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USO DEL MANUAL

Las practicas de Microbiologia suponen un complemento fundamental para la
asignatura Microbiologia e Inmunologia Humana. Con ellas se pretende facilitar una
mayor comprension de los conocimientos tedricos que los alumnos adquieren en el
desarrollo de la asignatura.

Este Manual se ha realizado como soporte al desarrollo de las practicas de la
asignatura con el fin de contribuir al aprendizaje del diagnéstico de procesos
infecciosos. Esta estructurado en varios apartados: Objetivos, Normas Generales,
Actuaciones de Seguridad, Material, Practicas, Actividades y Bibliografia. El
conocimiento de las Normas Generales asi como las Actuaciones de Seguridad en un
laboratorio de Microbiologia debe ser previo a su realizacion. Ademas se describe el
material que el alumno usara y las técnicas que se abordaran durante las practicas,
ambos soportados por una amplia documentacién fotogréfica. Al final del manual se
incluyen actividades que el alumno deberd completar y entregar, debidamente
identificadas, al finalizar el ciclo de las préacticas.

Por ello, el Manual constituye una herramienta util para los alumnos y se recomienda
realizar una lectura profunda antes de comenzar las practicas con el objetivo de
mejorar la comprensién y el seguimiento de las mismas.






OBJETIVOS

Las practicas de Microbiologia implican un primer contacto real del alumno con
agentes responsables de una parte muy importante de la patologia humana: las
enfermedades infecciosas. Para conocer los agentes etiolégicos de las mismas se
puede realizar un diagnéstico directo, por el que se detecta el agente causal, alguno
de sus componentes o sus productos metabdlicos, o un diagndstico indirecto mediante
la deteccion de los anticuerpos que genera el hospedador tras entrar en contacto con
el microorganismo. Estas practicas de Microbiologia se centraran especialmente en el
diagndstico directo, con unos objetivos concretos:

1. Desarrollar técnicas convencionales de laboratorio para la deteccién e identificacion
de bacterias de interés humano y oral.

2. Aprender como se realizan in vitro estudios basicos de sensibilidad a los antibidticos
de microorganismos de interés humano y oral.

3. Estudiar macroscépica y microscopicamente hongos del género Candida.






NORMAS GENERALES PARA CONOCIMIENTO
DEL ALUMNO AL INICIAR LAS PRACTICAS

- La asistencia a las practicas es obligatoria, salvo que exista una razén debidamente
justificada.

- Para el desarrollo de las mismas los alumnos deben ir provistos de bata. También es
necesario que traigan un rotulador indeleble, mechero o cerillas, regla milimetrada y
una lupa (opcional).

- Los alumnos deben cuidar el material disponible con el que realizaran las practicas.
- Esta prohibido ingerir alimentos en el laboratorio.

- Durante su desarrollo cada alumno trabajard con sus propios medios de cultivo y
muestras por lo que se debe mantener el puesto de trabajo a lo largo de las mismas.

- Los medios de cultivo deben ser correctamente identificados con las iniciales del
alumno y nimero de mesa, utilizando un rotulador indeleble. Las placas se rotularan
en el fondo y nunca en la tapadera.

- Se recomienda recogerse el cabello para evitar accidentes con el fuego del mechero
de alcohol.

- En el desarrollo de las practicas se resolvera cualquier duda consultando al profesor,
gue actuara bajo el principio basico de que cada alumno desarrolle nuevas habilidades
y actitudes en el laboratorio.






ACTUACIONES DE SEGURIDAD EN LAS
PRACTICAS

1. Actuaciones derivadas del trabajo con agentes biologicos. En estas practicas se
utilizan microorganismos que se pueden comportar como patégenos oportunistas. Por
ello se debe evitar el contacto con la piel y mucosas, especialmente si estan
lesionadas. Esta situacion puede ser grave si existe inmunosupresion afiadida por
parte del alumno. En caso de contacto accidental con alguno de los agentes
infecciosos, deberd comunicarlo lo mas rapido posible al profesor responsable de las
practicas, para realizar medidas de urgencia, como por ejemplo el lavado rapido con
solucion de hipoclorito sddico.

2. Actuaciones derivadas del trabajo con agentes fisicos y quimicos.

- Agentes fisicos: durante el desarrollo de las practicas se trabajara alrededor de un
mechero de alcohol encendido. Se evitaran incidentes derivados del uso del mismo,
siguiendo estrictamente las normas que indicara el profesor responsable.

- Agentes quimicos: se informara sobre la adecuada manipulacién de los productos
empleados en el transcurso de las practicas. Entre ellos estan el alcohol por su
capacidad inflamable, los colorantes por su toxicidad al contacto con la piel, o el agua
oxigenada que puede producir ligeras irritaciones de la misma, generalmente sin
ninguna consecuencia.

