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PROLOGO

Dado la globalización de la economía y los tratados que nuestro país tiene con diferentes homólogos del mundo, es necesario poner más énfasis en la calidad de los productos que se exportan, así como los que se consumen en el país.  Y uno de los productos  que se contemplan  más importante son los alimentos. Dentro de ésta rama es importante recalcar que tenemos avances y deficiencias que nos han permitido saber cual es el rumbo que debemos tomar, y en el ámbito educativo, los programas que debemos implementar para estar a la vanguardia en cuanto a calidad e inocuidad alimentaría.

Los alimentos, como tal, forman parte del ser humano y cada día se diversifican productos que son consumidos por la población y realmente no sabemos cuál es el tratamiento que ha recibido y que garantice que no afecta la salud de las personas que los consumen.

Siendo los alimentos el principal medio para transporte de enfermedades es necesario trabajar con esmero para convencer tanto a los que los producen como  los que los consumen, conocer los procesos por los cuales han pasado los alimentos antes de llegar a sus mesas.

La Universidad Tecnológica de Tabasco, a través de la División de tecnología de alimentos esta trabajando grandemente por incluir en sus programas de estudio lo mas reciente en cuanto a mejoramientos de procesos y calidad, y dentro de este contexto incluir las buenas prácticas de manufactura, que a la par se lleva con los controles microbiológicos en alimentos.  
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       UTS
MANUAL No. 1

CONOCIMIENTO DEL MATERIAL DEL LABORATORIO DE MICROBIOLOGÍA 

OBJETIVO 

Que el alumno identifique los materiales a usar en el laboratorio de microbiología usos y cuidados que debe tener al estar trabajando con ellos.

INTRODUCCIÓN

La mayoría de los materiales de laboratorio son de material de vidrio, es por ello que el uso  correcto de éstos depende en gran parte del conocimiento que se tenga de ellos, desde el material con que está construido hasta el rango de temperaturas en que se pueden utilizar.

MARCO TEORICO

En trabajos de análisis en general en todos aquellos que se ejecutan en laboratorios químicos, la mayor parte de los utensilios usados, son de vidrio especial, el cual debe de ser, dentro de lo posible, resistente a la acción de sustancias químicas; principalmente las soluciones alcalinas, y más aun si son concentradas y en caliente, tienden a atacar el vidrio solubilizando los silicatos por efecto hidrolítico. Esta acción es mas fuerte si los recipientes son nuevos; con el uso ese ataque superficial va siendo menor.

El coeficiente de expansión del vidrio deberá ser bajo, para que los recipientes puedan resistir cambios bruscos de temperatura; esto no obstante, se procura siempre no calentar los vasos a la flama directa, si son interponiendo una tela de alambre, de preferencia recubierta con fibra de asbesto. Los vasos y matraces usados en trabajo de química deberán tener además buena resistencia mecánica. El coeficiente de expansión debe de satisfacer la necesidad de resistencia a los cambios bruscos de temperatura, y permitirá también que los recipientes sean de paredes suficientemente gruesas para tener buena resistencia al choque  (Orozco, 1987(.

Los utensilios de vidrio mas frecuentemente usados en análisis gravimétricos son los siguientes:

· Vasos cilíndricos.

· Vasos cónicos.

· Matraces erlenmeyer.

· Balones.

· Pisetas.

· Probetas graduadas.

· Cápsulas.

· Pesas filtros.

· Embudos.

· Filtros de fondo poroso.

· Frascos para filtración al vació.

· Alargaderas porta crisoles.

· Vidrios de reloj (varios diámetros(.

· Desecadores.

· Varilla de vidrio.

· Tubos de vidrio.

· Etc.

PIPETAS.

Las pipetas son instrumentos que sirven para medir pequeños volúmenes de líquidos; las hay de dos clases principales: las pipetas volumétricas y las pipetas graduadas.

Las pipetas volumétricas son tubos de vidrio con un ensanchamiento central; la parte inferior termina en una boca estrecha de forma aguda; sobre el ensanchamiento se encuentra una marca que define el volumen del instrumento. Ese volumen esta comprendido entre esa marca y la parte inferior, cuando el liquido se deja salir en las condiciones indicadas a hablar del uso de estos instrumentos. Existen pipetas cuyo volumen esta fijado por dos marcas, una arriba y otra abajo del ensanchamiento; este tipo es poco comun y aunque es mas exacto, su uso es menos cómodo. Las pipetas volumétricas mas comunes son de las siguientes capacidades: 1, 2, 5, 10, 20, 25, 25 y 50 mL. Las de 1, 2 y 5 mL van siendo sustituidas por pipetas graduadas.

