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INTRODUCCION

Considerando gue el estudio de las enfermedades trans-
misibles ocasionadas por microorganismos patdgenos
constituye el objeto de transformacion del médulo Pro-
cesos Celulares Fundamentales (PCF) del Tronco Comiin
Divisional de Ciencias Bioldgicas y de la Salud (TCD
de CBS), el objetivo del presente texto es introducir
a los alumnos de este madulo en el manejo de los métodos
bisicos empleados en el laboratorio de microbiologia,
tomando como modelo ¢l aislamiento e identificacicn de
enterobacterias a partir de muestras de agua,

La metodologia descrita consta de cuatro sesiones:

I. Preparacién de las muestras y cultivo en un medio
selectivo.,

2. Aislamiento y observacion de las caracteristicas
macroscdpicas y microscépicas de las entero-
bacterias.

3. Pruebas bioquimicas para enterobacterias.

4. ldentificacion de las enterobacterias.

El objetivo de la primera sesién es que el alumno aprenda
4 preparar la muestra y a sembrarla por estria cruzada
para obtener colonias aisladas.

El objetivo de la segunda sesién es que el alumno
aprenda a observar y determinar las caracteristicas
macroscdpicas y microscopicas de las colonias aisladas.
Asi como, obtener cultivos puros,

El objetivo de la tercera sesion es que el alumno
conozca los fundamentos de las pruebas bioquimicas
y realice las que se requicren para identificar a las
enterobacterias,

El objetivo de la cuarta sesién es que el alumno
aprenda a interpretar las pruebas bioguimicas y finalmente
identifique las enterobacterias aisladas.

Es recomendable que ¢l alumno resuelva el cues-
tionario planteado al final de este documento, para auto-
evaluar el logro de los resultados obtenidos a lo largo de
las sesiones y colateralmente retroalimentar los
conceptos bisicos revisados en el aula.

Ademis, la metodologia propuesta en este texto
puede servir de apoyo metodoldgico para el desarrollo
del trabajo de investigacion modular. Pero es necesario

que el alumno consulte la bibliografia especializada
cuando se trate de otro tipo de bacterias, para llevar
a cabo un andlisis microbiol6gico adecuado.

Principios tedricos
Enterobacteriaceae

Las Enterobacteriaceae son bacilos gramnegativos,
distribuidos en la naturaleza en forma amplia. Se encuen-
tran en ¢l suelo, en el agua, sobre las plantas y como su
nombre lo indica se encuentran dentro del tracto intesti-
nal de los seres humanos y de los animales. Se aislan con
mucha frecuencia de muestras clinicas.

La familia Enterobacteriaceae estd formada por
aproximadamente 31 géneros y 139 especies y miles de
serolipos. Algunos miembros de la familia siempre se _
asocian a enfermedades cuando se aislan en el hombre,
por ejemplo: Shigella, Salmonella, Yersinia pestis,
Mientras que otros son miembros de la flora normal que
producen infecciones oportunistas, por ejemplo: Esche-
richia coli, Klebsiella pneumeoniae, Proteus mirabilis.,

Las enterobacterias son causantes de un gran ni-
mero de enfermedades infecciosas en ¢l humano, entre
las mds comunes se encuentran los sindromes diarreicos
y disentéricos, causados por cepas de Escherichia coli,
Salmonella y Shigella. La fiebre tifoidea, causada por
especies de Salmonella. Se tienen casos de neumonia
causados por Klebsiella pnewmoniae. Especies de Pro-
teus, E. coli y varios miembros del grupo Klebsiella-
Enmterobacter se aislan de heridas trauméticas, contami-
nadas con tierra o material vegetal o de incisiones
abdominales después de una cirugia. El shock endoté-
xico es una manifestacién potencialmente letal de la
infeccion por enterobacterias,

Pasos para una identificacion presuntiva

Los pasos a seguir para determinar si una bacteria
aislada a partir de muestras de alguna fuente de conta-
minacidn, puede pertenecer a la familia Enterobacteri-
acede, son los siguientes.

En primer lugar se obtiene una preparacion tefiida
con Gram, que puede revelar bacilos v cocobacilos
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gramnegativos, cuyo tamafio varia de 0.5 a 2 pm de an-
cho y de 2 a 4 pm de largo. Sin embargo, la diferen-
ciacidn de especies no puede hacerse sobre la tnica base
de la morfologia con la tincidn de Gram.

El segundo paso es observar las caracteristicas
morfolégicas de la colonia cuando crece en un medio
silido, Tipicamente, los miembros de Enterobacteriaceas
producen colonias mucoides o secas relativamente gran-
des, dependiendo del medio de crecimiento ¢s el color
de las colonias. Por ejemplo, colonias color gris opaco
en agar sangre sugiere cepas de Klebsiella pneumaoniae;
colonias rojas en agar MacConkey o que tienen brillo ver-
de metilico sobre agar eosina azul de metileno (EMB),
indican que la bacteria es capaz de formar dcido a partir
de la lactosa presente en ¢l medio. Sinembargo, la dife-
renciacion de Enterobacteriaceae s¢ basa en la presen-
cia o ausencia de diferentes enzimas codificadas por el
material genético del cromosoma bacleriano.

El tercer y definitivo paso para una identificacién de
los miembros de Enterobacteriaceas requiere un con-
junto de pruebas bioguimicas. Estas pruebas caracterizan
las enzimas que dirigen ¢l metabolismo de las bacterias
a lo largo de uno o mis caminos que pueden ser detec-
tados por medios especiales. Los sustratos sobre los
cuales pueden reaccionar estas enzimas estin incor-
porados al medio de cultivo, junto con un indicador que
puede detectar la utilizacidn del sustrato o la presencia
de productos metabdlicos especificos. Mediante la selec-
cidn de una seric de medios que midan las diferentes
caracteristicas metabdlicas de los microorganismos, se
puede determinar un perfil bioquimico para hacer una
clasificacion de especies.

En el caso de las Enterobacteriaceae, con unas pocas
excepciones, todos los miembros demuestran las
siguientes caracteristicas:

» Fermentadores de glucosa.

* Cilocromo oxidasa negativa.

* Reduccidn de nitrato a nitrito,

Medios de aislamiento

En general existen tres tipos de medios para el aisla-
miento de bacterias: los medios no selectivos, los selec-
tivos y los de enriquecimiento. Los primeros permiten
el crecimiento de cualguier microorganismo y se
utilizan generalmente para un aislamiento primario. Los
segundos como su nombre lo indica sirven para el
crecimiento selectivo de uno o varios tipos de bacterias.

Los de enriquecimiento contienen suplementos que
permiten aumentar el nimero de un tipo de bacterias
¢ inhibir el crecimiento de otras.

Para recuperar las bacterias de interés a partir de
una muestra que puede contener una mezcla de micro-
organismos, deben utilizarse medios de cultivo selec-
tivos, Se debe conocer la composicion de cada formula,
la concentracion relativa y ¢l propdsito de cada com-
puesto que se incluye. Por ejemplo, el agar S5 contiene
alrededor de cinco veces la concentracion de sales
biliares del agar MacConkey por lo que es mis inhi-
bitorio para E. coli y mds selectivo para la recuperacion
de especies de Salmonella.

Se dispone de tres tipos generales de medios para la
recuperacion de Enterobacteriaceae a partir de muestras
que potencialmente alojan mezelas de bacterias: 1) medio
no selectivo para aislamiento primario {por ejemplo, agar
sangre); 2) agar selectivo y diferencial (por ejemplo, agar
MacConkey v agar Salmonella-Shigella) v ) caldos de
enriguecimiento {por ejemplo: caldo selenito).

Medios de aislamiento selectivos
para Enierobacteriaceae

Existen dos medios principales para el asilamiento
selectivo de Enterobacteriaceae: el agar MacConkey
y el agar eosina azul de metileno (EMB). Los agares
MacConkey y EMB son solamente moderadamente
inhibitorios vy fueron disefiados en un principio para
evilar el crecimiento de bacterias grampositivas. Muchas
especies de bacterias gramnegativas exigentes también
gon inhibidas, sin embargo, todas las Enterobacie-
riaceae crecen bien. La decision de usar agar Mac-
Conkey o EMB es ante todo una cuestién personal,
dado que las especies bacterianas que utilizan lactosa
pueden ser diferenciadas por ambos medios. A
continuacidn se describen estos medios.

Agar MacConkey: ¢s un medio diferencial para la
seleccion y recuperacion de Enrerobacteriaceae 'y
bacilos gramnegativos entéricos relacionados, Contiene
sales biliares y cristal violeta que inhiben el crecimiento
de bacterias grampositivas v de algunas gramnegativas
exigentes. Contiene lactosa como dnica fuente de
carbono. Las bacterias fermentadoras de lactosa
producen colonias que tienen distintos tonos de color
rojo, debido al cambio por la produccidn de dcidos
mixtos del colorante indicador rojo neutro (color ro-
jo a un pH menor de 6.8). Las colonias de bacterias
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no fermentadoras de lactosa aparecen sin color y
transparentes.

En ¢l cuadro |, se explica de manera mas especilica
¢l color que adquicren las colonias de las diferentes
enterobacterias. El cuadro se coloca en la sesién dos para
que el alumno lo tenga presente en el momento de hacer
sus observaciones,

Agar EMB: es un medio diferencial para el aisla-
miento y deteccidn de Enterobacteriaceae o de bacilos
coliformes. Contiene colorantes anilinicos (eosina y
arul de metileno), que inhiben a las bacterias grampo-
sitivas y a las gramnegativas exigentes. Estos colorantes
se combinan para formar un precipitado a pH dcido y
de ese modo sirven ademis como mdicadores de la
produccidon de dcido. El medio puede contener sélo
lactosa como fuente de carbono y da reacciones mis
en paralelo al agar MacConkey, pero también puede
estar adicionado con sacarosa y detectar fermentadores
de sacarosa. Las colonias de bacterias luertemente
fermentadoras de lactosa como E. coli, se ven de un
color negro verdoso con brillo metilico. Las fermen-
tadoras débiles como Klebsiella, Enterobacter, Serra-
tia ¥ Hafnia, producen colonias parpura, Las no
fermentadoras que incluyen Proveus, Salmonella y Shi-
gella, producen colonias transparenies.

