[image: image1.png]



UNIVERSIDAD DE ORIENTE

NÚCLEO DE ANZOÁTEGUI

ESCUELA DE CIENCIAS DE LA SALUD

DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGÍA

Y PARASITOLOGÍA

GUÍA DE PRÁCTICAS DE MICROBIOLOGÍA

              [image: image2.png]oo



              [image: image3.jpg]


    
 [image: image4.png]


   

 [image: image5.jpg]


     
 [image: image6.png]



Elaborado por:

Prof. Félix Pacheco.

ABRIL  DE 2006

RECOMENDACIONES GENERALES

1.- Para las prácticas de microbiología, los alumnos deben venir provistos de una bata larga, la guía de trabajos prácticos y lápiz para anotaciones.

2.-
No se debe comer, ni beber agua o fumar dentro del laboratorio.

3.-
Antes y después de realizados los trabajos prácticos, es necesario desinfectar las superficies de las mesas.

4.-
Antes y después de iniciar cualquier experiencia, hay que estudiar bien la teoría en que se basa y examinar las operaciones exigidas para alcanzar los resultados esperados. Esta precaución permite separar con anterioridad todo el material exigido en las diversas fases de su realización.

5.-
Sobre la mesa de trabajo debe haber recipientes con solución de fenol o cloro para descartar los materiales usados. Sobre el mesón no debe estar sino lo indispensable para el experimento a realizarse.

6.-
Por cualquier accidente con cultivos o con material contaminado comuníquelo al personal técnico del laboratorio para que se tomen las medidas necesarias.

7.-
Al dejar el laboratorio, todos deben lavarse cuidadosamente las manos con agua y jabón, secándolas muy bien con las toallas de papel que para ello están dispuestas en el salón.

8.-
Cuando la práctica haya terminado y se disponen a abandonar el salón, verificar que estén apagados todos los mecheros de gas, cerradas las llaves del agua y los interruptores de la luz,

9.-
Todas las actividades académicas son de asistencia obligatoria y el aprovechamiento de las mismas será tomado en consideración en la promoción de los alumnos.

10.-
Y sobre todo: orden.
PRÁCTICAS DE MICROBIOLOGÍA
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MICROBIOLOGÍA

PRÁCTICA N° 1

ACCIÓN DE LOS AGENTES FÍSICOS Y QUÍMICOS

SOBRE LAS BACTERIAS

A.- OBJETIVOS.

Definir los conceptos de desinfección y esterilización.

Mencionar los métodos de esterilización y los diferentes compuestos desinfectantes.

B.- INTRODUCCIÓN.

Los principios básicos de esterilización y desinfección, son de utilidad en el ejercicio de los profesionales de la salud; todos aquellos procesos de instrumentación de pacientes tales como colocación de sondas, de marcapasos e igualmente las intervenciones quirúrgicas locales o en pabellón, requieren de condiciones asépticas para prevenir las infecciones adquiridas durante el acto médico.

Se denomina esterilización al conjunto de procedimientos físicos o químicos que permiten destruir microorganismos patógenos o saprófitos que se encuentran en el interior o en la superficie de los objetos y sustancias. La desinfección es la destrucción de microorganismos por agentes químicos. De los agentes físicos uno de los más empleados es el calor húmedo (ebullición, autoclave). Como agentes químicos tenemos a los desinfectantes (empleados sobre superficies inanimadas: fenol, cloro, HCL) y a los antisépticos (de aplicación sobre la piel y las mucosas: alcoholes, colorantes, sales de metales pesados, jabones).

Los agentes químicos pueden a su vez clasificarse con base a su mecanismo de acción: los que desnaturalizan proteínas (fenol, etanol); los que afectan los procesos de oxidorreducción (KMnO4) y modificando la permeabilidad de la membrana (jabones) entre otros (Ver lectura complementaria N° 1).

C. MATERIALES.

3 Placas de tripticasa soya agar (TSA).

1 Caldo de tripticasa soya (CTS) con E. coli.

1 CTS con  Bacillus sp.

1 Tubo de ensayo con fenol al 0,5%.
1 Tubo de ensayo con fenol al 5%.
1 Tubo de ensayo con agua estéril.

3 Tubos de TSA fundidos.

3 Placas estériles.

3 Varillas de vidrio.

4 Gasas estériles.

Alcohol isopropílico.

Solución fisiológica estéril.
D. DESARROLLO DE LA PRÁCTICA.

D. 1 Efecto de la Temperatura.

a.- Efecto de la Ebullición.

Se proporcionarán cultivos de un microorganismo esporulado (Bacillus sp.) y no esporulado (E. coli), divida la placa de TSA como indica la figura N° 1; tome una muestra del tubo con el asa bacteriológica para el tiempo 0, seguidamente colocar los caldos en agua hirviendo y tomar muestras a los 10, l5 y 30 minutos. Incubar a 37 ° C por 24 horas.

Resultados.




           0 min

  10 min 
        15 min                     30 min

       ____________________________________________________________________



E. coli.



Bacillus sp.

b.- Efecto del Autoclavado.

Dividir una placa de TSA y rotular así autoclavado no, autoclavado si, tomar una asada de caldo de E coli y sembrar en el lado del autoclavado no, lleve el tubo de autoclave durante 15 minutos luego siembre en el lado de la placa de autoclavado si, repita la operación simultáneamente para Bacillus sp. Incubar a 37 0 C por 24 horas.

Resultados.

          Crecimiento

                                              Autoclavado no                        Autoclavado si

                        ______________________________________________________




E. coli.




Bacillus sp.
D.2 Agentes Químicos.

a.- Efecto del fenol sobre las bacterias.

Sumerja 3 de las varillas de vidrio en uno de los tubos de cultivo asignados y a continuación introdúzcalos en los tubos siguientes: varilla 1 agua estéril, varilla 2 fenol 0.5% y varilla 3 fenol 5%, haga lo mismo con el otro cultivo. Espera una hora.

Rotule la placa de TSA como se indica en la figura No. 2, extraiga las varillas y toque la superficie del agar en el sitio correspondiente al rotulado y luego extienda con el asa bacteriológica. Incubar a 370 C por 24 horas.

Resultados.

Crecimiento


      Agua
Fenol 0.5%
Fenol 5%

         _______________________________________________________________



E. coli.



Bacillus sp.
b.- Efecto antiséptico del alcohol.

Para demostrar la eficacia de estos agentes se procede así:

1.- Tomar la gasa estéril y humedecerla con la solución fisiológica; restregar sobre la mano, exprimir  la gasa  sobre  una placa de  Petri  estéril y recubrir con TSA fundido y enfriado a 50 0C. Rotular la placa: manos antes de lavar. Incubar a 37 0C por 24 horas.

2.- Lavar las manos durante 3 minutos con agua y jabón, repetir como en 1. Rotular manos después de lavar.

3.- Derramar el alcohol sobre las manos, estregando con la gasa y descartar la misma, empapar otra gasa con solución fisiológica repetir como en 1. Rotular manos después de alcohol.

Resultados.

                         Manos

Crecimiento

             ________________________________________________________

Antes de lavar.

Después de lavar.

Después de alcohol.




30’30’
Figura Nº 1: Efecto de la ebullición.






Figura Nº 2: Efecto del fenol.

MICROBIOLOGÍA
PRÁCTICA N° 2

MORFOLOGÍA BACTERIANA

A. OBJETIVOS.

Objetivo General:

Con esta práctica se pretende que el alumno asimile la importancia de la morfología bacteriana en el diagnóstico microbiológico.

Objetivos Específicos:

Describir las diversas formas de las bacterias.

Mencionar las tinciones más empleadas en el área microbiológica.

Discutir la importancia de la morfología bacteriana en la terapéutica de las infecciones por estos agentes.

B. INTRODUCCIÓN.

Uno de los elementos básicos para la clasificación o identificación de un microorganismo lo constituye su morfología; ya que simplemente con la ayuda de un microscopio óptico y unos pocos colorantes, el médico practicante puede hacer un diagnóstico presuntivo del germen o gérmenes que infectan a un paciente determinado, lo cual se hace más relevante a nivel de la atención primaria. Los parámetros a considerar son: tamaño, forma, disposición de las bacterias, la reacción a un colorante en particular y detalles del género o especie como la presencia de flagelos, esporas, etc.