Las pipetas graduadas son tubos de vidrio estirados en un extremo para reducir la salida, y que tienen una graduación que subdivide el volumen total en mL, y en algunos casos en decímetros. Existen pipetas de 1 mL cuya graduación se subdivide en centésimas de mililitro. Los volúmenes mas comunes en las pipetas volumétricas graduadas son de 1, 2, 5 y 10 mL (Orozco, 1987(.

Modo de usar las pipetas.

Se introduce la punta de la pipeta en el liquido por medir, y se aspira suavemente con la boca para llenarla hasta unos centímetros arriba del trazo superior; con el dedo índice seco se cierra el extremo de arriba, colocando los otros dedos de la mano en tal forma que ese pueda imprimir el tubo en un movimiento de rotacion, para aforar la marca, se saca del liquido el extremo inferior y disminuyendo la presion del dedo índice al mismo tiempo que ese le imprime una ligera rotacion al tubo, se deja bajar el liquido hasta que la parte inferior del menisco coincida con la marca. Con un trozo de papel de filtro se seca exteriormente de las gotas que hubieren quedado adheridas; enseguida se introduce el extremo dentro del recipiente donde se va poner el liquido procurando que la pipeta quede vertical y la pared del recipiente forme ángulo con aquella, el liquido se deja escurrir libremente si se trata de pipetas volumétricas; si la medición se hace con un pipeta graduada, mediante ligera disminución de la presion se deja bajar el liquido hasta la marca deseada.

En todas estas mediciones, después de que el liquido llego a la marca o al extremo inferior, es necesario esperar unos 10 a 15 segundos sin que la punta de la pipeta deje de tocar la pared, a fin de que el líquido que queda adherido a las paredes baje completamente.

Al usar las pipetas, nunca se debe imprimir a estas ningún sacudimiento para que baje el liquido, y mucho menos soplar con la boca para eliminar el pequeño resto de solucion que queda en la parte inferior; la calibración de estos instrumentos esta hecha tomando en cuenta que esa pequeña cantidad no forma parte del volumen total marcado en el instrumento.

Todas las pipetas están calibradas a una temperatura determinada, generalmente a 20 grados centígrados, y se procurara que los líquidos por medir tengan esa temperatura o una próxima a ella; en casos de mucha exactitud se hará la corrección por temperatura.

Cuando la boca inferior de las pipetas permite una salida demasiado rápida de la solucion, fácilmente quedan adheridas a las paredes pequeñas gotas, lo que da lugar a que le volumen medidlo sea menor que el indicado en el instrumento; por eso es necesario conocer el tiempo  total del escurrimiento el cual varia según el volumen. Si la pipeta se vacía con mucha rapidez, es necesario cerrar mas la salida, usando para ello y con mucha precaución una lámpara de alcohol, con cuya flama se calienta únicamente el extremo del tubo. Los tiempos de escurrimiento para pipetas deben tener los valores que se anotan en la siguiente tabla.

Capacidad en mL.
2
5
10
20
50
100

Tiempo de vaciado en  segundos.
7-15
10-20
18-25
20-35
25-40
30-50

Matraces volumétricos o aforados.

Estos son recipientes cuyo contenido por lo comun es de 50, 100, 200, 250, 500, 1000 y 2000 mL; menos empleados son los de 10 mL, de 5 y de 10 litros. El cuello alargado que los caracteriza deja un espacio suficientemente grande entre el trazo de aforo y el tapón, con objeto de poder mezclar por inversiones sucesivas del matras, el liquido en el contenido; otras veces, el volumen excedente a partir del trazo del cuello, sirve para determinar la concentración de solucion en una parte del liquido no comprendida dentro del volumen marcado en el recipiente; esto tiene por objeto poder diluir en caso deseado, el volumen exacto al que corresponde la marca, para obtener una solución de determinada concentración (Orozco, 1987(. 

Por otra parte, el cuello de estos matraces es relativamente estrecho con el fin de que, pequeñas variaciones de volumen, produzcan una diferencia notable en la altura del menisco; en esta forma el error al hacer coincidir el menisco con el trazo es muy pequeño. La mayor parte de estos matraces esta marcado de tal manera que el volumen indicado se entiende “contenido” en el matraz; en otros casos, aunque raros, la marca se refiere al volumen indicado que el matraz “proporciona” al ser vaciado el liquido a otro recipiente; en estos, al hacer la calibración del instrumento, el fabricante tiene en cuenta la parte del liquido que queda dentro del matraz por adherencia capilar; hay matraces que llevan en el cuello las dos marcas: la que corresponde al volumen “contenido” y la que se refiere al volumen que “proporciona”; estas se encuentra, como es natural, arriba de la primera. Todos los matraces volumétricos llevan además de la anotación de su capacidad, la indicación de la temperatura a la que debe aforarse el volumen hasta el trazo.

Uso de los matraces volumétricos.