Cualquier tipo de accidente deberd ser comunicado, de inmediato, al profesor
responsable del grupo de practicas.
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MATERIAL DISPONIBLE

Asa recta o pincho (nombre coloquial) y asa circular o asa redonda (nombre
coloquial). Pueden ser de plastico (desechables) o de metal, estas ultimas con un
mango de pasta y un alambre de nicrén en su extremo. El asa recta (Figura 1) sirve
para tomar muestras de colonias aisladas o inocular los medios de cultivo para el
estudio de pruebas bioquimicas. El asa circular (Figura 2) sirve para recoger varias
colonias, extender el material clinico sobre la placa de siembra o tomar muestras
liquidas. Antes de su uso y tras el mismo, se deben esterilizar mediante la técnica de
flameado. Para ello, las asas se colocan de forma vertical e invertida y el extremo de
ambas se aproxima a una llama procedente de un mechero de alcohol, manteniéndose
unos segundos en esta posicion.
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Figura 1. Asa recta o pincho. Figura 2. Asa circular o asa redonda.
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MATERIAL DISPONIBLE

Autoclave. Se utiliza para esterilizar medios de cultivo, material, etc.

Cubeta de tincién. Consta de un cristalizador, que es un recipiente de vidrio que
recoge los colorantes usados en la tincién, y de un puente formado por dos varillas de
vidrio sobre las que se coloca el portaobjetos con la muestra que se va a tefiir
(preparacion) (Figura 3).

Figura 3. Cubeta de tincidn.
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Escobillon estéril o hisopo. Se usa en la toma de muestras y para sembrar las
bacterias con las que se realiza el antibiograma. Es de plastico y desechable (Figura4).

Figura 4. Escobillén estéril o hisopo.



MATERIAL DISPONIBLE

Frasco lavador. Es un recipiente de plastico que
contiene agua. Se usa en las operaciones de lavado de
colorantes en las tinciones (Figura 5).

Figura 5. Frasco lavador.

Estufa de incubacion. Sirve para
incubar los medios de cultivo a la
temperatura deseada (Figura 6).

Figura 6. Estufa de incubacion.
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MATERIAL DISPONIBLE

Frascos goteros de colorantes y reactivos. En caso de contener colorantes son
opacos para evitar la accion de la luz (Figura 7).

Figura 7. Frascos goteros.

Mechero de alcohol. Proporciona una fuente de calor que desinfecta el ambiente de
alrededor. Por ello se ha de trabajar en su proximidad, evitando hablar para impedir la
16 contaminacioén de la zona de trabajo (Figura 8).

Figura 8. Mechero de alcohol.



Microscopio optico compuesto. Los componentes bésicos del microscopio 6ptico
son (Figura 9):

- Fuente de luz que se utiliza para iluminar la preparacion colocada en un
portaobjetos.

- Condensador que es una lente que concentra la luz sobre la preparacion.

- Dos sistemas de lentes (lentes del objetivo y lentes oculares) que se usan para
aumentar la imagen de la muestra.

El aumento total de la imagen es el producto de los aumentos logrados con el objetivo
y el ocular. Las lentes del objetivo que se usaran en estas practicas son las de alto
aumento en seco (40x%) y las de inmersién (100x), para las que se necesita afadir una
gota de aceite de cedro. Para observar las muestras, se enciende la fuente de luz y se
coloca el portaobjetos sobre la platina. A continuacion se aproxima el objetivo
lentamente al portaobjetos (objetivo de 40x) o se sumerge en la gota de aceite de
cedro (objetivo de 100x); posteriormente se procede a enfocar el campo visual con los
tornillos de enfoque, macrométrico y micrométrico. El diafragma permite regular la
entrada de luz sobre la muestra. Una vez terminado el examen, el microscopio se
apaga Y el objetivo se limpia con un pafio o gasa.

Oculares

Cuerpo ——— > Objetivos

Platina movil

Condensador
Diafragma

Tornillos de enfoque:
macromeétrico y
micrométrico

—_— Fuente de iluminacion

A ™

Figura 9. Microscopio éptico compuesto.
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MATERIAL DISPONIBLE

Nevera. Sirve para guardar reactivos, medios de cultivo, etc.

Placa de Petri. Envase redondo que consta de dos partes, una superior que actia de
tapadera y una inferior que contiene el medio de cultivo. Las placas deben estar
siempre cerradas, con la tapa debajo y el medio de cultivo arriba para evitar
contaminaciones y que el vapor de condensacién caiga sobre este Gltimo. Pueden ser
de plastico o de vidrio (Figura 10).
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Figura 10. Placas de Petri.

Portaobjetos o “porta”. Es un rectdngulo de vidrio sobre el que se realiza la
extension de las muestras o microorganismos para efectuar la tincién. Debe estar
limpio y desengrasado (Figura 11).

Cubreobjetos o “cubre”. Es una lamina de vidrio, muy fina, que se coloca sobre la
muestra extendida en un portaobjetos para realizar un examen en fresco (Figura 11).

Figura 11. Portaobjetos y cubreobjetos.



MATERIAL DISPONIBLE

Tubos de ensayo. Envases que contienen los diferentes medios de cultivo usados en
bacteriologia. Pueden ser de diferentes tipos y tamafios (Figura 12).

Figura 12. Tubos de ensayo.

Medios de cultivo. Son preparados que intentan reproducir artificialmente las
condiciones del habitat natural de los agentes bacterianos, y deben poseer todos los
componentes para cubrir sus necesidades nutricionales. Pueden ser liquidos,
habitualmente dispensados en tubos o0 en matraces, y soélidos que se obtienen
incorporando en su composicion agentes solidificantes, generalmente agar. Estos
Ultimos pueden prepararse tanto en tubos como en placas de Petri, ya que por encima
de 45-50°C son de consistencia liquida y por debajo de ésta solidifican (Figura 13).

