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1. Titulo practica de laboratorio:
TECNICAS BASICAS DE LABORATORIO PARA AISLAMIENTO, CULTIVO Y

CARACTERIZACION DE BACTERIAS

Integrantes: Céodigo:

2. OBJETIVOS

General
Conocer Yy aplicar las distintas técnicas de laboratorio para aislar, recuperar y/o mantener
microorganismos en el laboratorio.

Especificos:
¢ Reconocer los medios de cultivo necesarios para el desarrollo y mantenimiento de bacterias.

e Evaluar el crecimiento bacteriano haciendo una descripcién a nivel macroscoépico.
e Utilizar la técnica de transferencia de microorganismos para obtener subcultivos de

microorganismos.

3. REFERENTES CONCEPTUALES

La sobrevivencia y crecimiento continuo de los microorganismos en laboratorio, depende de un
adecuado suplemento de nutrientes y un ambiente favorable que debe ser suministrado in vitro. Se
considera que la temperatura y atmdsfera de oxigeno, acompafiada de nutrientes, facilitan la

propagacion bacteriana (1,2).

Para facilitar el estudio de bacterias, es necesario que poblaciones mixtas de microorganismos sean
separados en especies individuales, es asi como se emplean técnicas de laboratorio que permitan su
separacion, ya sea por seleccién de poblaciones en agar especial o por técnicas de purificacién. Se
denomina cultivo puro (axénico) al que contiene sé6lo un tipo de microorganismo, se inicia a partir de

colonias aisladas (Unidades Formadoras de Colonias UFC), de manera que todos los individuos del
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mismo tienen la misma composicion genética (1).

La siembra microbioldgica es un procedimiento técnico que consiste en colocar una pequefia fraccion
o volumen de la muestra sobre o dentro del medio de cultivo, de manera aséptica y con la finalidad
gue el/los microorganismos existentes puedan desarrollarse adecuadamente. El numero de células
microbianas que se encuentren en el volumen o fraccién a sembrar se denomina in6culo. El método
de siembra a utilizar depende del objetivo que se pretenda alcanzar con el cultivo, pues en ocasiones
se requiere que el microorganismo se produzca en forma masiva, mientras que en otras resulta

indispensable la obtencion de colonias aisladas (2-3).

Los métodos de siembra mas empleados son los siguientes:
e Siembra por estria: Se emplea un asa microbiologica recta 0 curva y se realiza una estria o
zigzag sobre la superficie del medio de cultivo, ya sea en caja con agar sélido o en tubo solidificado
en forma de cufia (también puede realizarse con hisopo).
e Siembra por puncién: Se emplea un asa microbiologica recta y se realiza una puncion fina
dejando la tercera parte del tubo con agar semisélido sin inocular.
e Siembra volumétrica: Se siembra una pequefia muestra liquida sobre un medio sélido y se
esparce. Se puede realizar mediante la utilizacion de una espatula de Driglaski (rastrillo de vidrio) o
un asa redonda, que ayuden a esparcir la gota de muestra liquida por toda la superficie del medio
de cultivo sdlido.
e Siembra masiva: Se utiliza cuando se quiere garantizar una gran proporcion de colonias
microbianas distribuidas uniformemente. Se utiliza rastrillo de vidrio o hisopo grueso embebido de
un medio de cultivo liquido, procediendo a su desplazamiento sobre toda la superficie de la caja
con agar soélido. También se puede realizar a partir de cultivos primarios en medios sélidos, con la
ayuda de un asa redonda.
e Siembra por agotamiento: Se utiliza cuando se quieren observar las caracteristicas morfoldgicas
individuales de las colonias o para obtener cultivos puros en una poblacion polimicrobiana. Se
utiliza asa redonda haciendo siembra masiva en una cuarta parte de la caja y se va reduciendo el

indculo a medida que se hacen las estrias (3).