Medios de aislamiento altamente selectivos
para Enterobacteriaceae

Los medios se hacen altamente selectivos al agregar
sustancias inhibidoras en concentraciones mds altas que
en agar MacConkey o EMB. Estos medios son utilizados
primariamente para inhibir el crecimiento de K coli
y otros coniformes, pero permiten el crecimiento de es-
pecies de Salmonella y Shigella. Los mids cominmente
utilizados son el agar Salmonella-Shigella (55), ¢l agar
silosa-lisina-desoxicolato (XLD) vy el agar Hektocn
entérico (HE). La decision respecto de cuidl de estos
medios utilizar para el aislamiento de patdgenos enté-
ricos depende de la preferencial personal v de las
especies que van a ser seleccionadas. A continuacion se
deseriben estos medios,

Agar 55: ¢s un medio altamente selectivo formulado
para inhibir el crecimiento de la mayoria de las bacterias
coliformes y permitir ¢l desarrollo de especies de Sal-
maonella y Shigella. Contiene altas concentraciones de
sales biliares v citrato de sodio que inhiben a todas las
bacterias grampositivas y muchas gramnegativas melu-

yendo las colilormes. La lactosa es la dnica fuente de
carbono y el rojo neutro es el indicador para la detec-
cidn de dcido. Presenta tiosulfato de sodio como fuente
de azufre, cualquier bacteria que produce H.S se detecta
por un precipitade negro formado con citrato férmico.
Las colonias fermentadoras de lactosa aparece de color
rojo, como cepas poco frecuentes de Safmonella
arizone. Las colonias de Salmonella aparecen sin color
con centro negro, debido a la produccion de H,S. Las
especies de Shigella muestran colonias sin color y sin
ennegrecimiento,

Agar HE: incrementa el rendimiento de especies de
Salmonella y Shigella a partir de flora normal numerosa.
Contiene alta concentracion de sales biliares gue inhiben
el crecimiento de todas las bacterias grampositivas
y retarda el de muchas cepas coliformes. Las bacterias
producen dcidos a partir de lactosa y sacarosa, y la
fucsina dcida al reaccionar con azul de timol, produce
un color amarillo a pH bajo. Contiene tiosulfato de sodio
como fuente de azufre y la producciin de HL5 se detecta
mediante citrato férrico de amonio. Las bacterias
fermentadoras rapidas de lactosa, como £, coli, son -
inhibidas moderadamente y producen colonias naranja
brillantes a rosado salmén. Las colonias de Salmonella
son azul-verdosas con centros negros de H.S. Shigella
aparece mis verde que Salmonella y las colonias
palidecen hacia la periferia. Las cepas de Proleus son
inhibidas en cierta forma vy las colonias que desarrollan
son pequefias y transparentes,

Agar XLI): es menos inhibidor de bacilos coli-
formes que ¢l agar HE y fue disefiado para detectar
Shigella en heces después del enriquecimiento en caldo
para gramnegativos. Contiene sales biliares en concen-
tracidn relativamente baja que hace que ¢l medio sea
menos selective que el 55 y el HE. Contiene tres
carbohidratos para la produccion de dcidos y el indi-
cador de pH es el rojo fenol. Las bacterias lisina
positiva, como especies de Salmonella, producen
colonias inicialmente amarillas por la utilizacion de
xilosa y colonias rojas retardadas por la descar-
boxilacidon de la lisina. La deteccion de H,S es similar
al del agar HE. E. coli, especies de Kilebsiella-
Enterobacter y de Proteus producen colonias
amarillas. La mayoria de las especies de Salmonella
producen colonias rojas con centros negros, Shigella,
Providencia y muchas especies de Proteus no utilizan
ningin carbohidrato y producen colonias transpa-
rentes, Las colonias de Citrebacter son amarillas con
centro negro.
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Medios de enrigquecimiento
para Enterobacteriaceas

Estos medios se utilizan para favorecer el crecimiento
de ciertas especies baclenanas al mismo lempo que
inhibe ¢l desarrollo de microorganismos no descados,
Los caldos de enriquecimicnto se emplean principal-
mente para la recuperacion de especies de Salmonella
y Shigella de muestras donde el nimero de bacterias se
encueniran en un nimero relativamente bajo, Eslos
medios funcionan bajo el principio de que E. coli ¥y
olras baclerias gramnegativas s¢ mantienen €n una
fase de retardo prolongado por los inhibidores quimicos
presentes en el caldo. Las especies Salmonella y Shigella
se inhiben mucho menos, entran en una fase exponencial
de crecimiento y son recuperadas mucho mas ripido de
las muestras. Sin embargo, después de varias horas,
el medio de enriquecimiento deja de seprimir ¢l creci-
miento de  E. coli y olros microorganismos entéricos,
los cuales en iltima instancia sobrecrecen en ¢l cultivo,
Por lo tanto, para la recuperaciin de especies de Salmonella
y Shigella, se recomienda que el caldo de enrgue-
cimiento se subcultive antes de las 8 horas.

Los des medios de enriquecimiento mis comunes
son el caldo selenito y el caldo gramnegativo (GN).

Caldo Selenito: se recomienda para el aislamiento
de salmonelas de muestras que tienen altas concen-
traciones de bacterias mixtas como heces, orina o aguas
cloacales, que tienen altas concentraciones de bacterias
mixtas. El selenito de sodio inhibe E. coli v olros
bacilos coliformes, incluyendo muchas cepas de Shi-
gella. El medio funciona mejor en condiciones anae-
robias. Se recomienda el subcultivo dentro de las 8-12
horas a agar 55.

Caldo GN: sirve para la recuperacion de especies
de Salmonella y Shigella cuando estin en bajo nimero
en las muestras fecales. Contiene baja concentracion de
desoxicolato por lo que es menos inhibidor para £, coli
y otros coliformes. La mayoria de las cepas de Shigella
crecen bien. El desoxicolato y el citrato que contiene ¢l
caldo, son inhibidores de bacterias grampositivas. Con-
tiene una concentracidn elevada de manitol, por lo que
inhibe el crecimiento de Profens y a su vez apoya el
crecimiento de Salmonella y Shigelia. ya que ambas son
capaces de fermentar manitol. El caldo puede volverse
turbio dentro de las 4-6 horas después de la inoculacion,
se recomienda el subcultive en agar HE o XLD dentro
de este lapso.

Pruebas biogquimicas para la identificacién
de Enterobacteriaceae

A pesar de que los medios de aislamiento primarios se
basan en reacciones bioguimicas que realizan las bac-
terias en el medio, se requiere de otros métodos para la
identificacion de la especie. Estos métodos son las
prucbas bioguimicas, que se basan en la determinacion
de las caracteristicas fenotipicas adicionales que
reflejan el genotipo y por lo tanto, la identidad tnica
de los microorganismos gue se analizan. Existen una
gran cantidad de pruebas y numerosos esquemas
disponibles para la identificacion final de especies de
Enterobacteriaceac.

Las prucbas que generalmente se utilizan para
identificar las caracteristicas metabalicas de las entero-
bacterias son:

» Utilizacion de carbohidratos: se determina el tipo
de azicares que pueden fermentar las bacterias, nor-
malmente s¢ utiliza el agar hierro triple azicar (TSI)
o medio Kliger.

* Producciin de catalasa: se detecta si la bacteria
presenta la enzima catalasa, se requiere de H,O,.

» Produccidén de indol: sirve para comprobar la
presencia de la enzima triptofanasa, se utiliza ¢l reactivo
de Kovace o el de Ehrlich.

= Rojo de metilo: identifica las especies bactenianas
gue producen dcidos fuertes a partir de glucosa, se requiere
del medio Voges-Proskaver/Rojo de metilo (VP-RM)

* Prueha de Voges-Proskauer: mide la conversion
de acetil-metil-carbonil o acetoina en diacetilo, se
necesita ¢l medio VF.

= Utilizacion de citrato: detecta la capacidad de un
microorganismo para utilizar citrato de sodio como tnica
fuente de carbono, se requiere ¢l medio citrato de
Simmons,

* Produccion de ureasa: determina si la bacteria pro-
duce la enzima ureasa, se utiliza el caldo urea.

+ Produccion de dcido sulfhidrico: se identifica
si la bacteria es capaz de liberar azufre en forma de
H.S a partir de aminedcidos que contienen azufre u
otro compuesto que contenga azufre. esto se puede
obscrvar en ¢l medio SIM o TSI

* Movilidad: se determina si la bacteria presenta
Ragelos, se puede utilizar ¢l medio SIM o MIO.

= Actividad de o-nitrofenil-B-D-galactopirandsido:
con esta prucba se detecta la presencia de la enzima
B-galactosidasa, se conoce como prucha ONPCG.

= Descarboxilacion de lisina, ornitina y arginina:
s¢ utiliza para determinar i las bacterias contienen
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enzimas para descarboxilar aminodcidos especificos, esto
se observa con ¢l caldo descarboxilasa de Moeller.

* Produccién de fenilalanina desaminasa: se de-
tecta la presencia de la enzima responsable de la desa-
minacion oxidativa de la femilalanina, se utiliza el agar
urea de Christensen.