Figura 13. Medios de cultivo liquidos y solidos.
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PRACTICAS

Las practicas de Microbiologia se desarrollan en 4 dias. Cada alumno trabajara con
dos productos patolégicos dispensados en tubos de ensayo, a los que se les
realizaran una secuencia de técnicas que permitiran llegar a la identificacion del
microorganismo y conocer la sensibilidad a diferentes antibioticos. Ademés se llevara
a cabo un estudio macroscépico y microscopico de hongos del género Candida. La
dinamica de la practica sera la siguiente:

DIA 1

Los alumnos parten de dos productos patolégicos, muestra 1 y muestra 2, a los que se
les realiza:

Siembra por aislamiento en medios:
- Muestra 1: Agar Mitis Salivarius Bacitracina (MSB)
- Muestra 2: Agar sangre

Tincién de Gram

Observacién microscopica de la muestra tras la tincion

DIA 2

A partir de las colonias obtenidas en la siembra por aislamiento, se llevara a cabo lo
siguiente:

Observacion macroscoépica y descripcion de colonias

Siembra en medio liquido para obtencion de cultivos puros y una adecuada
masa microbiana

Tincién de Gram a partir de las colonias

Observacion microscopica tras la tincion de la muestra

Ademas, se realizara el estudio macro y microscopico de hongos del género Candida.
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DIA 3

A partir de los cultivos puros obtenidos tras la siembra en medio liquido, se llevara
cabo lo siguiente:

Observacién macroscépica del crecimiento bacteriano en medio liquido
Inoculacién de las pruebas bioquimicas:
- Muestra 1: prueba del manitol y prueba de produccién de agua
oxigenada
- Muestra 2: prueba de la catalasa y prueba del manitol en medio de
Chapman
Realizacién de un antibiograma disco-placa a la muestra 2
Sentar las bases para interpretar un antibiograma disco-placa y las pruebas
bioguimicas y llegar al diagnostico microbiolégico directo

DIA 4
Interpretar pruebas bioquimicas y antibiograma.

Evaluacion teérico-practica.
22

A continuacion se describen cada una de las técnicas.



1. OBSERVACIONES MICROSCOPICAS

Para visualizar las bacterias y otros microorganismos, por ejemplo los hongos, es
necesario el empleo del microscopio. Su observacion no siempre llevara a la
identificacién, aunque proporcionara en algunos casos informacién importante sobre la
morfologia, agrupacion y estructura bacteriana. Dependiendo de las caracteristicas de
los microorganismos, de las muestras bioldgicas e incluso del elemento a observar, se
puede proceder de distintas formas: examen vital o en fresco y examenes tintoriales o
tinciones. En este guion sélo se van a describir los procedimientos que se
desarrollaran en el curso de las practicas.

Examen vital

Se le denomina también examen en fresco. El examen en fresco de una suspension
microbiana se realiza para observar muestras clinicas vivas. Permite visualizar ciertas
funciones fisioldgicas de los microorganismos como la movilidad o apreciar la
morfologia, tamafio y agrupacion.

Técnica

Tomar una gota de una muestra liquida con el asa de platino, previamente flameada y
fria, y colocarla en el centro de un portaobjetos. Si la muestra procede de un medio
sélido, se depositara una pequefia cantidad de un liquido isoténico que conserve la
forma microbiana (p.e. solucion salina al 0.9%, azul de lactofenol). A continuacion se
toma una muestra de la colonia con el asa y se suspende en la gota previamente
depositada sobre el portaobjetos. Finalmente sobre ella se coloca un cubreobjetos.

Observacion

Se realiza habitualmente con el objetivo seco de 40x procurando que la iluminacién no
sea demasiado intensa, para lo cual se cerrara ligeramente el diafragma.

Examenes tintoriales

Con el uso de colorantes se pretende conseguir que los microorganismos contrasten
nitidamente con el medio que les rodea, destacar caracteristicas diferenciales de los
mismos e incluso observar elementos estructurales. En funcion de los colorantes
empleados se distinguen distintos tipos de tinciones:

- Tinciones simples: se emplea un solo colorante.

- Tinciones compuestas: se emplean dos colorantes. Las mas utilizadas en
Microbiologia son la tincion de Gram para observar y diferenciar bacterias
grampositivas y gramnegativas, la tincion de Ziehl-Neelsen para observar
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PRACTICAS

bacterias &cido alcohol resistentes y la tincion de Giemsa para observar
pardsitos, entre otros. De éstas, la mas importante en Microbiologia es la
tincion de Gram.

Antes de comenzar la tincibn es necesario realizar la preparacion (Figura 14),
conjunto del portaobjetos mas la muestra, que consta de los siguientes pasos:

a. Extensién: La muestra se extiende sobre el portaobjetos bien directamente,
si procede de un producto patolégico o medio de cultivo liquido, o bien se suspende en
una gota de agua si se trata de una colonia. En cualquier caso, la muestra se extiende
formando un circulo en la parte central del portaobjetos con el objetivo de conseguir
una pelicula fina y homogénea.

b. Secado de la preparacion debajo de una fuente de luz o al aire.

c. Fijacién de la muestra para que se adhiera, provocando la muerte de las
bacterias. Aunque hay diferentes procedimientos para llevarla a cabo, ésta se suele
realizar por calor, pasando el portaobjetos dos o tres veces sobre la llama del mechero
por el lado contrario al de la extension. La coagulacién de las proteinas unira los
microorganismos al cristal.