Los medios de cultivo para bacterias pueden clasificarse de dos formas:
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Segln su origen:
o Naturales: Todos aquellos que son preparados a partir de sustancias naturales de origen animal
0 vegetal como los extractos de tejidos o infusiones y cuya composicion quimica no se conoce
exactamente.
e Sintéticos: Todos aquellos que contienen una composicion quimica definida. Se utilizan para
obtener resultados reproducibles.
e Semisintéticos: Todos aquellos a los que se les afiaden factores de crecimiento bajo una forma

de un extracto organico complejo, como por ejemplo extracto de levadura (3).

Segun su consistencia

e Liquidos: Se denominan caldos y contienen los nutrientes en solucién acuosa.

e Solidos: Se preparan afiadiendo un agar a un medio liquido (caldo) a razén de 15g/litro. El agar
es una sustancia inerte polisacéarido (hidrato de carbono) que se extrae de las algas. Como esta
sustancia no es digerida por las bacterias no constituye ningan elemento nutritivo. Este conjunto
convenientemente esterilizado puede ser vertido en placas de Petri o en tubos de ensayo, donde
una vez gelificado presentan la posibilidad de aislar y diferenciar bacterias,

e Semisdlidos: Contienen 7,5 g de agar /litro de caldo. Se utilizan para determinar la motilidad de
las especies en estudio. Actualmente se encuentran disponibles comercialmente con el agregado

de agar (3).

Segun su composicion: Debido a los requerimientos quimicos del mundo microbiano, a veces es

necesario agregar o eliminar componentes quimicos del medio.
e Comunes o universales: Permiten el crecimiento de la mayor parte de los microorganismos
poco exigentes. Son el tipo de medio mas frecuentemente utilizado para mantener colonias
microbianas. Por ejemplo: agar nutritivo o caldo nutritivo.
e Enriquecidos: Se utilizan para microorganismos que tienen grandes exigencias nutricionales.
Se preparan con un medio base como apoyo del crecimiento, al cual se le puede agregar un gran
exceso de nutrientes como suplementos nutritivos, por ejemplo: Sangre, suero, liquido ascitico, etc.
e Selectivos: Son medios en los que la selectividad se consigue alterando las condiciones fisicas
del medio, afadiendo o suprimiendo componentes quimicos especificos, con el fin de inhibir el
crecimiento de especies cuyo crecimiento no interesa. Este tipo de medio solo permite el
crecimiento de un grupo de microorganismos e inhibiendo el de otros. Se utiliza para seleccionar y
aislar microorganismos a partir de poblaciones mixtas. Por ejemplo Agar salado-manitol o Chapman

(permite el crecimiento de ciertos estafilococos).
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o Diferencial: Son medios que permiten agrupar los microorganismos en dos grupos diferentes.
Ejemplo Agar Mac Conckey (Diferencia Lactosa positivos de lactosa negativos) (3).

4. CONSULTA PREVIA

a) Menciones las condiciones para mantener un cultivo bacteriano puro.

b) ¢Qué ventajas tiene un medio liquido frente a un medio sélido?

C) ¢Para microorganismos de tipo anaerobio que medio de cultivo se recomienda?

d) Diferente a bacterias ¢ Qué otros microorganismos pueden cultivarse y mantenerse en laboratorio?
¢ Virus? ¢ Hongos? ¢ Levaduras? ¢ Parasitos? ¢ Protozoos?

e) ¢Qué factores alteran las condiciones de los medios de cultivo?

f) Explique la composicion y utilidad de los medios de transporte.

5. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

MATERIALES (Grupo 3 0 4 de estudiantes) REACTIVOS EQUIPOS (Grupo 25
(Grupo 25 estudiantes)
estudiantes)
1 CajaBacillus spp. Incubadora a 37°C

1 Caja Escherichia coli

2 Tubos Solucién salina Fisiologica estéril
2 Tubos Caldo nutritivo

2 Tubos Agar nutritivo inclinado

2 Tubos Agar semisolido

4 Cajas Agar tripticasa soya

3 Cajas Agar Mac conckey

3 Cajas Agar Sangre

3 Cajas Agar chocolate

3 Cajas Agar EMB

3 Unid Escobillones estériles

1 Unid Asas bacteriolégicas rectas
1 Unid Asas bacteriolégicas curvas

Materiales que debe traer el estudiante

Elementos de bioseguridad

1 Encendedor

1 Lapiz de cera o marcador indeleble
Toallas desechables

1 Muestra fluido- humana

1 Muestra ambiental

1 Utensilio para muestrear
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6. PROCEDIMIENTO

El laboratorio se dividird en dos sesiones Montaje y lectura.