C. MATERIALES.

Láminas fijadas.

Aceite de inmersión.

Microscopio de luz.

D. DESARROLLO DE LA PRÁCTICA.

A cada grupo de estudiantes se le hará entrega de un carpetero contentivo de varias láminas, ya que se encuentran identificadas. Realizará las observaciones correspondientes, haciendo énfasis en los elementos diagnósticos o diferenciales de los microorganismos observados, de acuerdo con los parámetros arriba mencionados y seguidamente dibujará lo observado al microscopio.

Nota: se le sugiere al estudiante traer lápiz bicolor.

1.- Streptococcus pneumoniae: cocos en parejas, tétradas y ocasionalmente aislados o en grupos mayores


2.- Lactobacillus bulgaricus (azul de metileno); bacilos largos, solos y en cadenas de hasta 8 células.


3.- Lactobacillus bulgaricus (tinción de Gram).


4.-
Corynebacterium diphtheriae (tinción de Gram): bacilos con tendencia a formar nidos
o agrupaciones.


5.- Bacillus subtilis (azul de metileno): abundantes bacilos, gruesos.


6.- Clostridium botulinum: bacilos aislados, presencia de esporas terminales que ofrecen el aspecto de palillos de tambor, el extremo redondeado y claro corresponde a la espora.


7.- Proteus vulgaris (tinción de Gram):                             8.- Spirillum volutans:
 abundantes bacilos cortos.




observar estructuras parecidas 









a cordones con 3 a 4 ondulaciones.


9.- Frotis de cavidad bucal: flora mixta con predominio de bacilos cortos.


Ahora te encuentras en condiciones de identificar los dibujos de las bacterias de la portada. 
MICROBIOLOGÍA
PRÁCTICA Nº 3

CULTIVO DE BACTERIAS

A.
OBJETIVOS.

Objetivo general:

Lograr destrezas en la siembra de bacterias.

Objetivos específicos:

Preparar medios de cultivo.

Sembrar en medios sólidos.

Hacer recuento de colonias.

B. INTRODUCCIÓN.


La siembra es la operación que consiste en colocar los gérmenes en un ambiente adecuado para que se desarrollen y multipliquen; este ambiente es proporcionado por los medios de cultivo que se preparan en el laboratorio y los cuales contienen las sustancias nutritivas y los demás requerimientos necesarios. Los medios líquidos que contienen aminoácidos, glucosa, cloruro de sodio; son los caldos simples, si al caldo simple se le añade sangre desfibrinada, suero o liquido ascítico obtenemos un caldo enriquecido. Entre los medios sólidos se pueden mencionar el agar simple o nutritivo que no es más que el caldo simple solidificado por la adición de agar al 1,5%; sí al agar nutritivo fundido, se adiciona sangre al 5-10% se obtiene agar sangre (para la composición los medios usados en esta práctica remitirse al apéndice Nº 1). Los medios enriquecidos como el agar sangre sirven para el aislamiento primario de nuestras clínicas; los medios selectivos o diferenciales impiden el crecimiento de la flora acompañante, (en el Levine se inhiben los grampositivos) o permiten el reconocimiento de las colonias sospechosas; por ejemplo de Staphylococcus sp. ( el cual crece en salado manitol).

El material que se siembra puede contener una sola especie bacteriana o también varias especies, en el primer caso, tiene por objeto mantener el microorganismo renovando el medio de cultivo, y se llama transplante o repique. En el segundo caso, se busca conseguir la separación de las distintas especies de la mezcla, proceso éste llamado aislamiento. Para conseguir colonias bien separadas se hace la siembra en placas de Petri. Las siembras deben hacerse en un ambiente en el que no haya corriente de aire, la superficie del medio debe exponerse lo menos posible al mismo y realizarse a una distancia no mayor de 15 cm. de la llama del mechero de Bunsen, así los microorganismos del aire son arrastrados hacia arriba por las corrientes causadas por la llama y no caen en la superficie del medio Las siembras pueden hacerse de medios líquidos a líquidos, de líquidos a sólidos y de sólidos a sólidos. En medios sólidos se emplean los métodos de placa vertida y el de siembra por estrías; para la placa vertida se adiciona la muestra en suspensión acuosa a la placa estéril y seguidamente se vierte el agar fundido a 45 0C, con movimientos giratorios se hace una distribución uniforme, luego se deja solidificar. Para sembrar por estrías se emplea el asa de inoculación, la cual ya tiene la muestra en el extremo respectivo; la siembra se lleva a cabo diseminando el material en la superficie del agar con un movimiento de barrido del asa; de izquierda a derecha y de arriba hacia abajo. El propósito de esta técnica es diluir el inóculo en forma suficiente sobre la superficie del agar como para que sea posible obtener colonias aisladas. Una colonia es un clon bacteriano en un medio sólido; en general, toda especie bacteriana se desarrolla en dichos medios, adaptando un tipo característico de agrupación, las colonias se diferencian por su tamaño, forma, bordes, superficie, altura, color, etc.; el tipo de vegetación en la superficie y en el interior del medio, característico de muchas especies bacterianas.

Los caracteres de las colonias que sirven para diferenciar y clasificar las bacterias son los siguientes:
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Coloración: blanca, amarilla, roja, verde, incolora, etc.

C. MATERIALES.

1 Tubo de TSA fundido.

1 Placa estéril.

Sangre.

Cultivos líquidos de E. coli, S. aureus.

1 Tubo con CTS.

1 Placa de agar nutritivo.

1 Placa de agar sangre.

1 Placa de agar salado manitol.

1 Placa de Levine.

Asas de inoculación.

D.
DESARROLLO DE LA PRÁCTICA.

D.
1 Preparación de agar sangre (opcional). Ponga a fundir el tubo de TSA, una vez fundido enfríelo a 45 ° C y agréguele 1 ml de sangre; mezcle bien y vierta el contenido del tubo en una caja de Petri estéril, realice movimientos giratorios. Deje enfriar.

D.2  Siembra en medio liquido. Identifique los tubos con CTS, flamee el asa bacteriológica y tome la muestra del cultivo; siembre en el caldo. Incube a 18-24 hs. a 37 ° C.

Resultados._________________________________________________________________

__________________________________________________________________________

___________________________________________________________________________

D.3  Siembra en medios sólidos. Divida con el marcador las placas por la mitad y rotule el nombre de una de las bacterias en cada mitad, tome una asada del caldo bacteriano y siembre en estrías cada microorganismo en agar tripticasa soya, agar sangre, agar salado manitol y Levine. Incube.

Resultados.



Medio



E. coli


S. aureus

                 ____________________________________________________________



     Agar nutritivo



    Agar sangre



   Manitol salado



   Levine

           _________________________________________________________________
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         Siembra en estrías. 



Colonias bacterianas
APÉNDICE 1
MEDIOS DE CULTIVO

Caldo de tripticasa soya (caldo nutritivo).

Composición
Cantidad.
Peptona por digestión triptica de caseína.
 17,0 gr.
Digerido papaínico de soja.
  3,0 gr.
Dextrosa.
  2,5 gr.
NaCl
  5,0 gr.
K2 HP04
   2,5 gr.
Agua destilada c.s.p.
   l,0 lts.

Agar nutritivo.

Agar
    1,5 gr.
Caldo tripticasa soya
100,0 ml

Agar sangre al 5%.

Agar nutritivo
95,0 ml 

Sangre
5,0 ml

Agar salado manitol.

Extracto de carne de buey
  1,0 gr
Peptona
10,0 gr
NaC1
75,0 gr
Manitol
10,0 gr
Agar
12,0 gr
Rojo de fenol
25,0 mgs

        Agua destilada csp
 1,0 lts.

Agar Levine (EMB: Eosine-- Methilene Blue)

Peptona
10,0 gr.
Lactosa
10,0 gr.
K2HPO4
2,0 gr.
Agar
15,0 gr.