Una vez terminada la preparacion se deja enfriar unos minutos y se continta con la
tincion.

Figura 14. Fases de la preparacion: extension, secado y fijacion.

Tincion de Gram

Técnica

La preparacion se coloca sobre el puente, con la extension mirando hacia arriba. La
tinciéon se realiza en los siguientes pasos (Figura 15):

- Cubrir la preparacion con violeta cristal o de genciana y dejar actuar el colorante
durante 2-3 minutos.

- Lavar con agua y decantar.

- Cubrir la extension con lugol (mordiente de yodo) y mantenerlo durante un minuto.



PRACTICAS

- Lavar con agua y decantar.

- Decolorar con alcohol-acetona. Es dificil precisar unas normas fijas sobre el tiempo
de contacto del decolorante con la muestra. A modo orientativo se puede decir que
varios segundos.

- Lavar rapida y abundantemente con agua.

- Cubrir la extension con fucsina y dejarla actuar 2-3 minutos.
- Lavar con agua, decantar.

- Secar.

Para proceder a la visualizacion, se dispensara sobre la extension una gota de aceite
de cedro.

25

Figura 15. Pasos de la Tincion de Gram: A. violeta cristal, B. lugol, C. alcohol acetona, D.
fucsina.
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Observacion

Para la observacion de las bacterias tefiidas se siguen los siguientes pasos:
- Afladir una gota de aceite de cedro a cada preparacion.

- Bajar la platina.

- Colocar la preparacion sobre la misma.

- Utilizar el objetivo de 100x.

- Abrir el diafragma.

- Enfocar.

Las bacterias grampositivas se veran de color violeta y las gramnegativas de color
rojo.

Fundamento

A pesar de ser la tincibn mas empleada en Microbiologia no se conoce bien su
fundamento. Existen varias teorias, pero hoy la mas aceptada por la mayoria de los
autores es la que se basa en la estructura de la pared.

En las bacterias grampositivas la capa de peptidoglucano (mureina) es mas gruesa y
compleja que en las gramnegativas. Esto justifica la barrera que supone para la
elucion por el alcohol-acetona del complejo violeta-yodo. En las gramnegativas la
pared tiene una mayor cantidad de lipidos por los que el decolorante tiene mayor
afinidad y eliminara facilmente el color violeta de su interior. El colorante de contraste,
fucsina, las tefira de rojo.

Con esta tincion no solo podemos distinguir la estructura de la pared bacteriana, sino
que también podemos observar la morfologia y agrupacion de las mismas.



2. AISLAMIENTO E IDENTIFICACION BACTERIANA

Cultivo: técnica de siembra por aislamiento, agotamiento o estrias

La poblacion bacteriana en las distintas areas del hombre sano y enfermo, incluyendo
la cavidad oral, puede ser muy amplia y compleja; su estudio en tan diversas
localizaciones, como microbiota normal o patégena, requiere medios de cultivo y
técnicas que permitan individualizar los componentes de esa poblacion.

En Microbiologia se entiende como siembra el proceso mediante el cual se lleva una
porcién de una poblacién de microorganismos, denominada inoculo, de una muestra o
de un cultivo crecido a un medio nutritivo para su crecimiento. La siembra por
aislamiento, agotamiento o estrias de una muestra bioldgica es una técnica cuya
finalidad es conseguir colonias aisladas para observar sus caracteristicas, comprobar
si se trata de un cultivo puro o polimicrobiano y servir de punto de partida para la
identificacion microbiana y el estudio de la sensibilidad a los antibi6ticos.

Para su realizacion, se toma una muestra del tubo donde se encuentra el producto
patolégico, introduciendo el asa redonda estéril en el mismo, y se inocula el medio de
cultivo dispensado en una placa de Petri. Para ello, se levanta el fondo con una mano
y con el asa en la otra se procede a realizar suavemente una serie de estrias en zig-
zag, siempre avanzando y nunca retrocediendo en el medio de cultivo. Este
procedimiento se repite varias veces, de tal forma que se obtengan 4 6 5 zonas de
siembra. A medida que se avanza se van “agotando” las bacterias contenidas en el
asa, de tal manera que las estrias iniciales proporcionan un crecimiento confluyente
mientras que en la Gltima zona de siembra se desarrollan colonias aisladas. En la
Figura 16 se representa la forma mas apropiada de llevar a cabo esta técnica.
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52 zona de
siembra

Figura 16. Siembra por aislamiento, agotamiento o estrias.

27



28

Los medios de cultivo que se emplean para realizar la siembra por agotamiento son
Agar Mitis Salivarius Bacitracina (MSB) y Agar sangre.

Agar Mitis Salivarius Bacitracina

Es un medio de cultivo selectivo para los estreptococos del grupo mutans ya que tiene
sustancias inhibidoras como bacitracina 0,2 U/ml, telurito potasico, azul tripan, cristal
violeta, ademas de una elevada concentracion de sacarosa (Figura 17).