MONTAJE:

Siembra en tubo.

o Marque los tubos que va a inocular de acuerdo a las instrucciones del docente.

¢ Haga todo el procedimiento alrededor del mechero.

e Coloque los tubos en la palma de su mano, asegurelos con el dedo pulgar y sepérelos formando
una V.

e Flamee la aguja o el asa hasta que esté completamente roja (esterilizacién).

e Cerca del mechero, abra cuidadosamente la caja con agar soélido, en la cual esta el cultivo
primario.

¢ Introduzca la aguja o el asa en el cultivo microbiano con el fin de tomar el inoculo, tome una o
dos colonias aisladas, teniendo la precaucion.

¢ Inocule el tubo de caldo mediante una rapida agitacién. En el caso de los tubos en cufia, dibuje
una linea en zig-zag en la superficie de la cufia. Y para los tubos con agar semisoélido, inserte la
aguja hasta mas o menos 2/3 del agar y saquela cuidadosamente sin mover la aguja hacia los
lados.

e Flamee nuevamente los tubos.

e Tapelos.

o Esterilice nuevamente la aguja/asa.

¢ Incube todos los cultivos a 37°C por 24 0 48 horas.

Siembra en caja de Petri.

1. Siembra por agotamiento

e Esterilice el asa bacteriolégica. Tenga la precaucion de hacerlo cada vez que cambie de
indculo.

e Cerca del mechero, abra cuidadosamente la caja con agar soélido.

¢ Introduzca el asa en el cultivo microbiano con el fin de tomar el in6culo, tome una o dos colonias
aisladas.

e Deposite el in6culo sobre un extremo de la caja con agar nutritivo por siembra masiva, en
aproximadamente un cuarto de la caja.

e Esterilice el asa.
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e Haga tres lineas tocando un extremo de la bacteria inoculada, ocupando aproximadamente otro
cuarto de la caja.

o Esterilice el asa.

¢ Nuevamente haga tres lineas tocando el extremo de las Ultimas estrias, ocupando
aproximadamente otro cuarto de la caja.

o Esterilice el asa.

e Haga un zigzag tocando el extremo de las Ultimas estrias, ocupando el ultimo cuarto de la caja.

¢ Evite en cada procedimiento tocar las estrias anteriores.

o Esterilice el asa.

¢ Incube todos los cultivos a 37°C por 24 0 48 horas.

2. Siembra Masiva
o Esterilice el asa bacteriolégica. Tenga la precaucion de hacerlo cada vez que cambie de
inoculo.
e Cerca del mechero, abra cuidadosamente la caja con agar sélido que contiene el cultivo
primario.
e Introduzca el asa en el cultivo microbiano con el fin de tomar el in6culo, tome una o dos
colonias aisladas.
e Deposite el inéculo sobre un extremo de la caja con agar nutritivo y distriblyalo por toda la
caja, de forma uniforme.
e Gire la placa 90° y continle haciendo numerosas estrias sobre la superficie del agar
¢ Repita la anterior operacién dos veces mas, para garantizar que se cubra toda la placa.
e Esterilice el asa.
¢ Incube todos los cultivos a 37°C por 24 o0 48 horas.
Ejercicios
e Siembre por agotamiento una muestra Humana (orina, materia fecal, hisopado bucal, etc) en un
medio enriquecido, selectivo y diferencial.
e Siembre por agotamiento una muestra ambiental (vertedero, meson, suela de zapato, etc) en un
medio enriquecido, selectivo y diferencial.
e Siembre por agotamiento una muestra de un utensilio propio (Moneda, anillo, mano, esfero, etc.)