Eosina
0,4 gr.
Azul de metileno
65,0 mg
Agua destilada c.s.p.
  1,0 lts

MICROBIOLOGÍA

PRÁCTICA Nº 4

COLORACIÓN SIMPLE

A.- OBJETIVOS.

Realizar frotis o extendidos.

Hacer tinciones simples.

B.  INTRODUCCIÓN.

Cuando deseamos precisar la forma de las bacterias, éstas deben someterse a un proceso de tinción, hablamos de coloración simple cuando se emplea un solo tipo de colorante, por lo cual todas las bacterias aparecen del mismo color; es decir azules con azul de metileno o rosadas con safranina.

C.- MATERIALES

Cultivos de bacterias: E. coli, Bacillus sp., S. epidermidis.

Láminas portaobjetos.

Solución de azul de metileno, safranina.

Aceite de inmersión.

D.- DESARROLLO DE LA PRÁCTICA.

D. 1 Preparación del extendido.

- Se limpia y desengrasa un portaobjetos, flameándolo suavemente.

- Coloque la lámina sobre la mesa con el lado flameado hacia arriba.

- Caliente el asa bacteriológica hasta el rojo vivo.

- Ponga con el asa una gota de agua en el centro de la lámina, en el caso de que el cultivo sea

  líquido no hace falta este paso.

· Flamee suavemente el asa,  tome  con la  mano  izquierda  el  tubo  que  contiene la cepa y 

  remueva el tapón con el dedo meñique y borde cubital de la mano derecha.

- Flamee el borde del tubo y retire una pequeña cantidad del cultivo.

- Flamee nuevamente la boca del tubo y coloque el tapón de algodón. Regrese el tubo a la gradilla.

- Emulsione el crecimiento en la gota de agua.

· Extienda la suspensión en una capa delgada y uniforme, sin llegar a los bordes del portaobjetos.

-  Flamee nuevamente el asa y colóquela en su lugar.

· Seque por calentamiento suave, sosteniendo la lámina a 20-30 cm sobre el mechero. 


No  deje que el liquido hierva.

- Fije el extendido por pasajes rápidos (2-3 veces), por la parte superior de la llama del mechero. Para evitar el recalentamiento es conveniente tocar la piel del dorso de la mano con la lámina después de cada pasaje. (Esto evita que el extendido se desprenda durante el proceso de lavado y decoloración cuando la haya).

D.2  Coloración con Azul de Metileno:

a.- Prepare un extendido, fíjelo y después cúbralo con la solución de azul de metileno.

b.- Déjela actuar por un minuto.

c.- Lave con agua corriente y deje secar al aire. 

d.- Examine con objetivo de inmersión.

Repita con safranina u otro colorante.

MICROBIOLOGÍA
PRÁCTICA Nº 5

TÉCNICAS DE COLORACIÓN
A. OBJETIVOS.

Objetivo General:

Conocer las coloraciones de más uso en Microbiología.

Objetivos Específicos:

Mencionar los colorantes empleados en las tinciones de Gram y de Ziehl Neelsen..

Diferenciar los microorganismos grampositivos de los gramnegativos.

Identificar bacilos ácido alcohol resistentes.

B. INTRODUCCIÓN.


La coloración simple es de ayuda para la caracterización morfológica de las bacterias; no obstante su información es limitada, por ello se dispone de otras técnicas de coloración que nos permiten diferenciar grupos de microorganismos, son las tinciones diferenciales como las de Gram y la de Ziehl Neelsen o para la cápsula (tinta china) y flagelos (sales de plata).

Con la tinción de Gram las bacterias pueden diferenciarse en dos grandes grupos, según lo implementara en el siglo XVIII el bacteriólogo danés Christian Gram; los microorganismos grampositivos se tiñen de violeta, mientras que aproximadamente un tercio de los cocos, la mitad de los bacilos y todos los organismos espirilados se tiñen de rojo y se dice que son gramnegativos (para la composición de los colorantes remitirse al apéndice 2). El mecanismo o fundamento de la tinción de Gram generalmente se relaciona con el espesor de la pared celular (capas de péptidoglucano), aunque no existe un componente único de esa pared que puede explicarla. La tinción de Gram permite asimismo controlar la contaminación, por observación de una homogeneidad morfológica y tintorial.

 Coloración de Ziehl-Neelsen: algunos microorganismos son lipofílicos y difíciles de teñir (géneros Mycobacterium y Nocardia), pero una vez teñidos son resistentes a la decoloración; como característica se tiñen de rojo con carbolfucsina y no se decoloran con alcohol ácido, denominándose bacilos ácido alcohol resistentes: BAAR.

Esta propiedad tintorial parece relacionarse con la presencia de ácidos micólicos unidos a la pared celular en la pared intacta. Cuando se examina bajo la luz del microscopio, las micobacterias aparecen como bacilos rojos brillantes, contra un azul claro.

C. MATERIALES.

Cultivo de S. aureus, E. coli,, B. thuringiensis.

Batería para tinción de Gram.

Batería para Ziehl Neelsen.

D. DESARROLLO DE LA PRÁCTICA.

D. 1 Coloración de Gram.

1.-
Prepare un extendido con el cultivo de Staphylococcus aureus de la manera ya conocida.

2.-
Déjelo secar y fíjelo por  calentamiento.

3.-
Cubra el extendido con la solución de violeta cristal alcalina y déjelo actuar por un minuto.

4.-
Escurra el exceso de colorante y lave con la solución de yodo (lugol).

5.-
Aplique la solución de yodo y déjela actuar por un minuto.

6.-
Escurra el exceso de yodo y decolore con una mezcla de alcohol-acetona hasta que no se desprenda más colorante de la preparación (15 segundos).

7.- Lave con agua corriente.

8.-
Aplique una solución de safranina y déjela actuar por un minuto.

Repita separadamente el proceso, usando las otras cepas.

D.2 Coloración de Zihel Neelsen.

1.- Prepare un extendido con la muestra indicada por su instructor.

2.- Déjelo secar y fíjelo por calentamiento.

3.- Coloque la lámina en el soporte apropiado y cubra el extendido con fucsina de Ziehl    concentrada.

4.- Caliente suavemente hasta la emisión de vapores. No debe dejarse hervir el colorante.

5.- Sostenga el calentamiento por 3 minutos.

6.- lave con agua corriente.

7.- Decolore con alcohol clorhídrico.

8.- Lave con agua corriente.

9.- Cubra el extendido con la solución de azul de metileno y déjelo actuar por 1 minuto.

10.- La ve nuevamente con agua corriente, escúrralo y deje secar al aire.

11.- Examine con objetivo de inmersión.

Repita para las otras muestras.

¿Cómo se ven con la coloración simple las bacterias empleadas?. Y en el caso de la coloración de Gram, ¿Cómo describe cada una de ellas?. ¿Qué sucede si se colorean con Ziehl-Neelsen? ¿Qué función cumplen el lugol y la mezcla alcohol acetona y alcohol ácido en las coloraciones empleadas aquí?.

 APÉNDICE 2

COLORANTES Y REACTIVOS

TINCIÓN DE GRAM.

a.
Solución de cristal violeta.

Solución A:


Cristal violeta
  2,0 gr.


Alcohol etílico

30,0 ml.

Solución B:


Oxalato de amonio
 0,8 gr.


Agua destilada c.s.p.
    20,0 ml.

Se diluye la solución A al 10% en agua destilada, y se mezcla con igual volumen de la solución B.

b.
Solución de lugol:

            Yodo
1,0 gr.
            Yoduro de potasio
2,0 gr.
            Agua destilada c.s.p.
200,0 ml.
c. Decolorante:
            Alcohol etílico
75,0 ml.
            Acetona
25,0 ml.
d. Contraste:
            Solución de safranina
10,0 ml.
            Agua destilada
90,0 ml.

Solución de safranina


Safranina
2,5 gr.

Alcohol etílico
97,5 ml.