Composicion Cantidad
Sacarosa 20 g/l
Glucosa 1g/
Bacitracina 0,2 U/ml
Telurito potasico 4,0 g/l
Azul tripan 0,075 g/l
Cristal violeta 0,0008 g/l
Agar 15 g/l

pH 7,4

Agar sangre

Es un medio nutritivo que se utiliza para recuperar una amplia gama de bacterias, ya
gue ademas de no tener ningun inhibidor de crecimiento, se puede enriquecer
afiadiendo numerosos nutrientes (Figura 17).

Composicion Cantidad
Peptona de caseina 15 g/l
Glucosa 54l
Cloruro sddico 59/

Sangre de carnero desfibrinada | 5%

Agar 15 g/l

pH 7.3
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Figura 17. Placas de MSB y agar sangre.

Una vez inoculadas, las placas se rotulan en la base y se introducen en la estufa
durante 48 horas a 36+1°C, temperatura 6ptima de crecimiento para la mayoria de las
bacterias de interés clinico. Las placas de MSB se incubaran en atmdsfera anaerobia,
para lo cual se introducirdn en recipientes herméticos con sobres generadores de
dicha atmdsfera, mientras que las placas de agar sangre se incubaran en aerobiosis.
Durante la incubacion, cada célula bacteriana, tras sucesivas divisiones por fision
binaria, dara lugar a una masa visible macroscopicamente denominada colonia.

Observacion macroscoépica de las colonias

Transcurrido el tiempo de incubacién, se procede a la observacion y descripcion de las
caracteristicas de las colonias. Cada bacteria origina una colonia con aspecto diferente
en cuanto a tamanio, forma, elevacién, bordes, color, consistencia, brillo (Figura 18).

0e® L .
Tamafio o ® -
Puntiforme Pequeiia Mediana Grande
@ a8 . -
Forma o .
Circular Filamentosa Irregular Rizoide Fusiforme
—_— Em e B -
Elevacion Plana Elevada Convexa Pulvinada Umbilicada
Margen _ _
Entero Ondulado Lobulado Filamentoso Rizado

Figura 18. Caracteristicas de las colonias.
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PRACTICAS

En la placa de agar sangre ademas se puede apreciar la capacidad o no para

degradar la hemoglobina o hemdlisis. Asi se describen dos tipos de hemdlisis (Figura
19):

o Beta (B). La bacteria destruye los hemafes y degrada el grupo prostético de la
hemoglobina hasta compuestos no coloreados. Se detecta en las placas por un
halo transparente alrededor de las colonias.

e Alfa (a). La lisis de los hemates se acompafia de una degradacion incompleta
del grupo prostético hasta compuestos coloreados, fundamentalmente
biliverdina. Se observa un halo verdoso alrededor de las colonias.

Las bacterias que no producen hemolisis son gamma ) hemoliticas. Para evaluar la
hemdlisis sera necesario poner el fondo de la placa al trasluz.

30

Figura 19. Tipos de hemodlisis: A. beta, B. alfa.

Observacion microscoépica de las colonias

Se lleva a cabo realizando una tincion de Gram de las colonias, siguiendo el
procedimiento descrito en el apartado 1.2.



Obtencion de cultivos puros

El objetivo es obtener cultivos puros de las diferentes colonias obtenidas en las placas
crecidas de MSB y agar sangre, es decir, trasladar un solo tipo microbiano a un nuevo
medio de cultivo. A partir del cultivo puro se podran realizar pruebas de identificacion y
de sensibilidad a antibidticos. Para obtener dichos cultivos, se toma una muestra de
una colonia (evitando tocar las que hay a su alrededor) con el asa recta estéril y fria.
La muestra se toma en aquella zona de la placa donde las colonias estén mejor
aisladas, generalmente en las Ultimas zonas de siembra (Figura 20), y se transfiere a
un medio de cultivo que se incubara a 36+1°C durante 24 horas para conseguir masa
microbiana en cultivo puro. Se repetira el procedimiento tantas veces como colonias
diferentes se observen en las placas de Petri.

En el caso concreto que se esta desarrollando en la practica, se emplea un medio
liquido de enriquecimiento, sin ningun tipo de inhibidor, que permite el desarrollo de las
bacterias que se estudian.

Figura 20. Toma de muestra de una colonia con asa recta.

Observacion macroscépica del crecimiento bacteriano en medio liquido

Tras la incubacién, se detectara el crecimiento bacteriano (Figura 21) con diferente
disposicion en funcién del microorganismo: crecimiento homogéneo, en el fondo, en la
superficie, a modo de cometa, adherido a la pared, grumoso, etc.

Figura 21. A. Crecimiento en el fondo, B. Crecimiento en cometas.

31



32

Pruebas bioquimicas para la identificacion de microorganismos

Una vez obtenido el crecimiento bacteriano en medio liquido se realizaran las pruebas
bioguimicas. Son pruebas que gracias a los componentes de los medios de cultivo,
pondran de manifiesto caracteristicas bioquimicas de las bacterias y nos llevaran a la
identificacion de las mismas. Aunque existen diversas pruebas, en las practicas de
realizaran las siguientes:

- Muestra 1: prueba del manitol y prueba de produccion de agua
oxigenada

- Muestra 2: prueba de la catalasa y prueba del manitol en medio de
Chapman

1. Prueba del manitol

Material

Se realiza en un medio de cultivo liquido de color rojo-rosa. Contiene manitol,
peptonas y un indicador de pH, rojo clorofenol. pH: 6,4.