* Reduccion de nitratos: se comprueba si la bac-
teria puede reducir los nitratos en nitritos, se requiere
el caldo nitrato o agar nitrato.

Los fundamentos, procedimientos, asi como la inter-
pretacion de las pruebas que se utilizarin en esta prictica
experimental se describirin mids adelante en las sesiones
tres y cuatro. Para que el alumno los tenga presentes en
el momento de llevar a cabo los experimentos y realizar
las observaciones pertinentes.

Seleccion de medios para un aislamiento
positivo de Enterobacteriaceae

A continuacion se da una guia para la seleccién de

medios que pueden ser adecuados para el aislamiento

de Enterobacteriaceas a partir de muestras clinicas o de
otra fuente de contaminacion:

|. Sembrar la muestra en agar MacConkey o EMB
para un aislamento primano de todas las especies
de bacilos entéricos gramnegativos.

2. En caso gue se requiera un asilamiento selective
de especies de Salmonelia o Shigella, sembrar en
placas de agar XLD o HE.

3. Para el paso anterior, si se sospecha que la muesira
tene una baja concentracion de Salmonella v Shi-
gella, enriquecer una porcion de la muestra inocu-
lando en caldo selenito o GN. Si se utiliza caldo
selenito, subcultivar en agar HE dentro de las 8a 12
horas. 5i se utiliza caldo GN, subcultivar dentro de
las 4 horas.

4. Seleccionar colonias sospechosas para la identi-
ficacion bioguimica o para pruebas seroldgicas.
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REGLAMENTO DEL LABORATORIO

. Presentarse puntualmente en el horario y laboratorio
indicado por la Coordinacion de Laboratorio.

. Leer la prictica antes de comenzar cada sesidn,

. Es obligatorio presentarse con bata de algoddn de
manga larga, cubrebocas y guantes de hule litex, cre-
dencial actualizada, el material y equipo solicitado en
cada sesion.

. Recogerse el cabello antes de entrar al laboratorio,
3. Mantener cerrada la puerta del laboratorio.

. Dejar dnicamente lo que se va a utilizar sobre la mesa
de trabajo.

. Limpiar y desinfectar las superficie de la mesa de tra-
bajo antes de iniciar y al terminar cada sesion. Por lo
que se debera traer en todas las sesiones: Solucidn
desinfectante (hipoclorite de sodio al 10% o benzal
diluido 1:10}, toallas de papel secante (sanitas), una
franela, detergente, un recipiente para preparar jabo-
nadura y una esponja.

. Presentarse a solicitar el material requerido en los
interlaboratorios con la credencial actualizada,

- El material entregado deberd ser revisado por los
alumnos asegurdndose que se encuentre en buenas
condiciones y se devolverd en las mismas condiciones.

10. En caso de deterioro de dicho material, deberd ser
restituido a la brevedad posible por pane de los
alumnos de dicho grupo.

1. Informar al profesor de manera inmediata cualquier
accidente de trabajo.

I2. Esta prohibido fumar ¢ ingerir alimentos dentro
del laboratorio,

13. Todo el material que se va a incubar debe quedar
etiquetado con los siguientes datos: 1) Grupeo; 2) Equipo;
J)Fecha y 4) Tipo de Material. Por lo que deberds traer
masking-rape y plumon de tinta indeleble de punta
delgada. Al finalizar la prictica, colocar el material en
los recipientes para desecho de material biolégico o
estenilizacion, de acuerdo con las instrucciones del pro-
fesor, El material que se deseche debe quedar libre de
eliquetas o marcas.

14. Colocar las pipetas usadas sin la trampa de algodén
y con la punta hacia abajo en recipientes de hipo-
clorito de sodio comercial diluido 1:10.

15, Depositar dentro de la bolsa de pldstico especificada
para desecho de productos bioldgicos de color ROJO,
¢l material de desecho de acuerdo con las instruc-
ciones del profesor.

Es necesario apegarse al desarrollo especificado en cada
una de las sesiones.,
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PRIMERA SESION

PREPARACION DE LAS
MUESTRAS Y CULTIVO
EN UN MEDIO SELECTIVO

Contenido

I. Preparacion de la zona estéril para trabajo micro-
bioldgico.
II. Cultivo de la muestra de agua en el medio Mac-
Conkey.
I1. Manejo de material contaminadao,

Material y medios por equipo

Solicitar en el interlaboratorio de cristaleria y reactivos
A) 4 Cajas de agar MacConkey
B} | Tubo estéril con tapon de rosca o de algoddn de
[ 150 mm
C) 1 Pipeta estéril de 10 mL
D) 2 Pipetas estériles de 1 mL
E) | Propipeta o pipeteador manual
Fi | Mechero
G | Gradilla
H) | Pipeta Pasteur
Iy 250 mL de solucidn salina isotdnica (5510, estéril.

Solicitar en el interlaboratorio de equipo
I Microscopio por equipo de trabajo

Cada equipo debe traer en esta sesion

A) Muestra de agua para el aislamiento de bacterias.
En un frasco de vidrio incoloro de boca ancha y con
tapdn de rosea, colectar un volumen aproximado
de 50 mL de agua de cualgquiera de las siguientes
fuentes: desagiie, riego de hortalizas, remojo de
verduras, lavado de algin puesto de tacos, jugos,
mariscos o tortas. El maximo tiempo transcurrido
después de colectar el agua, es de 6 horas y debe
guardarse a 4° C.

B) 2 Asas bacterioldgicas

) 5 Hisopos estériles

D} 6 Portaobjetos

E) 6 Cubreobjetos

F) Cubrebocas

G) Cerllos o encendedor

H) Material para preparar la zona estéril para trabajo
microbioldgico y para etiquetar las muestras.

Solucion desinfectante preparada:

Traer cualguiera de las siguientes soluciones, perfec-
lamente etiquetadas:
A) Hipoclorito de sodio al 10%:; mezclar 100 ml.
de hipoclorito de sodio (cloro comercial ), con 900
mL de agua, envasar en frasco de plistico de boca
angosta muy bien cerrado con una tapa de rosca
perfectamente etiquetado,

B) Solucidn de benzal diluida 1:10 con agua y enva-
sada en un frasco dmbar con tapdn de rosca,
perfectamente etiquetado,

I. Preparacidn de la zona estéril
para el trabajo microbioldgico

Una de las partes mas importantes del trabajo micro-
bioldgico es realizar todos los procedimientos en una
zona de trabajo estéril, va que de ésta manera se asegura
que los microorganismos detectados provengan de las
muestras estudiadas y no se trate de contaminacion peo-
cedente del medo ambiente o de la propia persona que realiza
el ensayo. Por lo que es necesario levar a cabo una adecunda
preparacion de la zona de trabajo.

En general, ¢l control de los microonganismos se puede
[levar a cabo limitando el crecimientoe microbiano, proceso
de inhibicidn, o bien destruyendo los microorganismos
por esterilizacion, que ¢s la mueere o eliminacion de todos
los organismos viables de un medio. Los agentes que
destruyen o matan a las bacterias son bactericidas, los que
inhiben el crecimiento bacteriano son bacteriostaticos.

Para realizar este control se utilizan métodos de
esterilizacién o desinfeccién. Los métodos de esteri-
lizacidn pueden ser fisicos o quimicos v deben garantizar
la destruccion total de todos los microorganismos
presentes en la sustancia o material esterilizado. La desin-
feceidn se realiza con agentes desinfectantes o anti-
séplicos. Los desinfectantes son productos quimicos que
matan a los microorganismos y s¢ utilizan sobre objetos
inanimados, En cambio los antiséplicos son sustancias
guimicas que matan o inhiben el crecimiento de los
microorganismaos y no son lo suficientemente toxicos para
ser aplicados a los tejidos vivos.
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El calores el método méds utilizado para laesterilizacion
y se puede emplear el calor seco o el calor hiimedo, Parael
primero se utilizan hornos y en el segundo antoclaves. Para
estenlizar por calor seco s¢ regquiere una lemperatura de
1707 por una hora, si la temperatura es menor el tiempo
aumenta. La estenlizacion por calor hitmedo en autochve
es el método mds utilizado en los laboratorios de micro-
biologia. La esterilizacion se produce cuando el vapor de
agua a presion que se genera, desnaturaliza las proteinas
destruyendo los microorgamismos, La estenlizacion en au-
toclave requiere una temperatura de 121°C a 15 hibras de
presion por puig_.;ulu"'. durante 20 mnulos,

Procedimiento

Lava con agua vy jabdn la superficie de 1o mesa de
laboratorie, déjala secar y desinféctala con la solucion
de hipoclorito de sodio al 10% que preparaste o con el
benzal diluidoe 1:10. Coloca el mechere sobre la mesa
v enciéndelo, dejar que seque la mesa.

Yara CUALQUIER MANIPULACION microbio-
Gaica de material y reactivos estériles, medios de cultivo
v pruehas hoguinmeas, debes trabajar dentro de o zona
estéril que abarca una drea aproximada de 20 cm de
didmetro alrededor de la flama del mechero. Esta zona
la puedes delimitar facilmente si acercas tu mano al
mechero vy la vas retirando lentamente, cuando dejes de
sentir ¢l calor estards fuera de lo zona esiénl, Utihiza
cubrebocas y EVITA ABRIR la pueria del laboratorio
cuando estés trabajando en esta dren para no contaminarda
con microorganismos del ambiente.