TINCION DE ZIEHL NEELSEN.

a. Fucsina fenicada


  Fucsina básica
0,3 gr.

  Alcohol etílico
10,0 ml.

  Ácido fénico
5,0 gr.

  Agua destilada
95,0 ml.

b.
Decolorante:


Alcohol etílico
97,0 ml.

c.
Contraste


Azul de metileno
0,3 gr.


Agua destilada
       100,0 ml.

MICROBIOLOGÍA

PRÁCTICA N° 6
COCOS PIÓGENOS

A. OBJETIVOS.

Tomar muestras nasofaríngeas y de garganta.

Aislar microorganismos de las vías respiratorias altas.

Hacer algunas pruebas diagnósticas de laboratorio para cocos piógenos.

B.
INTRODUCCIÓN.

El hombre se ve bombardeado constantemente por abundantes microorganismos que ocupan nuestro ambiente externo: igualmente sobre las superficies corporales (piel y mucosas), conseguirnos microorganismos que representan la flora normal (comensales) y en un momento determinado a esta flora se pueden aunar otros agentes que producen enfermedades (patógenos). A nivel de la piel encontramos levaduras, S. epidermidis, Propionibacterium acnes, difteroides, Streptococcus sp., Peptoestreptococcus, entre otros. El Staphylococcus aureus excepcionalmente habita solo la nariz y quizás el periné, pero puede observarse colonización transitoria por este agente en otros sitios anatómicos.

La nasofaringe es el hábitat natural de bacterias y virus patógenos que causan infecciones de nariz, garganta, bronquios y pulmones, así ciertos sujetos son portadores nasales de estreptococos y estafilococos y descargan este organismo en cantidades desde la nariz hacia el aire. En la orofaringe se hallan normalmente concentraciones y combinaciones variables de estreptococos   ( hemolíticos  (S. mutans y S. salivarius), especies de neisserias que no son N. gonorrhaeae, estafilococos coagulasa negativos (y ocasionalmente S. aureus), Haemophilus sp.,  S. pneumoniae,  Cándida  albicans  y  algunas  veces  Streptococcus ( hemolíticos.

En muchos casos el aislamiento de un microorganismo patógenos de estos sitios no debe emplearse per se como argumento para la etiología de un proceso, ya que se requiere de parámetros clínicos y otras pruebas de laboratorio para relacionar su presencia con enfermedad; aunque no se puede desestimar su potencial patógeno.

C. MATERIALES

- Cultivos de S aureus, S. epidermidis y S. pyogenes.
- 2 Placas de agar nutritivo.
- 2 Placas de agar sangre.
- 2 Tubos de caldo tripticasa soya.
- 2 Tubos con 0,5 ml de plasma citratado.
- Bajalenguas.
- 2 Placas de salado manitol
- 2 Hisopos estériles en tubos con
- H202 (apéndice 3).
 solución fisiológica.

D.
DESARROLLO DE LA PRÁCTICA.

D.
1 Toma de muestras de nasofaringe.

Las muestras de hisopado nasal al igual que el faríngeo se realizarán entre los estudiantes. Se procede así: con el pulgar de una mano, se levanta suavemente la punta de la nariz, se humedece la punta del hisopo en solución fisiológica y se inserta con suavidad en uno de los orificios nasales; se mueve el hisopo hacia atrás y hacia arriba a lo largo del tabique nasal hasta que una resistencia evidente indique que se ha llegado a la parte posterior de la faringe, se retira suavemente el hisopo. Se dividen las placas por la mitad, se rotulan como nasal y faríngeo más el nombre de la persona, se siembra el material del hisopo en agar sangre y salado manitol, tocando la superficie respectiva con el hisopo en el lado correspondiente y luego dispersando con el asa bacteriológica. Cultivar por 18-24 horas a 370 C.

Resultados.

Hacer tinción de Gram de algunas de las colonias.


D.2 Cultivo de la garganta.

Se instruye a la persona a que respire profundamente y se deprime la lengua con suavidad con un bajalengua, luego se extiende el hisopo entre los pilares amigdalinos y detrás de la úvula, teniendo la precaución de no tocar las paredes laterales de la cavidad bucal, hacer que la persona diga “ah”, sirve para levantar la úvula y ayuda a reducir el reflejo nauseoso, el hisopo debe moverse hacia atrás a través de la parte posterior de la faringe para tener una muestra adecuada. se emplea el hisopo como se indicó arriba.

Resultados.

Hacer tinción de Gram de algunas de las colonias.

D.3 Pruebas de laboratorio.

Repique las cepas de S. aureus y S. epidermidis en caldo de tripticasa soya, repique las cepas de S. aureus, S. pyogenes en agar nutritivo. Incube por 18-24 horas a 37 0 C. Haga las siguientes pruebas.

1.
Prueba de la coagulasa.

En un tubo: inocule una asada de S. aureus en un tubo contentivo de 0,5 ml de una solución de plasma al 20%. Incubar a 37 0C en una incubadora o en baño de María, examine cada 15 minutos hasta el aparecimiento de un coágulo. Simultáneamente haga lo mismo con S. epidermidis.

Resultados.

__________________________________________________________________________

___________________________________________________________________________

II.
En lámina: coloque una gota de solución salina en una lámina, emulsione una pequeña cantidad del cultivo de S. aureus en dicha gota y agregue una gota de plasma. Una prueba positiva se manifiesta por la formación de pequeños coágulos en menos de un minuto. Haga lo mismo con S. epidermidis.

Resultados.

__________________________________________________________________________

___________________________________________________________________________

III. Prueba de la catalasa.

Se colocan una pocas gotas de la solución de peróxido de hidrógeno al 3% sobre una colonia del cultivo de estafilococos en agar nutritivo. Una efervescencia rápida indica la liberación de oxigeno molecular y es una prueba positiva. Proceder igual con S. pyogenes.

Resultados.
__________________________________________________________________________

___________________________________________________________________________

MICROBIOLOGÍA

PRÁCTICA N0 7

EXAMEN BACTERIOLÓGICO DE LOS ALIMENTOS
A. OBJETIVOS.

OBJETIVO GENERAL.

Realizar pruebas de laboratorio para determinar la pureza bacteriológica de los alimentos.

OBJETIVOS ESPECÍFICOS.

Determinar la presencia de microorganismos en leche y bebidas comercializadas.

Hacer la identificación presuntiva de dichos gérmenes.

Mencionar los microorganismos de interés en el estudio de los alimentos.

B. INTRODUCCIÓN.

Los alimentos líquidos para consumo humano, como la leche y los jugos de frutas, preparados con fines comerciales, deben someterse a un proceso de pasteurización; es decir calentamiento a 62 0C durante 30 minutos. Este proceso resulta efectivo, porque los patógenos de la leche (corno micobacterias, Salmonella, Streptococcus, y Brucella) no forman esporas y por ellos son esterilizados con seguridad por este procedimiento, además el recuento bacteriano total suele reducirse en 97-99%. Esa por ello que la identificación de microorganismos, sobre todo los coliformes, en leche y jugos, constituye un indicio de mala pasteurización o contaminación posterior del producto.

MÉTODOS PARA DETERMINAR LA CALIDAD DE LA LECHE.

La calidad de la leche depende de su valor nutritivo, sabor, aspecto y presencia o no de microorganismos. La leche de alta calidad que va a ser consumida por el hombre, debe contener tan pocas bacterias como sea posible. Tres procedimientos se usan comúnmente para determinar el contenido bacteriano en la leche; ello son:

- Recuento en placas: se hacen diluciones de la leche en agua estéril y luego se siembran en agar nutritivo por el método de la placa vertida.

- Recuento microscópico directo: se toma una asada de la leche y se transfiere a una lamina portaobjetos para su tinción y posterior observación al microscopio.

- Test de reducción de azul de metileno: la prueba de la reductasa proporciona un índice aproximado de la actividad bacteriana en la leche. Las bacterias contienen muchas enzimas que reducen varios sustratos y se dispone de diversos colorantes susceptibles a la reducción bacteriana, los cuales cambian de color cuando son reducidos, por lo cual se emplean como indicadores. Esta prueba es la que se realiza en el laboratorio.