Método

Inocular la bacteria procedente del caldo de enriquecimiento en el medio, sumergiendo
el asa en el mismo y agitando ligeramente para facilitar la descarga de las bacterias;
incubar a 36+1°C durante 24-48 h.

Interpretacion (Figura 22)
- Prueba positiva: medio amarillo.

- Prueba negativa: medio del color rojo-rosa original.

Figura 22. Resultados de la prueba del manitol.



Fundamento

El objetivo es detectar si la bacteria es capaz de consumir el manitol porque esté
preparada enziméticamente para ello. En ese caso, los acidos producidos del
metabolismo de este polialcohol bajaran el pH del medio de cultivo y el indicador, rojo
clorofenol, virara a color amarillo. Si la bacteria no puede metabolizar el manitol, no
habra produccion de acidos ni viraje a amarillo del indicador y el medio se observara
de color rojo.

Utilidad

Son manitol positivos todos los estreptococos del grupo mutans y manitol negativos los
estreptococos que no pertenecen al grupo mutans.

2. Prueba de la produccién de agua oxigenada

Material

Se realiza en un medio de cultivo sélido que contiene peptonas, glucosa, bencidina y
peroxidasa. pH: 7,2+0,2.

Método

Inocular el medio de cultivo sélido con la bacteria procedente del caldo de
enriquecimiento, depositando una gota con el asa redonda; incubar a 36+1°C durante
24-48 h.

Interpretacion (Figura 23)
- Prueba positiva: crecimiento negro-marrén.

- Prueba negativa: crecimiento color original.

A\

Figura 23. Resultados de la prueba de produccion de agua oxigenada.

Fundamento

El objetivo es detectar si la bacteria produce agua oxigenada en el curso de su
metabolismo aerobio. Si lo hace, la peroxidasa contenida en el medio (in vivo es la
propia bacteria por el sistema NADH peroxidasa) llevara a cabo la reaccién mas abajo
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indicada, reduciéndose la bencidina que pasa a color negro-marrén. Si la bacteria no
produce agua oxigenada, la peroxidasa carecerd de sustrato para su accién y la
bencidina quedara oxidada e incolora.

Reaccién que acontece in vivo:

NADH + H* + E-FADH; + 2H,0, —— NAD" + E-FAD + 4H,0

Reaccion en el medio de cultivo:

NADH + H" + E-FADH, + H,0O, + bencidina — NAD®' + E-FAD + Bencidina H, + 2H,0O

E-FADH,: peroxidasa reducida

E-FAD: peroxidasa oxidada

Utilidad

Dentro de los estreptococos del grupo mutans, produce H,O, Streptococcus sobrinus,
mientras que el resto de los estreptococos de este grupo carecen de esta propiedad.

Criterios de identificacién de las muestras 1y 2

Manitol H,O,
S. sobrinus + +
S. mutans y otros del grupo mutans + -

Otros estreptococos no mutans - Variable




PRACTICAS

3. Prueba de la catalasa

Debe realizarse en un medio sélido dispensado en placa que soporte el crecimiento
pero que no tenga sangre en su composicién, ya que los hematies contienen la
enzima y ocasionan falsos positivos.

Método

Inocular el medio de cultivo sdélido con la bacteria procedente del caldo de
enriquecimiento, depositando una gota con el asa redonda; incubar a 36x1°C durante
24-48 h.

Interpretacion (Figura 24)

Para la interpretacién de esta prueba se adicionaran unas gotas de H,O, al 30% sobre
el crecimiento bacteriano.

- Prueba positiva: formacién de burbujas.

- Prueba negativa: no formacién de burbujas.

Figura 24. Resultados de la prueba de la catalasa. A. Prueba positiva, B. Prueba negativa.

Fundamento

La prueba detecta la presencia de la enzima catalasa que desdobla el agua oxigenada
en agua y oxigeno naciente, que se desprende en forma de burbujas. Como se indicé
previamente, el peréxido de hidrégeno se forma como un producto terminal oxidativo
de la descomposicion aerdbica de los azucares. Si se acumula es téxico para las
bacterias provocando su muerte. Por ello debe ser eliminado, en este caso por la
catalasa al igual que en otros lo es por el sistema NADH peroxidasa, ya comentado.
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2H,0, _— 2H,O + L 0O,
Utilidad

Esta prueba se emplea en la diferenciacién de grupos bacterianos, asi por ejemplo, el
género Staphylococcus es catalasa positivo y el género Streptococcus negativo.

4. Prueba del manitol en medio de Chapman

Material

Medio de Chapman solidificado en posicién inclinada (en lengiieta) y de color rojo.
Contiene NaCl al 7,5% (hipersalino), manitol y rojo fenol. pH: 7,4-7,5.

Método

Inocular la superficie de la lengleta con la bacteria procedente del caldo de
enriquecimiento, haciendo estrias; incubar a 36+1°C, durante 24-48 h.

Interpretacién (Figura 25)

Se pueden presentar tres posibilidades:

- Lengleta roja con ausencia de crecimiento.
- Lengleta roja y crecimiento bacteriano.

- Lengieta amarilla y crecimiento bacteriano.

