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Practica 1

Técnica de inoculacién
bacteriana/medios de cultivo
y crecimiento

Myriom Angélica de la Carza Ramos

+ Caracteristicas de los microorganismos: temperatura, pH, reproduccion, anaerobio, aerobio, colonizacion

+ Medios de cultivo: requisitos para medio de cultivo (nutritivo), diferencias de siembras —agar/caldo, inoculacion,
(liguido, inoculacion inversa solido e liquido)

* Incubacion y crecimiento bacteriano: incubadoras, morfologia (liquido-solido) anaerobio, aerobio

+ Observacion y descripcion: deseribe la observacion de una muestra al microscopio y de cultivos bacterianos
en medio liquido/solido

C€OMPETENCIA ESPECIFICA

Aprender las técnicas de fransferencia desde un tubo con microorganismos a otro estéril.

CONOCIMIENTO ADQUIRIDO

El alumno practicard de forma consciente el protocolo del ciclo de practica para llevar a cabo la técnica
de transferencia de tubo con microorganismos a un tubo con medio estéril. También, observard con criterio
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cientifico cultivos de microorganismos en medios utilizados en el laboratorio (liquido-solido) y aprendera a des-
cribir resultados practicos de laboratorio para llegar a la explicacion de conclusiones determinantes.

OBJETIVO DEL ALUMNO

Siguiendo el protocolo del ciclo de practica:

-+ Desarollar un criterio cientifico en la elaboracion de todas sus practicas de laboratorio para obtener des-
cripciones claras que establezcan el valor de los resultados obtenidos durante la experimentacion.

IMPORTANTE

Esta practica te ayudard a dominar el uso del asa bacterioldgica para transportar los microorganismos a un
medio de cultivo, aplicando las normas de trabajo del laboratorio de microbiologia.

INTRODUCCION

Las bacterias que se siembran en medios estériles necesitan una temperatura adecuada para su reproduccion. Si
bien esta empieza de inmediato, a simple vista no ocurre nada. Si la temperatura se mantiene por cierto fiempo
(horas en algunas especies, dias en ofras),.el numere de bacterias puede incrementarse en gran medida hasta po-
der apreciarlas a simple vista como tubidez en caso de que el medio sea liquido o si es solido, es notoria la pre-
sencia de una marca o ‘nata” _sobre la superficie. A este periodo de espera se le conoce
como tiempo de incubacién, que se define como el tiempo requerido para que la multiplicacion de un microor-
ganismo (virus, bacteria, hongo, efe) sea evidente. En medios solidos, la aparicion de esa “nata” después de un
tiempo es lo que en microbiologia se lloma unidades formadoras de células o colonias (UFC) (depende del
estudio; p. €], si son cultivos de bacterias, se fratard de colonias; y si son cultivos de células para estudios de his-
tologia como fibroblastos, células de tefido conectivo, etc, se tratard de células formadas en el tejido celular).

En microbiologiay las UFC pueden tener un significado importante tanto para la salud como para el control
sanitario en muchos estudios; ya gue indican el grado de contaminacion de un producto (industria de los alimen-
tos, microbiologia de alimentos), la calidad de la esterilizacion (control de infecciones) o bien el nimero de agen-
tes patogenos en una enfermedad (p. €], en una bolsa periodontal o en un hemocultivo).

Esto mismo sucede en medios liquidos; la Unica diferencia es que, por la condicion del medio la tubidez se
mide con una escala diferente, a la cual se le llama biomasa. En este contexto, la biomasa puede medirse calcu-
lando el volumen del medio liquido antes de ser inoculado y después de un tiempo de incubacion. Esto es muy Util
para la industria de los alimentos, ya que la biomasa indica la produccion de ciertos microorganismos que garan-
tizan la calidad y el saborde algunos alimentos (p. €], yogur, cremo, quesos, cerveza, vino, efc.) o que infervienen

© Editorial EI Manual Moderno No uses, almacenes o distribuyas los contenidos de manera ilegal.



© Editorial EI Manual Moderno No uses, almacenes o distribuyas los contenidos de manera ilegal.

Practica l Técnica de inoculacion bacteriana/medios de cultivo y crecimiento 3

en la produccion de algunos bioinsecticidas (bioinsecticidas naturales), donde lo que se requiere €s una alta
cantidad del germen para poder comercializarse. Esto se realiza por la técnica de cultivos sincronicos, en
los cuales conforme se incrementa la biomasa se decanta y se vuelve a activar agregando nuevamente medio
de cultivo, o por medio de fermentadores, como sucede, por ejemplo, en la industria del vino o la cerveza.

