200.0 ml

Disolver el colorante en el alcohol y agregar el agua destilada.

SOLUCION DE SAFRANINA

Safranina 0.25 g
Alcohol 95 % 10.0 ml
Agua destilada 100.0 ml

Disolver la safranina en el alcohol +filtrar a través de papel
filtro.
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SOLUCION DE VIOLETA CRISTAL - OXALATO DE AMONIO DE HUCKER

Solucidén A:

Violeta crigtal 2.0 9
Alcohol 96 20.0 ml
Mezclar.

Solucidén B @

Oxalato de amonio (NHe )z Cz0e¢ .H20 0.8 g
Agua destilada 80.0 ml
Mezclar las soluciones Ay B .

SOLUCION DE YODO DE GRAM (LUBOL)

Yodo 1.0 g
Yoduro de potasio 2.0 g
Agua destilada 300.0 ml

Disolver el yoduro de potasio en una peqgueffa cantidad de aguaj
agregar a esta solucidén el yodo poco a poco y una vez disuelta
completar hasta los 300 ml.

SOLUCION SALINA

Cloruro de sodio 0.085 g
Agua destilada 100.0 ml

Disolver el cloruro de sodio en el agua.

TIOSULFATO DE SODIO (Solucidn al 10%)

Tiosul fato de sodio 10.0 g
Agua destilada 100.0 ml

Disolver el tiosulfato de sodio en el agua destilada, mezclar
bién.
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