Figura 25. Resultados de la prueba del manitol en medio de Chapman.



Fundamento

Sirve para detectar si una bacteria es capaz de multiplicarse en un medio hipersalino
asi como conocer su fuente de nutrientes: las peptonas o el manitol. Si lo hace a
expensas de las peptonas, aparecera masa microbiana en la lengleta y ésta tendra el
color original. Otros microorganismos pueden crecer y metabolizar el manitol, tras lo
cual produciran acidos, descienden el pH y virara el indicador, rojo fenol, al amarillo.
Algunas bacterias seran incapaces de desarrollarse en las condiciones de
hipersalinidad, con lo que el medio permanece inalterado y sin crecimiento bacteriano.

Utilidad

Establece el diagnostico diferencial entre diversas especies bacterianas, por ejemplo,
- Staphylococcus aureus: crece y utiliza el manitol.
- Staphylococcus epidermidis: crece y utiliza las peptonas.

- Micrococcus, Kocuria: no crecen.

Criterios de identificacion de las muestras 3y 4.
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Catalasa
+ < Manitol Chapman
Ausencia de crecimiento Crecimiento y utilizacion de peptonas Crecimiento y utilizacion del manitol
1 3 1

Micrococcus Staphylococcus epidermidis... Staphylococcus aureus
Kocuria...
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PRACTICAS

3. ANTIBIOGRAMA

El final de un diagndstico directo requiere por normal general no sélo la identificacion
del microorganismo presente en el producto patolégico, sino también estudiar su
sensibilidad a diversos antibidticos mediante la realizacién de antibiogramas. Los
antibiogramas son estudios que se realizan in vitro y que permiten determinar la
resistencia o grado de sensibilidad de los microorganismos aislados en productos
patologicos a diversos antibiéticos. Existen distintos métodos para llevar a cabo un
antibiograma, siendo el método de difusién en agar o disco-placa, estandarizado por
Kirby-Bauer, uno de los méas empleados. Permite obtener resultados bastante exactos
mediante un método sencillo, rapido, econdémico y facil de reproducir.

Material

Para la realizacion del antibiograma disco-placa se empleard el siguiente material
(Figura 26):

- Medio Muieller-Hinton, al que se pueden afadir distintos suplementos en caso de
bacterias exigentes (sangre, factores de crecimiento, etc).

- Discos de papel impregnados de una cantidad determinada de antibiético.
- Pinzas.
- Hisopo.

- Mechero de alcohol.

Figura 26. Material empleado en el antibiograma disco-placa.



Método

Se prepara una suspension bacteriana en solucion salina ajustada a una turbidez de
0,5 en la escala de Mac Farland. En las practicas, para facilitar el trabajo, se partira del
cultivo bacteriano puro en medio liquido. Se sumerge el escobillén estéril o hisopo en
la suspensién y se siembra en masa, distribuyendo el inoculo de manera homogénea
en toda la superficie del medio (Figura 27).
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Figura 27. Técnica para hacer una siembra en masa.

Los antibidticos se encuentran en discos de papel impregnados de una cantidad
determinada de antibidtico. Estos se colocan con pinzas estériles en la superficie del
medio de cultivo inoculado. La distancia entre los discos debe ser suficiente para evitar
la confluencia de los halos de inhibicién y el entorpecimiento de su lectura (Figura 28).
La placa se incuba a 36+1°C, durantel8-24 horas, a una atmésfera adecuada para
cada tipo de bacteria.
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Figura 28. Confluencia de halos de inhibicién del crecimiento.

Una vez colocados, los discos absorben agua del medio, los antibiéticos se disuelven
y se inicia el proceso de difusién de éstos generandose un gradiente de concentracion
cuyo nivel mayor se encuentra bajo el disco. Las bacterias sensibles creceran alli
donde la concentracion del antibiético sea lo suficientemente baja como para no
impedirselo, mientras que no podran hacerlo en las proximidades del disco donde las
concentraciones del antibiético sean elevadas. Aparecerd, por tanto, un halo de
inhibicion del crecimiento alrededor del disco. Si la bacteria es resistente, no habra
halo o éste sera muy pequefio.

La seleccion de los discos de antibiéticos se hace en funciéon de la bacteria, el lugar de
la infeccion, caracteristicas del paciente y sensibilidades previas conocidas.

Interpretacion de los resultados

La lectura se hace midiendo el didametro de los halos de inhibicién por la parte
posterior de la placa con la ayuda de una regla milimetrada y comparando los valores
obtenidos con los patrones internacionales. Estos relacionan la carga de antibiotico, el
tipo de bacteria y el tamafio del halo de inhibiciébn. Segun ésto, se consideran tres
categorias clinicas: sensible, intermedio y resistente (Figura 29).

- Sensible (S): este resultado in vitro indica que el antibiético es efectivo in vivo a dosis
terapéuticas habituales.

- Intermedio (1): el antibiético se podria emplear a dosis superiores a las habituales, si
su toxicidad o via de administracion lo permiten.

- Resistente: el antibiotico no podra ser utilizado.

La presencia de colonias dentro de un halo de inhibicion puede ser debido a que no se
parta de un cultivo monomicrobiano o que se hayan producido colonias mutantes



resistentes dentro de una misma cepa. En este caso, la cepa se considera resistente y
el antibidtico no puede ser utilizado.