Cuando trabajes con el mechero es recomendable
hacerlo sin guantes, ya que estin hechos de on mate-
rial Ficilmente inflamable y puedes sufrir quemaduras.,

Es imponante que LEAS CON CUIDADO las -
guientes notas antes de proceder a cultivar las bacterias
presentes en el agua:

I NUNCA pipetees con pipetas gue no lengan apon de
algodion, inclusive para medir el agua v la solucidn
salima esiéril.

2. Utiliza la propipeta o pipetador manual para hacer
tus mediciones,

2. Debes pasar por la flama del mechero la boca v la
tapa de los tubos al abrirlos v cerrarlos,

3. Manipula todo el material estéril dentro del drea
de 20 ¢m de didimetro alrededor de 1o Rama del
mechero.

4. Debes desenvolver las pipetas estériles por el extremo
de la boguilla o por ¢l centro, dentro del drea de 20
e de didimetro alrededor de la Mama del mechero,

11, Cuftive de la muestra de agna
en el medio MacConkey

Cuando se trabaja con muestras con alto contenido de
bacterias ¢s recomendable realizar diluciones. Esto nos
permite trabajar con un nimero apropiado de células
para realizar cuentas viables, asi como un aislamiento
adecuado de colonias. Un nimero elevado de bacterias
impide que se Heve a cabo un conteo y aislamicnto con-
veniente de colonias, yva que el nimero ¢s tan grande
que no se pueden contar o aislar, De igual forma, en una
diluciion muy grande el nmdimero de bacterias ¢s tan bajo
que inclusive va no se pueden detectar colonias.

En este caso salo se realvzard uona dilucidn 110, es decir
se vaa diluir la muestra 10 veces.

A. Preparacion de una dilucién 1:10 del agua

I. Etiqueta el tubo de 16 x 150mm estéril con tapdn de
algodon,

2. Agita vigorosamente por inversicn ¢l fasco con I muesin,

A, Con una pipeta de 10 mL estéril adiciona al wibo 9 ml
de SSI estéril. (IMANEJA LA SOLUCION EN
CONDICIONES DE ESTERILIDAD YA QUE LA
UTILIZARAS MAS ADELANTE).

4. Con una pipetade | mL esténl mide 1 mL de tu muestea
¥ vicriela en el b, para obtener la dilucion 1:110.

5. Cierra el wbo y agitalo unas 5 veces procurando gque
el tapan no e moje.

B. Siembra del agua y sus diluciones
en ¢l medio MacConkey

Antes de sembrar la muestra de agua original v tu
dilucion en el agar MacConkey por estria cruzada,
es importante que leas estas notas:

1. Utiliza un sopo esténl o en su defecto el asa bacterio-
lmica esterthzada para cado una de las siembras,

2. Utiliza dos cajas de agar MacConkey para cada
muestra. Una para la muestra sin diluir v otra
para la dilocidgn 1:10.

3. Antes de realizar la siembra etiqueta perlfectamente la
caga de Petri con un marcador de tinta indeleble en
li parte de abajo de lncaja (NUNCA EN LA TAPA).



Coloca los siguientes datos: Grupo, equipo. nimero
de muestra, s iniciales y la fecha,

Procedimiento

I. Humedece solamente la punta de algoddn de un hisopo
estéril con la muestra y descarga su contenido en
forma circular cerca de un borde de una caja de agar
MacConkey estéril. Ver Figura la.

2. Esteriliza el asa bacterioldgica calentindola al rojo
vivo en la flama del mechero, para enfriar, sumerge
dicha asa en el borde del agar durante unos segundos
y una vz fria procede a estriar el indculo en el primer
cuadrante de la caja Petri. Ver Figura 1b.

3. Esteriliza nuevamente ¢l asa como se indict en el pirrafo
anterior, deja enfriar y estria ¢l segundo cuadrante de la
caja empezando en uno de los extremos de |a esiria del
primer cuadrante. Ver Figura le.

4, Flamea el asa otma vez, deja enfriar y estria el tercer
cuadrante, comenzando en el extremo de la estria del
segundo cuadrante, donde no haya cruce con el estriado
inicial. Ver Figura 1d.
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5. Flamea el asa de nuevo, deja enfriar y estria ¢l altimo
cuadrante, comenzando en el extremo de la estria del
tercer cuadrante donde no haya cruce con el segundo
estriado. VYer Figura le.

6. Por dltimo, forma una estria abierta en el centro de la
caja y despuds esteriliza el asa. Ver Figura If.

7. Coloca la tapa y fijala a la base de la caja con dos pedacitos
de masking-fape colocados en los extremos opuestos.
MO DEBES SELLAR LA PERIFERIA DELAS CAJAS.

8. RECUERDA QUE TUS MUESTRAS VAN SEM.-
BRADAS POR DUPLICADO.

9. Revisa que pusiste la etiqueta a las cajas seialando el
grupo, turno, No. de equipo y fecha.

10. Guarda las cajas de agar MacConkey con la tapa
hacia abajo en la estufa y déjalas incubar a 37" C
durante 24 horas.

I Manejo de material contaminado

Después de concluir la sesidn es necesario que cumplas
con las siguicntes indicaciones:

Figura L. Siembra por estria cruzada
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|. Vierte solucidn de hipoclorito de sodio al 10% o benezal
en ¢l frasco que contiene la muestra de agua que
colectaste y en los tubos que usaste para preparar las
soluciones. Deja reposar minimo 20 minutos y vacia el
contenido de estos recipientes en la tarja. Lava este mate-
rial con agua y jabdn. NO DEBES DEJAR MATERIAL
CONTAMINADO EN EL LABORATORIO.

2. Enjuaga las pipetas que usaste con la solucidn de
hipoclorito de sodio o benzal antes de lavarlas.

3. Envuelve los hisopos y todo el material desechable
contaminado, con papel de estraza y sella el paquete
con masking-tape, una vez hecho esto, coloca el
malerial en una bolsa roja de desecho biolGgico para
que sea esterilizado en el incinerador.

4. Antes de abandonar el laboratorio, debes de limpiar
la mesa de trabajo con agua y jabdn y desinfectarla
con la solucion de hipoclorito de sodio o benzal.

3. Una vez que utilices la solucidn de hipoclorito de sodio
al 10% debes cerrar el frasco muy bien, ya que
paulatinamente pierde su actividad desinfectante
debido a la inestabilidad del cloro en solucidn acuosa.
No es recomendable usarla dos semanas después de
su preparacion. Su ventaja reside en que su costo es
mis bajo en relacidn con ¢l benzal,

SEGUNDA SESION

AISLAMIENTO Y OBSERVACION
DE LAS CARACTERISTICAS
MACROSCOPICAS

¥ MICROSCOPICAS

DE IAS ENTEROBACTERIAS

Contenido

I. Seleccion de colonias desarrolladas en el agar
MacConkey.
[1. Resiembra de las colonias desarmolladas en ¢l agar
MacConkey para oblener cultivo puro de bacterias.
. Observacion microscdpica de los cultivos selec-
cionados.

Material, medios, colorantes
¥ microscopios por equipo

Solicitar en el interlaboratorio de cristaleria y reactivos

A) 2 Cajas de agar MacConkey.

B) 1 Mechero.

C) 1 Matraz con solucidn salina isoténica estéril.

) 2 Juegos para tincidn de Gram: cristal violeta,
lugol, alcohol-acetona, safranina. (POR GRUPO).

E) 1 Puente para tincidn.

F} | Frasco gotero con aceite de inmersidn,

G) | Pipeta Pasteur estéril (para la solucion salina
1solonica),

Cada equipo deberd traer en esta sesidn

A) | Asa bacteriolégica

B) Toallas de papel secante (sanitas)

) 1 Bulbo de hule para pipeta Pasteur

D) 10 Portaohjetos

E} 10 Cubreobjetos

F) Cerillos o encendedor

G) Material para preparar zona estéril para trabajo
microbioldgico y para etiquetar las muestras,

I. Seleccidn de las colonias desarrolladas
en agar MacConkey

Las colonias de cada especie bacteriana son diferentes
y s¢ pueden diferenciar segiin su morfologia colonial,
ya sea en tamano, color, consistencia, etc. Para estudiar



las caracteristicas quimicas, bioguimicas y fisiologicas
de una bacteria, se necesita que las pruchas se realicen
a partir de un cultive puro, Un cultive puro se obticne
al resembrar una colomia aislada. Cada colonia se
origina a partir de una sola bacteria, unidades Torma-
doras de colonias (UFC), de tal manera que al dividirse
todas las bactenias de la coloma serin de un solo tipo.
Par tal motivo se deben seleccionar ¥ rescmbrr colo-
nias aisladas,

A continuacion se mencionan algunas de las caracte-

risticas de una colonia bacteriana

FORMA. Puntiforme, circular, irregular, miceloide, fila-
mentosi, rizoide.

TAMANO. Estimar el diimetroen mm i Grande, mediana,
pegquena, puntiforme).

SUPERFICIE. Lisa, rugosa, cercbriforme, en anillos
COHICEMIMICOs,

ELEVACION, Plana, alia, convexa, pulvinada, umbonada,
umblicada.

BOEDE. Comtimuae, ondulsdao, lobalado, erosionado, neado,
Nlamentoso,

ESTRUCTURA INTERNA. Amaorla & granulosa,

COLOR, Segin el medio utilizado, blanco, amanllo, negro,
maran i u otro,
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OPACIDAD, Transparente, opaca.
CONSISTENCIA. Dura, membranosa, gelatinoss, muscosa,
buatirosan,

Realiza la observacion macroscopica de la morfologia
de las colonias seleccionadas del agar MacConkey
¥ anota tus observaciones en la Tabla 1 de Resultados
(piagina 20).