C.
MATERIALES.

- Muestras de leche, jugo.

- 3 Tubos de agar nutritivo fundido.

- 1 Tubo con caldo lactosado ( y tubo de Durham en su interior: ver apéndice 3).

- 1 Placa de Levine y 1 de MacConkey (apéndice 3).

- 3 Placas estériles.

- 3 Tubos con 9,9 ml de agua estéril.

- Solución acuosa de azul de metileno 1:300 (apéndice 3).

- Pipetas de 10 ml estériles.

- Tubos de ensayo estériles.

D.
DESARROLLO DE LA PRÁCTICA.

D.
1 Pureza de la leche: prueba de la reducción de azul de metileno. Procedimiento:

- Agitar la leche para redistribuir la crema y luego pipetear 10 ml en tubo de ensayo.

· Añadir 1 ml de solución acuosa de azul de metileno a los 10 ml de leche y anotar el tiempo

en el cual el colorante se incorporó.

· Colocar el tubo en un baño de María a 37 0C, examínelo después de dos horas, seis horas y

ocho horas de incubación para determinar si el azul de metileno se ha decolorado, es decir, reducido.

La leche puede ser clasificada de acuerdo al tiempo de reducción corno sigue:

Colorante reducido en dos horas: leche de pésima calidad.

Reducción a las seis horas: leche de regular calidad.

Reducción a las ocho horas: buena leche.

Colorante no reducido a las ocho horas: leche excelente.

D.
2 Examen bacteriológico de jugos de frutas.

En este tipo de estudios se realizan pruebas presuntivas, pruebas confirmativas y pruebas completas. Desarrollaremos las dos primeras y la última será motivo de la próxima práctica.

Procedimiento.

1.
Recuento en placas

Agitar la muestra y hacer diluciones de la misma de la siguiente manera:

0.1 ml de jugo + 9,9 ml de agua.
1:100
0,1 ml de la solución 1:100 + 9,9 ml de agua.
1:10.000
0,1 ml de la solución 1:10.000 + 9,9 ml de agua.
1:1.000.000

Cada tubo debe agitarse vigorosamente una vez añadida la muestra: pipetear 2 ml de las diluciones  en placas estériles y por duplicado, para luego añadir el agar nutritivo fundido a 45 0 C, rotar suavemente para mezclar, dejar solidificar y llevar a estufa a 37 0 C.

II.
Prueba Presuntiva.

Tome 2 ml de jugo y mezcle con el caldo lactosado, agitar y llevar a incubadora.

III.
Prueba Confirmativa.

La prueba confirmativa se hace a las 24 horas posteriores de la siembra de las muestras de jugo, pero por razones de tiempo, se hará en esta misma sesión.

Tome una asada del jugo y siembre en agar MacConkey y Levine. Incube a 37º C.

Resultados.

Recuento en placas:

Determinar en cuales placas hubo un crecimiento entre 30 a 300 colonias y de acuerdo con la dilución correspondiente, estimar el número de colonias por ml de la muestra original.

___________________________________________________________________________

___________________________________________________________________________

Prueba Presuntiva:

Observe si hay turbidez en los tubos de caldo lactosado y si existen burbujas dentro de los tubos de fermentación.

___________________________________________________________________________

___________________________________________________________________________

Prueba Confirmativa.

Observe si hay crecimiento en los medios inoculados, describa las características de las colonias.

___________________________________________________________________________

___________________________________________________________________________

APÉNDICE 3

VARIOS

Solución de peróxido de hidrógeno
Composición
Cantidad.
H2 02
     3,0 ml
Agua destilada c.s.p.
   97,0 ml.

Azul de metileno 1:300.

Azul de metileno
     1,0 gr
Agua destilada c.s.p.
300,0 ml.

Caldo lactosado.

Extracto de carne
     3,0 gr
NaCl
     8,0 gr
Peptona
    10,0 gr
Lactosa
    10,0 gr
Rojo de fenol
    18,0 mgr
Agua destilada c.s.p.
1000,0 ml.

Se coloca un tubo de Durham invertido.

MacConkev.

Peptona
    20,0 gr
Lactosa
    10,0 gr

Sales biliares
      1,5 gr
NaCl
     5,0 gr
Agar
    13,5 gr
Rojo neutro
     0,03 gr

Cristal violeta
     0,001 gr

Agua destilada c.s.p.
1000,0 ml.

MICROBIOLOGÍA

PRÁCTICA N° 8

PRUEBAS BIOQUÍMICAS PARA LA IDENTIFICACIÓN DE

ENTEROBACTERIAS

A.
OBJETIVOS.

Mencionar las pruebas bioquímicas para la identificación de las enterobacterias.

Realizar siembras de diferentes medios para pruebas bioquímicas.

Interpretar los resultados de las pruebas.

B.
INTRODUCCION.

Los bacilos gramnegativos que pertenecen a la familia Enterobacteriaceae son los aislamientos bacterianos hallados con más frecuencia en nuestras clínicas en el laboratorio de microbiología. Ampliamente dispersos en la naturaleza, estos microorganismos se encuentran en el suelo, agua y plantas como indica el nombre de la familia, en el tubo digestivo de humanos y animales. Los miembros de las Enterobacteriaceae pueden ser incriminados virtualmente en cualquier tipo de enfermedades infecciosas y ser recuperados de cualquier muestra recibida en el laboratorio. Si bien es cierto que las características morfológicas y tintoriales de las bacterias son de utilidad en la orientación diagnóstica; para las enterobacterias en particular resulta necesario efectuar pruebas bioquímicas que nos permitan hacer un diagnóstico de género y especie. Tales pruebas se basan en la capacidad de las bacterias para utilizar determinados azúcares como fuente de energía para producir ácidos; actuar sobre sustratos con la producción e H2S, indol, etc. A continuación se describirán brevemente las empleadas  en  esta práctica.  Para la composición de los diferentes medios ver  el apéndice Nº 4.

Fermentación de azúcares: a través de una serie de clivajes y transformaciones glucolíticas enzimáticas, la molécula de glucosa es dividida en una serie de compuestos de tres carbonos, de los cuales el más importante es el ácido pirúvico, secuencia que se conoce como la vía de Embden-Meyerhof. Las bacterias se diferencian por los hidratos de carbonos que emplean (lactosa, maltosa, etc.) y los tipos y cantidades de ácido mixto que producen, por ejemplo Escherichia coli fermenta la glucosa a gran cantidad de ácidos acético y láctico, con una marcada caída del pH del medio lo cual se detecta mediante la prueba positiva de rojo de metilo. Por otra parte el grupo Klebsiella-Enterobacter-Hafhia-Serratia ,metaboliza el ácido pirúvico a través de la vía del butilénglicol, produciendo ácido metilcarbinol (acetoína) y una prueba de  Voges-Proskauer positiva.

Acción sobre proteínas y aminoácidos: las bacterias pueden atacar el triptófano y convertirlo en indol lo que constituye la prueba del indol, asimismo su actividad sobre aminoácidos como cisteína, cistina o sobre tiosulfato de sodio libera H2S detectable en el agar hierro de Kligler medio éste que permite simultáneamente detectar fermentación de carbohidratos.

Otros:
algunos microorganismos utilizan el citrato corno fuente de carbono para metabolismo y crecimiento, lo que constituye la prueba del citrato. La detección de oxidasa también es útil, ya que todo microorganismo que muestra actividad de citocromo oxidasa se excluye de la familia Enterobacteriaceae.
c. MATERIALES.

· 1 Tubo de agar semisólido

· 1 Tubo de caldo lactosado.

· 1 Tubo de medio OF glucosa.

· 1 Tubo de medio OF sacarosa.

· 1 Tubo de medio OF maltosa

· 1 Tubo de medio OF manitol.

· 1 Tubo de Kligler.

· 1 tubo de MIO

· 2 Tubos RM-VP.

· 1 Tubo de caldo triptófano.

· 1 Tubo de agar citrato.