El tamafio de los halos de inhibicibn depende de la sensibilidad de la cepa al
antimicrobiano, de la velocidad de crecimiento del microorganismo, de la cantidad

(carga) del antimicrobiano presente en el disco, de la capacidad para difundir en el
medio, etc. Por tanto, un halo mas grande no siempre indica mayor actividad

bacteriana.
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Figura 29. Resultados de antibiograma.

A pesar de que este antibiograma disco-placa es uno de los mas empleados, presenta
algunas limitaciones como que solo puede usarse para microorganismos aerobios de
crecimiento rapido, no pueden probarse antimicrobianos para los que no se haya
establecido el tamafio del halo de inhibicién, determina solo la actividad bacteriostatica

y no la bactericida, etc.
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4. ESTUDIO MACROSCOPICO Y MICROSCOPICO DE HONGOS DEL
GENERO CANDIDA

Caracteristicas generales de los hongos

Son células eucariotas, heterétrofas, que se reproducen por esporas y presentan una
pared compuesta por quitina, glucano y manano que son polimeros de azlcar.

La mayor parte de los hongos viven en el suelo o sobre los vegetales, especialmente
en lugares humedos, y desempefian un papel muy importante en el reciclado de
materia organica. Se considera que existen aproximadamente 300.000 especies de
hongos de las que sé6lo algo mas de 100 son patdgenas para el hombre.

Respecto a su relacion con el hospedador pueden ser: comensales que no producen
dafo; simbidticos, en los que se genera un beneficio para ambos, como las micorrizas;
patégenos que producen infecciones fungicas o micosis. Un hongo comensal puede
convertirse en patdgeno en algunas circunstancias, como la inmunodepresion; éstos
son los llamados hongos oportunistas.

Practica de hongos

Tiene como objetivo observar una levadura, Candida albicans, tanto macroscépica
como microscopicamente.

Material
- Portaobjetos.

- Azul de lactofenol: contiene cristales de fenol que mantiene las estructuras flngicas,
acido lactico que inactiva el hongo, y azul de algodén que tifie de azul las estructuras
fungicas.

- Asa redonda.

- Placa con crecimiento de levaduras en medio de Saboureaud, especifico para el
cultivo de hongos. Se compone principalmente de glucosa, peptonas, agar, antibioticos
para impedir el crecimiento bacteriano y un antifingico, como cicloheximida, para
eliminar el crecimiento de hongos ambientales. El pH es acido, esencial para facilitar el
crecimiento de estos microorganismos e inhibir el de las bacterias.

Metodologia

Se realiza una observacion macroscopica de las caracteristicas de colonias de las
levaduras. Para la observacién microscépica se llevara a cabo un examen en fresco
(previamente explicado). Se deposita una gota de azul de lactofenol sobre un
portaobjetos y, con el asa, se toma una muestra de una colonia de la levadura y se
suspende en la gota.



PRACTICAS

A continuacion se tapa con un cubreobjetos y se visualiza al microscopio con objetivo
seco de 40x (Figura 30).

Figura 30. Pasos para hacer el examen en fresco.
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ACTIVIDADES

Los alumnos deben realizar las actividades y entregarlas al profesor responsable al
término de las practicas.
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ACTIVIDAD 1. TINCION DE GRAM A PARTIR DE MUESTRAS EN CALDO.

Describa las caracteristicas de las bacterias que observé en la tincién de Gram
(incluya dibujo).

- Muestra 1:

- Muestra 2:




ACTIVIDAD 2. TINCION DE GRAM A PARTIR DE COLONIAS EN MEDIO
SOLIDO.

Describa las caracteristicas de las bacterias que observé en la tincién de Gram
(incluya dibujo).

- Muestra 1:

- Muestra 2:
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ACTIVIDAD 3. SIEMBRA POR AGOTAMIENTO, AISLAMIENTO O ESTRIAS.

Indique las caracteristicas de las colonias que observo en las placas de MSB y
agar sangre.



ACTIVIDAD 4. OBTENCION DE CULTIVOS PUROS.

Describa las caracteristicas macroscoépicas del crecimiento bacteriano en medio
liquido.

- Muestra 1:
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ACTIVIDAD 5. PRUEBAS BIOQUIMICAS.

Indique el resultado de las pruebas bioquimicas y la interpretacién.

- Manitol:



Microorganismos identificados:

- Muestra 1:
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ACTIVIDAD 6. ANTIBIOGRAMA.

1. Enumere los antibiéticos empleados:

éste:



ACTIVIDAD 7.

Realice un esquema de los pasos que ha seguido para llegar a la identificacién
de la Muestra 1:

Realice un esquema de los pasos que ha seguido para llegar a la identificacion y
estudio de la sensibilidad a antibi6ticos de la Muestra 2:
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ACTIVIDAD 8. ESTUDIO MACROSCOPICO Y MICROSCOPICO DE
HONGOS.

- Caracteristicas de las colonias de las levaduras:




ACTIVIDAD 9.

Conteste a las siguientes preguntas:

1. ¢(Qué pasos que hay que realizar antes de efectuar la tincion de Gram de una
muestra?

3. ¢ Qué técnica microbiolégica usaria para obtener colonias individualizadas de un
cultivo polimicrobiano?
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