Mrocedimicnio:

Abre s cagas de agar MacConkey donde sembraste el agua
y st dilucion y selecciona 6 colonias AISLADAS gue
presenten las siguientes caracteristicas (dos de cada tipo):
a) Colonias rojas, b) colonias levemente rosadas v o
colonias blancas. Ver Lamina 1A, 1B y 1C ( pdgina 27).

Ver el Cuadro 1, para conocer el significado del color
de la colonia reportada. Asi como, ¢l posible tipo de
enterobacteria con ¢l que estas trabajando.

Si no encuentras de los tres tipos de colonias,
resiembra anicamente las que encuentres.

Figura 2. Resicmbra de las colonias scleccionadas.
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Cuadro 1. Caracteristicas de la coloracion de las colonias de Enterobacteriaceae
en agar MacConkey

Color de las eolonias
en agar MacConkey

Enterobacterias

Tipos de fermentacion

e o lnetosn

Fermentadores Escherichiea Colonias rojas rodeadas
intensos die lactosa Enterobacter por un halo de bilis precipitada
Klehsiella

Colonias levemente rosadas,
MNormalmente incoloras después

Fermentadores lenios Ciirerbrcter

o diébiles de lactosa Providencia

Serratica de 24 horas o levemente rosadas

Hafnia entre las 24 y 48 horas de incubacidn
Mo fermentadores Proiteus Colonias incoloras o transparentes
Mota: ciertas especies atipicas Salmonella A excepeion de ciertas especies
pucden fermentar lactosa, Shigella

Edwarsiella

Es importante que las colonias se encuentren totalmente
aisladas para favorecer la obtencion de un cultivo puro, en
caso de que ésias alliimas se encuentren muy Cercanis unas
de otras, es preferible colectarlas con el asa bacteriolGgica
recta estéril y fria, para disminuir el riesgo de contaminar
la colonia seleccionada con la vecina. Resiembra las 6
colonias que elegiste en la observacion macroscopica de
acuerdo al siguiente método.

Il. Resiembra de las colonias desarrolladas
en el agar MacConkey

. Divide cada caja para resiembra de agar MacConkey
en 3 secciones (marca la base de la caja por fuera
con un plumdan). Rotula cada seccitn con el nimero
de la colonia comrespondiente. Ver Figura 2a.

Dentro de la zona estéril para trabajo microbioldgico:

2. Calienta el asa al rojo vivo en la flama del mechero y
para enfriarla sumérgela en el medio de cultivo
cercano al borde de la caja de Petri. Con el asa estéril
y fria colecta la COLONIA AISLADA desarrollada
en la caja de agar MacConkey del cultivo primario y
depositala en la seccion que le corresponde cerca del

borde de la caja de agar MacConkey, en donde se
llevard a cabo la resiembra. Ver Figura 2b.

3. Una vez depositada la colonia en el medio de cultivo,
inicia el arrastre del indculo con el asa esiéril v fria
aplicando una estria muy cerrada y conforme vayas
finalizando el arrastre de las bacterias, abre paulatina-
mente la estria hasta que al finalizar esté totalmente
abierta. Ver Figura 2c.

4. Concluido lo anterior cubre y fija la tapa de la caja
con dos tiras de saskig-rape colocados en extremos
opuestos ¢ incuba la caja con la tapa hacia abajo
a 37° C durante 24 horas.

I Observacidn microscapica
de los cultivos seleccionados

Un procedimiento atil para el examen de moestras es el
estudio microscopico de frotis preparados a partir de ellas,
las cuales deben ser tefiidas por el mélodo adecuado, de-
pendiendo del tipo de microorganismos o parte del mismo
que se desee observar. Porejemplo: tincion simple, diferencial
(tincidn de Gram), tincidn negativa, tincidn para cipsulas,
(ncion para esporas, entre olras. El método mas utilizado es
la tincidn de Gram y s la que se realizari a continuacion.
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Tincidon de Gram

La coloracidn de Gram, descubierta por Hans Christian
Gram, es una tincidn diferencial utilizada para el exa-
men microscopico de bacterias. Esta técnica se basa en
las diferencias estructurales de la pared celular de las
bacterias. En base a esta tincidn se divide a la mayoria
de las bacterias en dos grupos, bacterias gramposilivas
y bacterias gramnegativas. El procedimiento involucra
al cristal violeta (violeta de genciana) que actia como
un colorante primario, el cual penetra a la eélula ti-
fiendo todo el citoplasma bacteriano. Posteriormente
se adiciona yodo que sirve como mordiente para formar
un complejo yodo-eristal violeta, estos complejos son
retenidos por la pared de las células grampositivas, ain
después del tratamiento con el decolorante orgédnico (al-
cohol-acetona), debido a la gruesa capa de peptido-
glucano y dcidos teicoicos de que estd constituida la
pared celular. Las bacterias gramnegativas pierden
la coloracién primaria debido a que los complejos
yodo-cristal violeta salen de la célula cuando los solventes
orgidnicos (alcohol-acetona), aumentan la permeabilidad
de la pared celular ya que esti constituida por una gran
cantidad de lipidos. El colorante secundario o de contraste
utilizado es la safranina, las bacterias gramnegativas
aparecen rojas o rosadas al observarse con el microscopio,
debido a que ahora el interior de la eélula es tefiido por
la safranina.

A. Preparacion del frotis

Antes de llevar a cabo la observacion microscopica de
los cultivos puros seleccionados es necesario que leas
con cuidados las siguientes indicaciones:

a) Lava los portaobjetos con agua y jabon, desen-
grisalos con unas gotas de alcohol-acetona y sécalos
con una toalla de papel secante, ya que si no estin
PERFECTAMENTE LIMPIOS Y LIBRES DE
GRASA, NO SE OBTIENE UN BUEN FROTIS
y con ello se dificulta la observacion microscopica
de las bacterias.

f) Para preparar el frotis es necesario que recojas solo
una pequedia porcién de UNA COLONIA AISLADA,
para poder observar con claridad en el microscopio
la forma y la coloracidn de las bacterias,

¢) Es recomendable que rotules la cara del portaobjetos
donde estd jado el frotis con un pedacito de masking -
rtape, para evitar ermores al manipularlo.

o) Recuerda que no es necesario que utilices grandes canti-
dades de coloranies para obtener una buena tincion, con
una gota o dos de cada uno de ellos es mas que suficiente

e) NO TOQUES LAS LENTES O EL CUERPO DEL
MICROSCOPIO CON LAS MANOS MANCHADAS
CON LOS COLORANTES.

f) Mo olvides trabajar dentro del drea estéril.

g) Coloca una gotita de 551 estéril en un portachjetos
y con ayuda del asa bacteriolégica estéril y fria,
resuspende una pequedia porcidn del cultivo puro que
resembraste en el agar MacConkey, hasta formar una
mezcla homogénea.

i) Extiende la suspension con ¢l asa hasta formar una
pelicula fina y uniforme.

i} Fija el frotis con calor, pasindolo por la flama del
mechero, orientando hacia arriba la cara del porta-
objetos donde preparaste ¢l frotis. El méximo calor
aplicado debe ser soportable sobre el dorso de la mano,
de la cara del portachjetos orientada hacia la flama,
para evitar la calcinacion de las bacterias.

j) Realiza la tincién de Gram como a continuacién se
describe.

B. Tincién de Gram

|. Cubre el frotis con cristal violeta durante 1 minuto.
2. Escurre el colorante y lava con la solucidn de lugol.
3, Cubre el frotis con lugel durante | minuto.

4. Escurre y elimina el exceso de lugol con agua. Realiza
un goteo suave y continuo del agua de la llave para
evitar deslavamicnto de las bacterias fijadas sobre el
portachjetos.

5. Deja resbalar por goteo lento a partir de uno de los
extremos del portaobjetos la mezela de aleohol-
acetona hasta que no s¢ desprenda el colorante
{aproximadamente 30 seg.) y lava mmediatamente
con agua como s¢ indicd en el punto No. 4.

6. Escurre las gotas de agua y cubre la preparacion con
safranina durante | minuto v lava con agua de la
Have (punto No. 4).
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7. Deja secar la preparacion al aire perfectamente
puesto que si quedan gotas de agua, se dificulta la
observacidn de las bacterias al afiadir el aceite de
inmersidn sobre la preparacion. No utilices papel
para secar la preparacidn.

8. Observa la preparacidn con ¢l objetivo 10x (seco débil)
y después con el de 40x (seco fuerte).

9. Coloca una gota de aceite de inmersidn sobre la prepa-
racidn y obsérvala con el objetive 100x (inmersidn).

Anota tus observaciones en el Coadro 2, Resultados
de las Observaciones Microscipicas.

Al terminar la sesiéon

I. Lava y desinfecta la mesa con la solucidn de hipoclorito
de sodio al 10% o con benzal dilurdo 1:10.

2. Recoge y deposita la basura en el cesto destinado para
tal fin.

3. Guarda en el refrigerador las cajas de Agar MacConkey
en las que realizaste el cultivo primario de las bacterias
aisladas del agua

Cuadro 2. Resultado de las observaciones microscopicas
Hacer esquema de las preparaciones observadas con la tincidn de Gram:

Seco Déhil; 10x

Seco Fuerte 40x

Inmersidn 100x

OO C

Seco Débil: 10x

Scco Fuerte 40x

Inmersion 100x

OO C

Seco Débil: 10x

Seco Fuene 40x

Inmersiion 10

OO C



TERCERA SESION

PRUEBAS BIOQUIMICAS
PARA ENTEROBACTERIAS

CONTENIDO

I. Pruebas de identificaciin bioguimica de los
cultivos puros seleccionados.

11, Observacidn microscapica de los cultivos puros
seleccionados,

Solicitar en el interlaboratorio de crstaleria v reactivos

A) 1 Gradilla

By 1 Mechero

C) 1 Matraz con selucidn salina isotémca esténl (551)

D) 2 Juegos para tincion de Gram: cristal violeta,
lugol, alcohol-acetona, safranina. (POR GRUPO)

E) 1 Puente para tincidn

F) 1 Frasco gotero con aceite de inmersidon.