en un medio enriquecido, selectivo y diferencial.
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LECTURA

e Examine las siembras en tubo y agar realizadas Registre si hubo crecimiento y la forma de las
colonias. Diferencie lo obtenido en los estilos de siembras en agar y compérelas (Anexo 1, tabla 1).
e Examine el crecimiento de cada una de las muestras de los ejercicios. Registre los resultados en
el anexol, tabla 2, como tantas bacterias resulten, tantas tablas llene.
Describa la morfologia bacteriana usando las siguientes caracteristicas:
¢ Consistencia (probarla con el asa) y textura: La consistencia de las colonias puede variar desde
una colonia seca que puede moverse sobre el agar con el asa, hasta una colonia viscosa que se
pega al asa y forma filamentos o hilos mucosos cuando se trata de separarla del agar.
e Superficie: Puede ser uniformemente brillante y suave o puede ser estriada con muescas
concéntricas o quebradas. Al examinar la colonia con luz transmitida puede aparecer con textura
granular o amorfa.
e Pigmentacion (color): Esta caracteristica es muy comun en las bacterias saprdfitas (rojas,
anaranjadas, amarillas, etc). De los microorganismos patégenos uno de los pigmentados mas
importantes es Staphylococcus aureus que tiene un color amarillo dorado.

Caracteristicas 6pticas luz transmitida (observar a través de la colonia):

Opaca: No permite el paso de luz

Trasllcida: Deja pasar la luz sin permitir la completa visibilidad de los objetos observados a
través de la colonia.

Transparente: Deja pasar la luz permitiendo ver claramente los objetos observados a través de

la colonia.

Al final de la lectura de resultados, disponga los residuos en la bandeja de material
contaminado.
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INFORME DE LABORATORIO

Integrantes: Céodigo:

TABLA DE RESULTADOS (1.5/5.0):

Con los resultados obtenidos y observaciones durante el desarrollo de la practica, complete las

siguientes tablas de resultados:

Tabla 1. Resultados de siembra en tubo y agar

CRECIMIENTO OBSERVACIONES - DESCRIPCION
(+/-) MACROSCOPICA

CULTIVO

Caldo Bacillus spp.

Caldo E. coli

Tubo en cufia Bacillus spp.

Tubo en cuiia E. coli

Agar semisdlido Bacillus spp.

Agar semisoélido E. coli

Agar Tripticasa soya siembra

masiva E. coli

Agar Tripticasa soya siembra

masiva Bacillus spp.

Agar Tripticasa soya siembra por

agotamiento E. coli

Agar Tripticasa soya siembra por

agotamiento Bacillus spp.
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Tabla 2. Tabla de resultados ejercicios

Colonia N° Origen

MORFOLOGIA DE .
TIPO DE MEDIO DE REACCION EN EL AGAR

MEDIO DE COLONIA _ . B
o CULTIVO (Enriquecido- (Fermentacion-
CULTIVO (Descripcion _ _ _ o
. Selectivo- Diferencial) hemdlisis)
macroscopica)
Agar Mc
Conckey

Agar Sangre

Agar Chocolate

Agar EMB

1. DISCUSION DE RESULTADOS (2.0/5.0)

Realice un analisis, correlacionando los resultados obtenidos y los conceptos teéricos que soportan la
practica. La discusién de resultados tiene un componente altamente tedrico y es necesario que la
informacion que soporte esta seccion sea citada y verificada en funcién de utilizar las referencias

pertinentes para el caso.

2. CONCLUSIONES (1.0/5.0)
Presente la conclusién en forma de un Unico parrafo en el que se incluya los hallazgos de la practica
con su respectiva justificacion tedrica, y las habilidades personales adquiridas durante el desarrollo del

laboratorio como aporte al ejercicio profesional.

3. BIBLIOGRAFIA (0.5/5.0)
Ingrese la lista de referencias utilizadas para la resolucion del informe. Organicelas de acuerdo a las
normas VANCOUVER.
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