· 1 Tubo de caldo de úrea.

· Reactivo de Ehrlich, éter.

· Rojo de metilo.

· ( naftol, KOH al 40%.

· Reactivo de Kovac.

· Cultivos de E. coli, Klebsiella sp., ,Proteus sp., Enterobacter sp.. Serratia sp.. y Pseudomonas sp.
D. DESARROLLO DE LA PRÁCTICA.

D. 1 Hacer tinción de Gram para cada una de las muestras.

D.2
Sembrar los microorganismos en medios indicados, empleando para ello la aguja de inoculación. Su instructor le indicará la forma de inocular este instrumento en medios líquidos, sólidos y semisólidos. Incubar a 37 0 C por 18-24 horas.

Resultados:

Observe si hay cambio de color en los medios con azúcares, citrato, caldo de úrea y Kligler;  efectúe las otras pruebas como se indica a continuación.

Prueba del Indol.

a.
Mezcle vigorosamente 5 ml del caldo de triptófano con 1 ml de éter, espere hasta que el éter suba y forme una capa en la interfase liquido aire.

b.
- Añada 0,5 ml de reactivo de Ehrlich, vaciando contra la pared del tubo para formar una nueva capa intermedia entre el medio y el éter.

 Si hay indol presente, aparece un color rosado a rojo. No mezcle ni agite el tubo después de añadir el reactivo.

Prueba de rojo de metilo:

Añada al caldo 5 gotas del indicador rojo de metilo, observe el desarrollo de color:

Rojo: positivo; amarillo: negativo.

Prueba de Voges-Proskauer:

Añadir al cultivo 0,6 ml de ( naftol al 5% y 0,2 ml de KOH al 10%, espere de 5 a 10 minutos, si la reacción es positiva aparece un color anaranjado rojizo sobre la superficie que luego se extiende al resto del medio.

Interpretación del Kligler:

Para la identificación en el Kligler debe tenerse presente que el medio contiene como azúcares fermentables glucosa y lactosa. La fermentación de la glucosa se traduce por un cambio de color del medio en la base del mismo. La producción de gas a partir de la fermentación de los glúcidos se manifiesta por rompimiento y levantamiento del agar.

Cuando hay producción de H2S el medio toma una coloración negra de extensión variable, relacionada con la cantidad de ácido producido.


REACCIÓN
 ORGANISMOS POSIBLES

___________________________________________________________________________


Bisel amarillo

  E. coli, Klebsiella, Enterobacter


Fondo amarillo



Gas

  

_____________________________________________________________

Igual al anterior

  Citrobacter


+ color negro


_____________________________________________________________


Bisel rojo

  Morganella morganii,

Fondo amarillo

 Sligella sp., Salmonella (H2S -) 

Gas




​​​​​​​​​​​_____________________________________________________________


Igual al anterior

Salmonella (casi todas)

+ ennegrecimiento
 Proteus mirabilis. Arizona, Citrobacter


_____________________________________________________________



   Bisel rojo



Sligella sp, S. typhi, Providencia.



   Fondo amarillo



   Gas ausente



    _____________________________________________________________



  Bisel rojo



Pseudomonas sp., Alcaligenes faecalis.



  Fondo rojo ___________________________________________________________________________

Prueba de la citocromo oxidasa:

Se empleará la técnica directa en placa, para ello se agregan de 2 a 3 gotas del reactivo de Kovac (clorhidrato de tetrametil-p-fenilendiamina al 10/o) a una de las colonias. Las colonias bacterianas que tiene actividad de citocromooxidasa desarrollan un color azul oscuro en el sitio de la aplicación en un lapso de 10 segundos.

ANOTE LOS RESULTADOS DE LAS PRUEBAS BIOQUÍMICAS DE ACUERDO A  LAS TABLAS SIGUIENTES:

TABLA Nº 1


Bacteria
Mot    Glu    Lac    Sac    Man    Mal    Indol   RM    VP    Citrato    Oxidasa

___________________________________________________________________________

___________________________________________________________________________

___________________________________________________________________________

___________________________________________________________________________

___________________________________________________________________________

TABLA Nº 2

COMPORTAMIENTO EN EL MEDIO DE KLIGLER


Bacteria
Base                 Superficie                     Gas
H2S

___________________________________________________________________________

___________________________________________________________________________
___________________________________________________________________________

___________________________________________________________________________
___________________________________________________________________________
APÉNDICE 4

Agar semisólido (Motilidad)

Peptona
    10,0 gr
 NaCl
     5,0 gr
Agar
     5,0 gr

Agua destilada c.s.p.
1000,0 ml.

El medio se siembra por punción con la aguja de inoculación, tratando que el trayecto de entrada y salida sea el mismo. Luego del crecimiento, la disposición como en raíz de planta por fuera del eje de inoculación indica que la bacteria es móvil.

Medio OF (Hugh y Leifson)

Peptona
    10,0 gr
       NaCl
     5,0 gr

  K2HPO4






      0,3 gr

  Azul de bromotimol




    0,03 gr

Agar
     2,5 gr

       Agua destilada c.s.p.
1000,0 ml.

Se adicionan los azúcares respectivos (glucosa, sacarosa, manitol y maltosa) a una

concentración al 1%. Para los resultados tomar en cuenta que el azul de bromotimol es el indicador de pH, este es amarillo a un pH < 6 a un pH > 7,6.

La presencia de agar permite asimismo determinar motilidad.

Kligler

     Digerido de caseína
    10,0 gr
     Digerido de tejido animal
    10,0 gr

     Lactosa
    10,0 gr
     Glucosa
      1,0 gr
     NaCl
      5,0 gr

     Citrato de amonio férrico
      0,5 gr
     Tiosulfato de sodio
      0,5 gr

     Rojo de fenol
      0,025 gr
     Agar
    15,0 gr

     Agua destilada c.s.p.
  1000,0 ml.

Los tubos se dejan enfriar inclinados para que se forme el pico de flauta, se siembra por punción en profundidad y por estrías en la superficie con el mismo inóculo , el rojo de fenol es amarillo con un pH < 6,8. El tiosulfato de sodio es atacado por las bacterias y el H2S producido reacciona con la sal férrica para lograr un precipitado negro en la prueba positiva.

Medio de Rojo de Metilo, Voges-Proskauer (RM-VP)


Peptona de gelatina
 7,0 gr.

Glucosa
 5,0 gr.

K2HPO4
  5,0 gr.

Agua destilada c.s.p.
1000,0 ml.

Caldo triptófano


Medio RM-VP
100,0 ml.

Triptófano
    0,1 gr.

Citrato de Simmons


Fosfato de monoamónico
 1,0 gr.

Fosfato dipotásico
 1,0 gr.

NaCI
 5,0 gr.

Citrato de sodio
 2,0 gr.

Sulfato de magnesio
 0,20 gr.

Agar
15,0 gr.

Azul de bromotimol
  0,80 gr.

Agua destilada c.s.p.                                                       1000,0 ml.

El tubo con el medio se deja enfriar inclinado, para formar el pico de flauta se toma una colonia bien individualizada de la superficie de un medio de aislamiento y se inocula como una estría única sobre la superficie del pico de flauta, la aparición de un color azul oscuro a las 24 horas indica que el microorganismo utiliza el citrato, ya que se obtienen productos alcalinos que hacen virar el indicador de pH a este color.

MIO (Motilidad, Indol y Ornitina descarboxilasa)


Digerido péptico de tejido animal
10,0 gr.

Hidrolizado de caseína
10,0 gr.

Extracto de levadura
 3,0 gr.

Clorhidrato de L-ornitina
 5,0 gr.

Dextrosa
 1,0 gr.

Agar
 2,0 gr.

Púrpura de bromocresol
  0,02 gr.

Agua destilada c.s.p.                                                       1000,0 ml.


Se inocula por punción como en  la motilidad sola, después de 24 horas se observa el cambio del color y se añade el reactivo de Kovac par indol.
Reactivo de Ehrlich


p-dimetilaminobenzaldebido
 2,0 gr.

Alcohol etílico absoluto                                                    150,0 ml.