G 1 Pipeta Pasteur esténl {para la solucidn saling
isotonica estéril)

H) & Tiras de papel filtro Whatman No.1 de 2x3 ¢m
estériles

Iy 1 Frasco gotero dmbar con reactivo para la prucha
de oxidasa

1b 1 Frasco gotero dmbar con agua oxigenada al 3%,

K} 3 Tubos 1 3x i100mm con medio agar Hierro Triple
Aceiicar (TS i Medio inclinado, color anaranjado)

L) 3 Tubos 13x100mm con Caldo Urea (Color rosa)

M) 3 Tubos de [3x1(Kmm con medio inclinado de
agar Citrato de Simmons (Medio inclinado color
verde)

N} 3 wbos de 13x100mm con caldo semisdlido de
SIM (Color dmbar)

1) 6 wbos de 13 100mm con caldo VP-RM (Voges
Proskauer-Rojo de Metilo) (Color dmbar)

Solicitar en el interlaboratorio de equipo
I Microscopio por cquipo

Cada equipo debe traer en esta sesion
A Toallas de papel sccante (sanitas)
B) 1 Bulbo de hule para pipeta Pasteur
) 10 Portaobhjetos
13} 10 Cubreobjetos
E) 1 Axa bacterioldgica
Fi Cenillos o encendedor

METUH RS BASKOUS FEA FL AT AMIERIT E IDERTIFICACTON DE ENTUERDIACTERIAS DEL AGLA

Gy Material para preparar zona estéril para trabajo
microbioldgico, plumadn, measking-rape.

Marca todos los tubos que vas a utilizar poniendo
una eligueta con los siguientes datos: Grupe, equipo,
muestra v fecha.

. Pruchas de identificacidn bioguimica
de los cultivos puros sefeceionados

1. Prucha de catalasa

La catalasa es una enzima que descompone ¢l perdxido
de hdrdgeno (H,O,) en oxigeno v agua, gquimicamente
la catalasa es u|'|:|-!'u:-|i1-:1|1n:lh:|'|1.'|,i.lu,: cslrecturs similar a la
hemoglobina, excepto que los cuatro dtomos de hierro de
L moléeula estin en estado oxidado (Fe™"), en lugar de
reducido (Fe™" ). Excluyendo a los estreptococos, la
mayoria de las bacterias descompone el H.O, con
peroxidasas semejantes a la catalasa, salvo que cada
molécula contiene un solo idn férrico. El perdxido de
hidrégeno se forma como uno de los productos linales
del metabolismo oxidativo o aerdbico de los hidratos de
-arbono, la catalasa lo transforma en agua v oxigeno:

H,0, — H,0+0,]
catalasa

Procedimicnto

Recuerda que es necesario gue laves los portashjetos
con agua y jabdn, v para desengrasarlos, colocar unas
gotas de alcohol-acetona y frotar la superficie inmedia-
tamente con una toalla de papel secante antes de realizar
esla prucha,

Realiza la prucha de la catalasa a los cultivos puros,
de acuerdo a las siguientes indicaciones:

Coloca sobre el portachjeto con el asa bacteniolagica una
porcidn del cultivo puro de las bacterias del medio Mac-
Conkey, posteriormente agrega una golita de agua oxige-
nada sobre la muestra. Las bacterias gue son catalasa
positiva liberan oxigeno del agua oxigenada, cuya pre-
sencia s¢ manifiesta por la liberacion de pequenas bur-
bujas. Las bacterias catalasa negativas no producen
burbujas al adicionar el agua oxigenada. Para evitar falsos
positivos, nunca togques el agua oxigenada con el asa.

Aomoda tus resuliados en la Tabla 1 de Resultados.
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TABLA 1. RESULTADOS

Caracteristicas de las bacterias observadas

COLONIA L
MORFOLOGIA COLONIAL

COLONIA 2

FORMA

COLOR

ELEVACION

BORDE

CONSISTENCIA

T TAMANO

OPACIDAL

SUPERFICIE

MORFOLOGIA MICROSCOPICA

TINCION DE GRAM |

PRUEBAS BIOQUIMICAS

CATALASA

OXIDASA

UREA

GLUCOSA

LACTOSA

SACAROSA

MOVILIDAD

Ac, SULFHIDRICO

INDOL

ROJO DE METILO

VOGES PROSKAUER

CITRATO DE SIMMONS

2. Prueba de oxidasa

Los citocromos son hemoproteinas que contienen hierro
y actian como el dltimo eslabon de la cadena respiratoria,
transfiriendo electrones al oxigeno, con formacion de
agua. El sistema de citocromos se encuentra en los
organismaos aerobios y anaerobios facultativos, la prucba
sirve para identificar a aguellos organismos que carceen
de laenzima o son anaerobios obligados. La prueba de 1o
citoeromo oxidasa utiliza ciertos reactivos colornies,
como el clorhidrato de p-fenilendiamina, que actdan
como aceptores artificiales de electrones, sustituyendo
al oxigeno, es incolora en estado reducido, pero en
presencia de citocromo oxidasa y oxigeno atmoslérco se
oxida, formando azul de indofenol. Todas las entero-
hacterias dan una reaccidn negativa, Premdaniona y Neis-
FCFT S0N POsSIIvas.

Procedimiento

Con el asa bactenoldgica colecta una porcidn del cultivo
puro y extiéndelo sobre un papel filtro Whatman No.|

estéril de 2x3 cm y sobre éste adiciona dos gotas del
reactivo para la prueba de oxidasa.

Las bactenias oxidasa positivas producen un color
negro o azul mtenso en 10 segundos. La reaccion se
considera retardada s ocurre entre los 1y 60 segundos
posteriores. 51 se observa desarrollo de color después de
los 6} segundos la prueba se considera negativa, Para
evitar falsos POIIVOS ¢8 NECESIN0 que sostengas con las
pinzas de diseccion, la tra de papel filtro estéril de uno
de los extremos, evitando tocar el centra de s mismia.

Anota tus resultados en Ia Tabla 1 de Resultados.

Elige 2 cultivos puros del agar MacConkey, uno
lactosa positive (colonias rojas) y el otro lactosa
negative (colonias incoloras), que havan resultado
positivos a la prucha de catalasa (+) y negativos a la
prucha de oxidasa (-). Esto es porque todas las
enterobacterias presentan estas caracteristicas.
Procede a realizar las siguientes pruchas de identi-
ficacion bioguimica.
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Antes de efectuar las siguientes pruehas de
identificacion es necesario que tomes en cuenta las
siguientes indicaciones:

A Un juego de bioguimicas consiste en: | twho con
medio semisélido de SIM de color dmbar, 2 wbos
con caldo VP-RM de color dmbar, | tubo con medio
inclinado de Citrato de Simmons de color verde, |
tubo con medio inclinado de agar hierro triple azdicar
de color naranja ¥ 1 wbo con caldo urea de color
rosa pélido.

B. Uno de los jucgos de bioguimicas cormresponde a los
controles negativos o testigos de las pruebhas. Estos
controles s¢ preparan introduciendo el asa bacteriolGgica
estéril y fria, sin muestra. Incuba estos tubos sin
sembrar junto con los wbos inoculades a 37° C durante
24 horas.

C. Emplea los dos jucgos de bioguimicas restantes para
cada cultive puro seleccionado.

D. No olvides trabajar dentro del drea estéril de 20 em
de didmetro alrededor de la flama del mechero.

3. Voges-Proskauer / Rojo de Metilo

La reaccidon de Voges-Proskauver recibe el nombre de
dos microbidlogos que trabajaron a comienzos del siglo
kX, siendo los primeros en observar la reaccion de color
rojo preducida en medios de cultive apropiados por
tratamiento con hidrdxido de potasio (KOH). Poste-
riormente se descubrié que el principio activo formado
por ¢l metabolismo bacteriano es el acetilmetil-car-
binol, un producto de la via butilenglicol, El dcido
piriivico, componente fundamental, formado por la
degradacion fermentativa de la glucosa, es mela-
bolizado luego a través de varias vias; una de las cuales
leva a la produccion de acetoina (acetilmetilcarbinol),
un subproducto de reaccidn neutra. Algunos organismos
como los del grupo Klebsiella-Enterobacter producen
acetoina como principal subproducto de la fermen-
tacion de la glucosa y forman cantidades menores de
dcidos mixtos. En presencia de oxigeno atmosférico
y de hidréxido de potasio al 40%, la acetoina se conviente
en diacetilo y ¢l e-naftol actia como catalizador para
revelar el color rojo.

La prueba de Rojo de Metilo determina la produccidn
de dcido y s¢ requiere de organismos que produzcan
dcidos orginicos (lictico, acético, fdrmico), a partir de

la glucosa por la via de la fermentacion dcida. El
desarrollo de un color rojo estable en el medio indica la
produccidn de dcido suficiente como para mantener ¢
pH a 4.4 o menos, ¢l desarrollo de un color naranja
intermedio entre ¢l amarillo v ¢l rojo indica una prucha
negativa.

Procedimiento

Con el asa bacteriolGeica toma un inoculo denso del cultivo
puro ¥ resuspéndelo en dos tubos de caldo VP-EM
{Voges-Proskaver/Rojo de Metilo). Es imporante que
recuerdes que son dos tubos por colonia aislada. Deja
incubar los dos wbos a 37° C durante 24 horas.