Si se toma un asa bacteriologica cargada con un producto que contenga bacterias ‘de la misma especie
y s& hacen estrias del producto sobre una superficie tersa de medio nutritivo sélido, de tal. manera que el produc-
to se vaya “diluyendo” sobre la superficie, llega un momento en que las bacterias depositadas en la estria estan
bien separadas unas de ofras, y cada una empieza a reproducirse en progresion geométrica (1, 2, 4, 8, 16, 32,
64, 128, 256, etc.); después de un tiempo, que varia segun la especie bacteriana (tiempo de generacion), cada
una de las células individuales se ha multiplicado muchas veces formando sobre la superficie del medio un peque-
Ao promontorio (colonia), constituido por células bacterianas (UFC). Esto por lo regular ocurre de 24 a 48 h (has-
ta siete dios si se trata de bacterias anoerobias).

Las colonias de cada especie bacteriana son diferentes, ya sea en tamano, color, consistencia, elevacion,
tfransparencio, etc. (caracteristicas macroscopicas), y las bacterias pueden distinguirse gracias a ello, porque
se trata de caracteristicas determinadas por el tipo de bacteria que ha de aislarse. Las propiedades del medio
de cultivo pueden inducir cierta variacion, sobre todo en color En cuanto a su forma, elevacion y margen,
las colonias bacterianas cultivadas en medios solidos pueden ser:
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Los cultivos en medio liquido (caldo) presentan caracteristicas macroscopicas como turbidez, formacion de
un sedimento en el fondo o también el crecimiento caracteristicor:

1 2 3 4 5
< = o B
1. En anillo . ".
2. En pelicula e V00
3. Punteado LR :-.
4. Floculado B
5. Membranoso Py-® . ot

MATERIAL

-+ Tubo de ensayo'con medio-de cultivo liquido
- Tubo de ensayo con medio solido inclinado

- Suspension bacteriana [EE IR S = e = =

- Caija de Petri = C
- Asa bacteriologica ~8 .

- Mechero de Bunsen _ - _ (
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METODOLOGIA

1. Enciende el mechero (zona de esterilidad).
2. Coloca los tubos de ensayo en la mano NO dominante, entre el indice y el dedo medio, y entre el medio
y el anular.
3. Esteriliza el asa bacteriologica (inclinacion de 45°).
4. Destapa los tubos y suieta el tapdn con el menique (en este caso, uno en el menique y otro en el pulgar).
5. Flamea los tubos de ensayo.
6. Toma la suspension de un tubo sin tocar las paredes y pasa el otro de igual manera.
7. Flomea de nuevo los tubos y coloca los tapones.
8. Coloca los tubos en la gradilla.
9. Esterilizar el asa.
10. Coloca el asa en la gradillc.
1) Esterilizar el asa 2) Flamear los tubos 3) Tomar la muestra
; ‘ ‘
4) Esterilizar el asa 5) Flamear los tubos 6) Tapar los tubos
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11. Usa cajas de Petripara tomarmuestras de diferentes lugares de la facultad. Luego, las incubards y olbservards
las caracteristicas delas UFC para distinguir la forma, elevacion y margen de estas.
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CARACTERISTICAS DE LOS MICROORGANISMOS

I. Investigay escribe a continuacion las diferencias entre microorganismos anaerobios y aeroios.

INCUBACION

Il. (Cudl es la temperatura adecuada para el crecimiento bacteriano?

a)3/°C
b) 40" C
c)35°C
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Il. Menciona las caracteristicas que diferencian a las colonias bacterianas (caracteristicas maeroseopicas).

MEDIOS DE CULTIVO

IV. {Qué espedificaciones deloe cumplir un medio para que sea colonizado con éxito?

a) Ser estéril
b) Ser de colorelaro
c¢) Ninguna
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V. Completa la tabla comparativa de los medios de cultivo con tfripticasa de soya. Q

especifico:

VII. Siguiendo los
los tuyos:

Medio liquido Medio s6lido

CR O BACTERIANO

VI. Completa los enunciados confor QI so de llevar un microorganismo viable dentro de un medio

O

(llevarlo a un medio liquido)

(dispersion en estrias de material bacteriano)

para el de

SERVACION Y DESCRIPCION

rollo de una descripcion de resultados obtenidos en el laboratorio, describe
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Bacterio/microorganismo utilizado.

Medio de cultivo utilizado.

Tiempo y temperatura de incubacion.

Técnica utilizada.

Describe lo que observas de acuerdo con el medio de cultivo en el que se sembrd (morfologia bacteriana).
Conclusion.
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VII. Dibuja tu resultado obtenido en el laboratorio y carga tu imagen en este apartado.

RECURSO VIDEO DE PRACTICA

“VIDEO PRACTICA 1"
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