HCl concentrado
400 ml.

El indol es uno de los productos para la degradación metabólica del aminoácido triptófano, la triptofanasa hidroliza y desamina el triptófano con la producción de indol, ácido pirúvico y amoníaco. En esta prueba, el éter extrae el indol presente en el caldo y cuando este compuesto reacciona con el grupo aldehído del paradimetilaminobenzaldelido se forma un complejo de color rojo.

Rojo de metilo

Rojo de metilo
0,1 gr.

Alcohol etílico absoluto                                                   300,0 ml.

Agua destilada c.s.p.                                                        200,0 ml.

El rojo de metilo es un indicador de pH con un espectro entre 6,0 (amarillo) y 4,4 (rojo), su viraje a rojo requiere que el pH del medio sea más bajo que el de otros indicadores de pH; por ende para producir este cambio de color, el microorganismo debe producir grandes cantidades de ácidos fuertes (láctico, acético, fórmico) a partir de los hidratos de carbono.

Voges-Proskauer


( naftol
 5,0 gr.

Etanol absoluto                                                                100,0 ml.

Algunas bacterias fermentan carbohidratos hasta la producción del n acetil carbinol (acetoína) un producto neutro. En presencia de oxígeno atmosférico y KOH al 40%, la acetoína es convertida en diacetilo y el ( naftol sirve como catalizador para producir un complejo de color rojo.

Caldo de urea


Úera







20 grs.




Fosfato monopotásico




 9,10 grs


Fosfato disódico





 9,50 grs


Extracto de levadura




 0,10 grs


Rojo de fenol





 0,01 grs


Agua des tilada




 
1,0 lts.

El ataque de la bacteria sobre la urea, es posible gracias a la enzima ureasa, se obtienen al final productos alcalinos que se detectan por el viraje del indicador rojo de fenol hacia el color fucsia.

Reactivo de Kovac (prueba de la citocromo oxidasa)


Clorhidrato de tetrametil-p-fenilendiamina                          1,0 gr.

Agua destilada
        100,0 ml.

En la prueba de la citocromo oxidasa se utilizan ciertos colorantes reactivos como el clorhidrato de p-fenilendiamina, que sustituye al oxígeno como aceptor de electrones. En estado reducido, el compuesto es incoloro, sin embargo, en presencia de citocromo oxidasa y oxígeno atmosférico la parafenilendiamina es oxidada y forma azul de indofenol.

MICROBIOLOGÍA

PRÁCTICA Nº 9

UROCULTIVO Y ANTIBIOGRAMA

A. OBJETIVOS.

Realizar recuentos de colonias.

Interpretar los resultados de las pruebas cuantitativas en un urocultivo.

Realizar un antibiograma según el método de Kirby Bauer.

Determinar la susceptibilidad de los microorganismos a distintos antibióticos.

B. INTRODUCCIÓN.

Las infecciones urinarias constituyen procesos infecciosos que frecuentemente afectan  al

ser humano (ambos sexos). Pueden definirse como la infección del parénquima renal y del sistema colector (pielonefritis) o tan solo de la vejiga (cistitis). Su importancia radica en la elevada incidencia con que se presente y porque la pielonefritis es una causa frecuente de insuficiencia renal. Ante un paciente en el que se sospecha de una infección urinaria, se debe solicitar un examen de orina para corroborar el diagnóstico; siendo ideal además un urocultivo y un antibiograma.

En el reporte de un análisis general de orina se ofrece una información en cuanto al pH de la muestra, densidad, presencia de hemoglobina, proteínas, etc.; en particular nos interesa aquella que sugiere una infección urinaria, para ello se procede a la lectura del sedimento urinario. En su realización se centrifugan 10-15 ml de orina a 3000 rpm durante 10 minutos; el sedimento obtenido que se observa al microscopio con objetivo 40X. como elementos diagnósticos tenemos: presencia de bacterias (abundantes), piocitos (>10 x campo) y células descamativas (>10 x campo).

Es importante recordar que los resultados del análisis general de orina así como del urocultivo se hallan supeditados a la calidad de la muestra, la orina puede ser de micción obtenida por cateterismo vesical y finalmente la tomada por punción suprapúbica. En líneas generales se recomienda la recolección de la orina de la segunda parte de la micción o chorro intermedio, teniéndose como requisito que el paciente se encuentre con una retención de orina como mínimo de 3 horas, siendo por ende la primera orina de la mañana la más representativa. Además la persona no debe haber recibido antimicrobianos los tres días previos a la realización del examen a menos que se trate de un control de tratamiento. Se recomienda una limpieza rigurosa previa de los genitales con agua y jabón, se inicia la emisión del chorro de orina y luego de la expulsión de unos 15 a 20 ml se recolecta la segunda parte del mismo. Se emplean colectores de orina ad hoc y se envía de inmediato al laboratorio o se mantiene refrigerado hasta el momento de su despacho.

Con el urocultivo en líneas generales lo que se pretende es aislar el germen causal del proceso infeccioso, que en un 80% de los casos es E. coli. Una vez aislado el microorganismo se procede a realizar estudios de sensibilidad a los antibióticos, lo que se conoce como antibiograma, este representa una medida de la concentración del antibiótico capaz de inhibir el crecimiento bacteriano.

Existen vanos métodos para probar la susceptibilidad de los microorganismos a los antibióticos siendo la difusión en disco el más utilizado, fue ideada por Kirby y Bauer; se realiza en un medio transparente y simple como el agar de Müeller Hinton (Ver apéndice Nº 5). Se fundamenta en la liberación del antibiótico al medio e inhibición del crecimiento bacteriano en áreas concéntricas a la del disco. La técnica se describe en el desarrollo de la práctica.

Se recomienda al estudiante:

Traer muestras de orina.

Revisar la clasificación de los antimicrobianos en base a su mecanismo de acción:

a.- Inhiben la síntesis de la pared celular: Penicilina, Cefalosporinas. Vancomicina, Baci-tracina.

b.- Afectan la síntesis de proteínas: Cloranfenicol, Tetraciclinas, Eritromicina, Amino-glucósidos.

c.- Afectan el metabolismo de los ácidos nucleicos: Rifampicina. Quinolonas.

 d.- Antimetabolitos: Trimetroprim, Sulfonamidas.

C.
MATERIALES.

- Muestras de orina

- 3 Tubos de ensayo estériles.

- 3 Pipetas de 1 ml estériles.

- 3 Placas de Petri estériles.

- 3 Tubos de caldo tripticasa soya.

- 3 Tubos de agar tripticasa soya (TSA).

- Placas de agar sangre.

- Placas de Levine.

- Placas de Müeller Hinton.

- Asa calibrada.

- Discos de antibióticos.

- Pinzas estériles.

- Cultivos bacterianos.

D. DESARROLLO DE LA PRÁCTICA.

D.1 Realización de un urocultivo.

D.1.1 Debido a que no puede practicarse en todo paciente una punción suprapúbica o sondeo vesical, las muestras provienen del chorro de micción; de aquí que para diferenciar una bacteriuria verdadera de una contaminación, se realiza el estudio cuantitativo o recuento de colonias (introducido por Kass), como se indica:

a.- Homogenizar la muestra mediante agitación.

b.- Hacer diluciones de la muestra en estudio:

0,1 ml de orina + 9,9 ml de caldo TS =   1 /100.

1,0 ml de 1/100 + 9,0 ml de caldo TS =  1/1000.

1,0 ml de 1/1000 + 9,0 ml de caldo TS =1/10000.

c.- Depositar 1 ml de cada dilución en las cápsulas de Petri, añadir luego TSA fundido y enfriado a 45º C.

d.- Rote suavemente para favorecer la distribución homogénea de la muestra, rotule e incube a 370 C por 18-24 horas.

D.1.2 Como alternativa al método anterior, se tiene el de la estimación cuantitativa mediante el uso del asa calibrada (esta última es una asa con un diámetro interno aproximado de 0,4 cm lo que permite tomar 0,01 ml de liquido), para ello se procede así:

a.- Tomar una asada de la muestra en estudio.

b.- Sembrar por estrías en las placas de agar sangre y Levine. Rotular e incubar a 370 C por 18-24 horas.