4. Citrato de Simmons

El citrato de sodio ¢s una sal del dcido citrico, un
compuesto orgdnico simple que constituye uno de los
metabolitos del ciclo de los dcidos tricarboxilicos
{Ciclo de Krebs), algunas bacterias, obtienen energia
por via alterna de la fermentacidn de los hidratos de
carbono a través de la utilizacidén del citrato, como
fuente dnica de carbono. Por supuesto cualquier medio
para detectar la utilizacidn del citrato, debe estar
desprovisto de proteinas y de hidratos de carbono. La
utilizacion del citrato por una bacteria s¢ detecta por
la formacidn de productos alcalines. El medio inclu-
ye citrato de sodio, como tinica fuente de carbono v fosfato
de amonio como Gnica fuente de nitrdgeno. Las bacterias
que pueden utilizar citrato, también pueden extraer el
nitrégeno de la sal de amonio, con produccion de
amoniaco, llevando a la alcalinizacidén del medio por
la conversién del NH™* en hidréxido de amonio
{(NH,OH). El azul de bromotimol es amarillo a pH
menor de 6 y azul a pH mayor de 7.6, el cual es el
indicador.

Procedimiento

Con el asa bacterioldgica toma un inoculo ligero del
cultive puro y siémbralo en forma de una estria abierta
sobre el drea inclinada del medio inclinado de Citrato
de Simmons. No punciones la capa profunda del medio
puesto que sirve de control de color. Deja incubar el
tbo a 37° C durante 24 horas.

5. Indol

El indol es uno de los productos de degradacién del
metabolismo del aminodcido triptéfano. Las bacterias
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que poseen la enzima triptofanasa son capaces de utilizar
triptéfano produciendo indol, deido pinivico y amoniaco
(NH,). El indol puede detectarse en un medio de prueba
con triptéfano observando la aparicién de color rojo
luege de agregar una solucién que contiene p-dimetil-
aminobenzaldehido (reactivo de Kovac).

Procedimiento

Con el asa bacteriolégica recta, colecta un inoculo poco
denso del cultivo puro de bacterias y siémbralo por
picadura en ¢l medio SIM introduciendo dicho inoculo
por el centro y a 3 mm del fondo del tubo y extrae el asa
siguiendo la estria formada al picar el medio. Incuba el
tubo a 37° C durante 24 horas.

6. Caldo ures

Los microorganismos que poseen la enzima ureasa
hidrolizan urea, liberan amoniaco y producen un color
rojo-rosado en el medio.

Procedimiento

Con el asa bacterioldgica colecta un inoculo poco denso
del cultive puro de bacierias y siémbralo en el caldo
urea. Incuba el tubo a 37°C durante 24 horas.

7. Agar Hierro Triple Azicar (TSI)

El principio de la fermentacién de hidratos de carbono se
basa en los estudios de Pasteur en bacterias y levaduras,
que afirman que la accion de muchas especies de micro-
organismos sobre su sustrato de hidrato de carbono da
como resultado la acidificacion del medio. La utilizacién
de los carbohidratos se puede determinar con el agar

Hierro Triple Azicar (TSI). El medio contiene tres
carbohidratos: glucosa, lactosa vy sacarosa, se determina
cuil de los tres puede ser fermentado por la bacteria. En
la prictica, microorganismos que son incapaces de
fermentar glucosa por lo comiin se detectan por las
reacciones que producen en el agar Hierro Triple
Azicar. Una reaccidn de pico de flauta alcalinof
profundidad alcalina (sin cambio), en este medio in-
dica ausencia de produccidn de dcido y una incapacidad
del microorganismo para fermentar la glucosa y otros
hidratos de carbono presentes. Esta sola reaccidn es
suficiente para excluir un microorganismo de la familia
Emierobacteriacear.

Procedimiento

Con ¢l asa bacteriolégica recta, colecta un indeulo poco
denso del cultivo puro de bacterias v siémbralo por
picadura en el fondo y en forma de estria en la superficie.
Incuba el tubo a 37° C durante 24 horas.

II. Observacidn microsedpica
de los cultives puros seleccionados

Realizar la Tincién de Gram de los cultivos puros
(resicmbra de las colonias desarrolladas en agar Mac-
Conkey), igual que en la parte i de la segunda sesidn.

Al terminar la sesidn es importante que:

I. Laves la mesa v la desinfectes con la solucidn de
hipeclorito al 10% o con benzal,

2. Guardes en refrigeracidn (4° C) la caja de agar Mac-
Conkey del cultivo puro etiquetada.

3. Deposita la basura en el cesto destinadoe para tal fin.
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CUARTA SESION

IDENTIFICACION
DE LAS ENTEROBACTERIAS

CONTENIDO

I. Interpretacion de las pruebas de identificacion
bioguimica
II. Manejo de material contaminado,

Material y reactivos por equipo

Solicitar en el interlaboratorio de cristaleria y reactivos

A) 1 Frasco gotero dmbar con el indicador rojo de
metilo

B) 2 Pipetas de 1 mL.

C} 1 Frasco gotero con solucion etilica de & - naftol
al 3%

D) 1 Frasco gotero con solucién de hidroxido de
potasio (KOH) al 409, puede utilizarse hidroxido
de sodio (NaQH) al 40%

E) 1 Frasco gotero con reactive de Kovac o Ehrlich
para la prueba de indol.

F1 | Perilla o propipeta.

Los alumnos deben traer en esta sesion

A) | Escobillén para lavar tubos de 13 x 100mm.
B) Material para preparar zona estéril para trabajo
microbioldgico, plumdn, measking-rape.

I. Interpretacidn de las pruebas
de identificacién bivguimica

Anota tus resultados en la Tabla 1 de Resultados y
comparalos con el Cuadro 3 de Caracteristicas para
identificacion de Enferobacteriaceas mis comunes.

1. Yoges-Proskauer. Adiciona a uno de los whos del
caldo Voges-Proskauer los siguientes reactivos en
el orden indicado.

Para evitar la contaminacidn de los reactivos en la
prucha de Voges-Proskauer, utiliza una pipeta de
I mL en cada uno de ellos.

ab 0.6 ml de la solucidn etilica de c- nafiol al 5%

fr) 0.2 mL de la solucion de KOH al 404

chAgita ¢l tubo y déjalo en reposo de 100a 15 minutos

Interpretacion

Prueha positiva: color rojo en el medio (presencia de
aceloina).

Prueba negativa: color amarille o cobrizo en el medio,

El tubo control, que es ¢l tubo que no contiene el

inoculo bacteriano, pero si se agregan los reactivos, debe

dar una reaccién negativa. Ver Lamina 11,

2. Rojo de Metilo: Adiciona 2 gotas del indicador rojo
de metile al otro tubo con el caldo Voges-Proskauer

¥ agita.
Interpretacion

Prueba positiva: Color rojo ¢n ¢l medio
Reaccidn retardada: Color anaranjado

Prucba negativa: Color amarillo en el medio
El bo control debe dar una reaccidn negativa
Ver Lamina 1E.

X Citrato de Simmons:
Interpretacidn

Prueba positiva: Crecimiento con un color azul intenso
en la zona inclinada del pico de flauta

Prueba negativa: No se observa crecimiento ni cambio
de color en el medio

El tubo control debe dar una reaccion negativa

Ver Limina IF.

4. Indol: Agrega 2 gotas del reactivo de Kovac al twbo
maculado del medio de SIM.,

Interpretacion

Prueha positiva: Aparicidn de un color rojo | o 3 minutos
después de adicionar ¢l reactivo,

Prucba negativa: color amarillo.

El tubo control debe dar una reaccion negativa,

Ver Lamina 1H.

5. Acido sulfhidrico [}Ir‘i:: analizar el medio SIM.
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Interpretacion

Prueba positiva: Color negro en la picadura o en todo el
tub

Prucha negativa: Ausencia de color negro en el tubo

El tubo control debe dar una reaccidn negativa

6. Movilidad: observar el medio SIM
Interpretacion

Prucha positiva: El medio de SIM debe encontrarse
turbio

Prueba negativa: Solo debe existir crecimiento a lo largo
de la picadura.

El tubo control debe dar una reaccidn negativa

Ver Lamina 11,

7. Ureasa
Interpretacion

Prueba positiva: Color rosa fuerie (rosa mexicano}, en
el caldo wrea

Prucha negativa: Color amarillo o sin cambio en el caldo
urea

El tubo control debe dar una reaccion negativa

Ver Limina 10,

8. TSI (hierro triple azicar)
Interpretacion

Pico de flauta rojofprofundidad amarillo: Medio Alcalino/
Acido (Ale/A). Glucosa fermentada; [actosa o sCarosa
no fermentada.

Pico de flauta amarillofprofundidad amarillo: Medio
Acido/Acido (ASA). Glucosa, lactosa y/o sacarosa
fermentada.

Pico de flauta rojofprofundidad rojo: Medio Alcalino/
Alcalino (Ale/Alc). Reaccidn negativa, no hay fermen-
tacidn de ninguno de los carbohidratos.

Yer Lamina 1].

Produceion de H,5: Medio de color negro.
Ver Limina 1J.

Produccion de gas durante la fermentacion de cualquiera
de los azicares: Hay formacion de burbujas con quebra-
duras en ¢l fondo del agar. El wbo control debe dar una
reaccion negativa. Ver Liamina IK

Anota tus resultados en la Tabla 1 de Resultados
y compiéralos con el Cuadro 3 de Caracteristicas
para la identificacién de Enferobacteriaceae mis
comunes. Describe los microorganismos que identi-
ficaste, que caracteristicas tienen y que implica-
ciones sanitarias pueden presentan.

Il Manejo de material contaminado

Al finalizar la sesidn:

1. Lava y desinfecta la mesa con la solucion de

hipoclorito de sodio al 10% o con benzal 1:10

Recoge y deposita la basura en el cesto destinado

para tal fin

3. Saca del refrigerador y estufa todas las cajas de cultivo
y tubos que utilizaste. Este equipo de laboratorio debe
quedar completamente vacio al concluir la practica.

4. Coloca en un recipiente o en una gradilla los whos
que utilizaste para realizar las pruebas bioquimicas,
quitales el masking-rape que hayas utilizado para
ctiquetarlos. Tapa los tubos de la gradilla con papel
de estraza y rotula este paquete con el No. de equipo,
Grupo, Tumo y fecha. Lleva el paguete al interla-
boratorio para que sea esterilizado. Una vez esteri-
lizados los tubos, se te devolverin para que los laves
con agua y jabén utilizando guantes de hule. Cuando
esién limpios regrésalos al laboratorista,

5. Envuelve con masking-rape todas las cajas de cultivo
que utilizaste a lo largo de la prictica, coldealas den-
tro de las bolsas de polictileno color rojo, que se
encuentran en el contenedor de material bioldgico
contaminado.

6. Lleva las bolsas con tu material de desecho al inci-
nerador. Consulta con tu profesor o con ¢l Wenico
Iaboratorista.

L



CUADRO 3. CARACTERISTICAS PARA LA IDENTIFICACION

DE LAS ENTEROBACTERIACEAE MAS COMUNES.

CTributo 1: Excherichicae

LRE

RETURIHES IAKBOCES PARA EL ARSLAMIENTO | IHENTIFCACION [0 ENTEROBACTERIAS DEL AGLA

Crinero: Excherichia

£ corlt MM + + - 1 = . i

Género: Shigella

Grupos A, B, C Alc/A - + - -H - : 5

X mewrney Adoi A = + - = = = e
[ Tribu 11 Edwarsiclleae

Ciéneros Edwarsiella

b ek Adeid + + - 1 - = +

Tribva 100 Nealmonelleas

Cieneros Salmonelleae Al + + - - + - +

Tribva 1%: Cirrafaciereae

Género: Citrabacter

€ Sy ASA + + - . F +- +

£ Leasers Al + + - 1 + +- +

Tribv V2 Klehxielleme

Ginero: Klebsielfa

A SRR AlA it - + - +* + =

AL anivaca AA = - o + + + -

CGiénern: Enrerobacter

L GETTRIERY AlA L - + . * - +

£ ol AN + - + . b - n

Ciéneros Hafiria

L A Aledh + -+ + g : N +

Créenero; Pantoca

F aeefomterans Ale'A -+ -+ +- -+ +f- i+ +

Crénero: Serratia

N HRROTERE Aloi + =+ + . F - 1

Tribu Y1z Profecae

Glnero: Profeis

£ viidoaniy Ale'A, +- + - + =+ = +

£ mdvedniis Ale'A + + +f= - Hf- ++ T

Cilnero: Morganelia

AL mowrgnainid Al A + + - 4 - ++ +

Génern: Providencia

52 ey Alc - + - + F -+ +

FET Aol & + - + + T i

I enleenlifencrens Ale A +- + - + ; i +

Trib Y11z Yersinigae

Ceenero: Yersimicae

T | Al [ - + - +i- - +Hi- =

= Audaptado de Konneman y ool

TS, igar Wi oo trple aedear: HS, sullues de hidrda e BN mojo e metilog WP Voges=Proskauers IS, iadol: T citnstes; URE. ureisa;
MO, iy i lickndz 4 Tuerte resecidn positiva: + W0 o s de las cepas positiviasg -, D05 o i el copis negalivas: - del 30% al
S e Bas cepas posifivies: - del SIFG ol UK e Tas cepas negativas; A& pico de Mata deidodTondo deados AlefA. pice de flata

Abcalimesf lomdo Sicide B dreas sembeembs mdhican Bis rescciones clives.,

25




26 METODOS BASKCOS PARA EL AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE ENTEROBACTERIAS DEL AGUA
__—l———|_

CUESTIONARIO

I. Explica el fundamento de los diferentes métodos
fisicos y quimicos de esterilizacidn.

2. Explica las ventajas y desventajas de los métodos de
la pregunta anterior e indica cudndo es recomendable
utilizar cada uno de éstos.

3. Indica los principales agentes desinfectantes y anti-
septicos utilizados en la desinfeccion,

4. ;Qué tipo de sustancias suelen utilizarse cominmente
para desinfectar superficies?

3. Explica cudl es el objetivo de utilizar ¢l mechero para
preparar la zona estéril para el trabajo microbioldgico
y senala qué factores influyen en la creacion de la
zona estéril.

6. Menciona otros métodos usados en la industria y en
los laboratorios de investigacion para crear zonas de
trabajo estériles.

7. Explica los riesgos que puedes correr si no recoges el
frasco, los wbos y las pipetas después de concluir la
sesiin,

8. Explica los riesgos que puedes correr si no lavas
y desinfectas la mesa de trabajo después de concluir
cada sesion.

9. Realiza ¢l diagrama de un microscopio, describe cada
una de sus partes e indica su funcién.

10. Explica qué tipos de bacterias pueden aislarse en el
agua.

Il. Explica cuil es el objetivo de sembrar diluciones
del agua.

12, Explica el fundamento del aislamiento por estria
cruzada.

13. Explica qué tipo de bacterias pueden aislarse en agar
MacConkey.

I4. Explica a qué se le llama medio de cultivo bacteriolégico,

I5. Explica qué es un medio de cultivo enriquecido.

16. Explica qué es un medio de cultivo selectivo.

17. Describe las caracteristicas de la pared celular de
las bacterias grampositivas y gramnegativas, resal-
tando sus diferencias.

18. ;Como se definen a las bacterias coliformes?

19. ;Qué indica la presencia de bacterias coliformes en
el agua?

20, ;Cudl es la importancia clinica de las bacterias
coliformes?

21. ;Todas las bacterias coliformes son de origen fecal?

22, ;Qué implicaciones epidemioldgicas tienen la pre-
sencia de enterobacterias en la muesira de agua que
colectaste?

23, (Qué enfermedades gastrointestinales pueden
transmitirse en el agua contaminada con materia
fecal?

24. ; Qué significan las siglas IMVIC?

25. ;Cudl es el objetivo de realizar las pruebas de
ientificacion IMVIC?

26. ;Por qué razdn no es recomendable utilizar el asa
bacterioldgica para realizar la prucha de la oxidasa?

27. Determina el mimero de bacterias que hay en una
colonia después de 24 horas de incubacion. Recuerda
que una colonia de enterobacterias se origina a partir
de una sola bacteria (UFC) y éstas se dividen en un
tiempo promedio de 30 minutos.
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LAMINA 1

] K

A: Bacterias fermentalons de Bctosa {lac+ ), en agar MacConkey: B! Bacterias fermemtadoras débiles de lactosa (lac ), en agar MacConkey:
C: Bacterias no fermentadoras de lactosa (lac <), en agor MacConkey: I Prueba de Voges-Proskauer, el iaba de la derecha mucsira el
color rojo intenso carcteriation de la reaceidn positiva, ¢l wbo de la izquierda muestra In reaccidn negativa; E: Prueha de Rojo de Metiko,
tubar el I alerecha presenta el color rojo de In e iin |h:|-Hi.|i".':I.. b b 1o imguienda reaceidn negativa no cambia el color del medie; F:
Prucha de Citrmio de Simmons. @ twbo verde indicn una reaceidn ||.-e:t:,:|lil.-u. @l b azul indica vna reaccidn positiva; () Producciin de
ureasa, el e de la izquienda muestra el color rosa mexicane caractenistics de la resccidn positiva en el caldo wrea, el tubo de la derecha
fick maibeslra cambeo °n |.:| |:v::-||1r. lia e ill-:l:u.::l. i n.::u.'vl.'iq?-n 1'||.‘_|.:,:l|i".':|: H: Prucha de |I'||.|-|'!l|, al HEL LR Ty &l renctiva de Kovae al medie 516, se
Py um @l rnja:r enla k|||'h.-r|'||;:ic melscandio una reacerin ]umi v flba de la desechal, la reaccidn Ib:[mli'l.';l da una coloracion amarills
{ubo de la izquicrda); I: Movilidad, erecimiento bacteriane en medio SIM, ¢l wbo de la izquienda presenta crecimiento no sGlo en la
picadura, también se ve erecimiento alrededor de la picadura por lo que ¢l tubo se ve turhio, lo que indica movilidod positiva, En ¢l tuba
a3 derecha solo se ve crecimiento en la |'n:||;u|;|ur..,|., [ que indvea moviliaad ||q_"|::,ali1.'u.: J: TSI, agar hicrmo I:I"l[!lll: ardicar. El tubo de In
imquicrda muestra ¢l color negro de In produccidn de H,5. en el tubo del centro se observa la reacciin de una bacteria que fermenta
glucosa, laciosa yho sacarosa, pico de Mawia amarillefondo amarillo {AJA), el who de b derecha msesica |2 reaceidn caractenistica de
bescterias Fermemdadoras de FI!ILTHHI.\. [ 1 fermsemtaclors die lactosa '_i.'l':'n- SACAN0A, pi.-.."vlll de flawia rn_'i:h'ﬂ.'-n-dn amarillo {Alc'A&); K Proloccidn
de gas, en este wbo de TS se muestra clarmmente Ta produceion de gas, se desprende el agar del fonde del twbo creando una burbuja de
gas. A veoes 5000 2 observa ¢l rompimienio del agar.
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