D.2 Realización de un antibiograma.

a.- Introducir un hisopo estéril en el tubo de tripticasa soya con la cepa asignada. 

b.- Pasar el hisopo por toda la superficie del medio de Müeller Hinton, dejar secar un poco.

c.-  Con ayuda de una pinza. colocar los diferentes discos de antibióticos sobre la superficie del agar tomando la precaución de que la distancia entre los diferentes discos sea de 1,5 a 2 cm.

d.- Rotular e incubar a 37º C durante 18-24 horas.

E.
RESULTADOS.

Método de Kass

Elegir la placa que contenga entre 30 a 300 colonias, multiplicar el número obtenido por la dilución respectiva para estimar el contaje de la muestra inicial.

______________________________________________________________________________________________________________________________________________________

___________________________________________________________________________

Método del asa calibrada.

Contar el número de colonias desarrolladas y multiplicar por 100 (factor de corrección), para obtener el contaje total.

___________________________________________________________________________

___________________________________________________________________________

Informe de los resultados del urocultivo.

a.
No hubo crecimiento bacteriano.

b.
Menos de 10.000 colonias por ml (Contaminación).

c.
Entre 10.000 y 100.000 colonias por ml (Depende de la situación, se pide repetir).

d.
Más de 100.000 colonias por ml (Infección urinaria).

Antibiograma.

Observar si en las placas existe una zona clara alrededor de los discos de antibióticos, en caso positivo medir los diámetros con una regla transparente y expresar los resultados en mm; de acuerdo con el halo de inhibición del crecimiento bacteriano y consultadas las tablas respectivas, se reporta:

a.- Sensible (S).

b.-
Intermedio o medianamente sensible (I).

c.-
Resistente (R).

MICROORGANISMO
ANTIBIÓTICO

___________________________________________________________________________
___________________________________________________________________________
___________________________________________________________________________
___________________________________________________________________________
___________________________________________________________________________
___________________________________________________________________________
___________________________________________________________________________
APÉNDICE 5
Medio de Mueller Hinton


Infusión de carne
   300,0 gr.

Aminoácidos
     17,5 gr.

Almidón
      1,5 gr.

Agar
    17,0 gr.

Agua destilada c.s.p.
1000,0 ml.

TABLA DE NTERPRETACION DE LOS HALOS DE INHIBICIÓN

                                                                                     Diámetro    del       halo

Antibiótico
Concentración
Siglas         Resistente         Intermedio      Sensible

Amikacina
30 (g
AN
11 ó <            12-13              14 ó >

Ampicilina
10 (g
A


Gramnegativos
11 ó <
     12-13              14 ó >


Estafilococos
20 ó <            21-28              29 ó >


 Haemophilus
 19 ó <                                    20 ó >
Cefalotina
   30 (g
CF                     14 ó <             15-17              18 ó>
Cloranfenicol
   10 (g
C
  12 ó<
  13-17               l8 ó >
Eritromicina
    l5 (g
E
   12 ó<

13 ó >
Gentamicina
   10 (g
G
12 ó <

13 ó>
Meticilina
     5 (g
DP
9 ó <
10-13
14 ó>
Penicilina
   10 UI
P
  Estafilococos


 20 ó<
21-28
29 ó >
  Otros


11 ó<
12-21
22 ó >

Vancomicina
     30 (g
V
   9 ó <
10-11
12 ó >

AGENTES QUIMIOTERÁPICOS

Acido nalidíxico
      30  (g
NA
13 ó <
14-18
19 ó >
Trimetroprima
       1,25 (g
         más
Sulfametoxazol
     23,75 (g
TXS
10 ó <
11-15
16 ó >
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LECTURA COMPLEMENTARIA N° 1

AGENTES FÍSICOS

Muchas bacterias patógenas tienen una tolerancia limitada a variaciones extremas en su ambiente físico y poseen poca capacidad de supervivencia fuera del cuerpo viviente. Otras, sin embargo, producen esporas que son altamente resistentes a las malas condiciones físicas del medio y permiten  que el organismo incremente su valor de supervivencia. Se mencionan entre los agentes físicos: la temperatura (calor y frío), las radiaciones, las vibraciones ultrasónicas y la filtración. A continuación se describe cada una de ellas.

CALOR: este agente físico puede usarse de dos maneras el calor húmedo y el calor seco. El efecto letal del calor húmedo se atribuye a la desnaturalización y coagulación de las proteínas. La aplicación de calor húmedo para la destrucción de bacterias puede hacerse de diversas formas: ebullición y vapor a presión; siendo este último el más eficaz porque posibilita temperaturas por encime del punto de ebullición del agua. El autoclave es el aparato que se emplea para la esterilización con vapor; para esterilizar objetos pequeños, se emplea una exposición de 20’ a 121° C. En cuanto al calor seco sus efectos letales se adjudican a la desnaturalización de proteínas, lesión por oxidación y efectos tóxicos de niveles elevados de electrolitos. La esterilización con calor seco requiere temperaturas más elevadas y un período más prolongado de calentamiento que la esterilización por vapor. Su uso está limitado primariamente a la esterilización de material de vidrio. La acción letal es resultado del calor transmitido desde el material con el cual los organismos están en contacto y no del aire caliente que lo rodea, enfatizando la importancia de un calentamiento uniforme de todo el objeto a esterilizar. El tipo más ampliamente utilizado de calor seco es el horno con aire caliente. Se requiere un tiempo de esterilización de 2 horas a 180° C para destruir todos los organismos, incluyendo  los formadores de esporas. Otras formas útiles incluyen incineración para objetos que deben ser destruidos y flameados por pasaje a través de la llama de un mechero de Bunsen.

CONGELACIÓN: Aunque muchas bacterias son destruidas por exposición al frío, la congelación no es un método confiable de esterilización. Primariamente se utilizó para preservar cultivos bacterianos. El congelamiento y descongelamiento son  mucho más destructivos para las bacterias que un almacenamiento prolongado con temperaturas de congelación.

RADIACIONES: la luz del sol posee una apreciable actividad  bactericida y juega un importante papel en la esterilización espontánea que ocurre en condiciones naturales. Su acción esterilizante se debe primariamente a su contenido de rayos ultravioleta, muchos de los cuales sin embargo se pierden por el vidrio y por la presencia de ozono en las regiones externas de la atmósfera. Su efectividad como agente letal y mutágeno está estrechamente relacionada con su longitud de onda, siendo más efectiva a 260 nm, lo cual corresponde a la máxima absorción del ADN. La LUV lleva a la formación de uniones covalentes entre los residuos de pirimidina adyacentes unos a otros en la misma cadena dando como resultado la formación de dímeros de pirimidina. Otro tipo de radiaciones, son las radiaciones ionizantes, de las cuales los rayos gamma electromagnéticos son los más importantes. Estas radiaciones tienen un mayor contenido de energía que la  radiación ultravioleta, y en consecuencia, tienen mucha mayor capacidad para producir efectos letales.

VIBRACIONES ULTRASÓNICAS: la sensibilidad de los microorganismos a las vibraciones ultrasónicas varían notablemente. Los más susceptibles son los bastones gramnegativos, y entre los más resistentes se hallan los estafilococos, que requieren largos lapsos de exposición. Aunque las vibraciones ultrasónicas son letales para muchos miembros de la población bacteriana expuesta, hay muchos sobrevivientes. En consecuencia, el tratamiento con este agente no es de valor práctico.

FILTRACIÓN: la filtración se basa en un proceso mecánico, que la interponer un material de diferente porosidad al paso de fluidos, se produce la retención de partículas que exceden el tamaño de los poros. Se emplea un cierto número de diferentes tipos de filtros con propósitos de esterilización. Estos incluyen: los filtros de Seitz compuestos de asbesto y celulosa; filtro de Berkefeld hecho con tierra de diatomácea y filtros de membrana que consisten en discos porosos de ésteres de celulosa.
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