Estos matraces se usan principalmente para la preparación de soluciones de determinada normalidad o concentración para ello se procede en la siguiente forma: si se trata de hacer una solucion de un sólido, se pesa la cantidad correspondiente de la sustancia, de preferencia pulverizada, y se pone en un embudo colocado en la boca del matraz; mediante una piseta se vierte agua en el embudo arrastrando totalmente las partículas de sustancia al fondo del matraz; cuando el cono del embudo este limpio, se retira del cuello lavando el tubo de aquel a fin de que no queden adheridas porciones de la solucion a del sólido, asi como también la parte interior del cuello del recipiente; la disolución de la sustancia debe ser total antes de llenar el matraz. Lograda la disolución total, se completa le volumen hasta el trazo, teniendo cuidado de medir antes la temperatura de la solucion para asegurarse de que corresponde a la marcada en el instrumento; por inversiones sucesivas del matraz, se logra que la solucion sea homogénea. Conociendo el peso exacto de la sustancia disuelta y el volumen de la solucion, es difícil calcular su normalidad. Si la sustancia por disolver o diluir es liquida, se procederá a medir con una pipeta o con una bureta, el volumen deseado, se coloca dentro del matraz volumétrico y se diluye con agua hasta la marca tomando las precauciones del caso, como se indico antes. En estas condiciones se puede obtener una solucion de una normalidad deseada a partir de otra solucion mas concentrada; el matraz volumétrico sirve en este caso para diluir un volumen dado de una solucion, al volumen al que corresponda el recipiente (Orozco, 1987(.

En muchos casos no es aconsejable pesar con exactitud la sustancia que ese trata de disolver, bien sea por la naturaleza de la misma o por que no sea químicamente pura; la soluciones asi obtenidas deben ser tituladas para conocer su normalidad.

Probetas graduadas.

Estas son cilindros de diversos diámetros cerrados en su parte inferior, la cual tiene un ensanchamiento o base, y provistos en la parte superior de un canal para facilitar el vaciado de los líquidos; hay probetas graduadas con tapón esmerilado.

Sus capacidades son muy variadas, pero las mas comunes tienen graduación máxima de 10, 50, 100, 500 y 1000 mL la escala de las tres primeras tiene subdivisiones de mililitro, mientras que en las mayores la subdivisión es de 5 en 5 o de 10 en 10 mL; n todos los casos la numeración comienza por abajo, es decir, que el 0 corresponde al fondo; algunas probetas tienen dos escalas: una de abajo hacia arriba y otra inversa o sea de arriba hacia abajo.

Estos instrumentos nos e usan para medir volúmenes con mucha exactitud, si no únicamente para aquellos casos en que se desee preparar una solucion cuya concentración no es necesario conocer exactamente, o bien para hacer diluciones aproximadas.

Las probetas graduadas tienen aplicación en los mas diversos trabajos de química y su uso en análisis cuantitativo es solo un caso particular

MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS.

MATERIALES Y EQUIPOS


Pipetas Graduadas de diferentes medidas

Pipetas volumétricas de diferentes medidas.

Cajas de petri (de vidrio y de plástico).

Tubos de ensaye de diferentes medidas con roscas.

Matraz Erlen-Meyer de diferentes medidas

Asa de platino.

Vasos de precipitado de diferentes medidas.

Probetas de diferentes medidas.

Porta objetos

Cubre objetos

Matraz volumétrico de diferentes medidas.

Papel filtro,  Espatula, Cronometro.

Microscopio óptico.

Contador de colonias

PH metro.

Incubadora, Estufa 


REACTIVOS

Medios de cultivo. (Todos los utilizados en microbiología).

Indicadores

Reactivos para tinciones.

Soluciones Tampón. (Diluyentes)

Soluciones Buffer para pH.

METODOLOGÍA.

1. Explicar el uso correcto de cada uno de los materiales utilizados en el laboratorio de microbiología.

2. Explicar el material con el que están fabricados los materiales del laboratorio de microbiología.

3. Explicar el funcionamiento de los principales equipos utilizados en el laboratorio de microbiología.

RESULTADOS

El alumno debe realizar las anotaciones correspondientes para elaborar el reporte de las prácticas.

CUESTIONARIO

1. Mencione algunos materiales de laboratorio y su aplicación en el laboratorio de microbiología.

2. Mencionar las normas de seguridad   e higiene que se deben de llevar a cabo en un laboratorio.

3. Identificar algunos   equipos que se utilizan para realizar análisis de alimentos.

4. Mencione cual es la diferencia entre una pipeta volumétrica y una graduada.

5. Enumere tres usos del matraz volumétrico.

REFERENCIAS

Harrigan, W.F., Mc Cance, M.E. 1968. Métodos de Laboratorio en Microbiología. Editorial Academia. León.

Tanner, F.W. (1950). Laboratory manual and work book in microbiology of foods. The Garrad Press. Champaign, Illinois

Orozco D. F.  “Análisis Químico Cuantitativo”. Editorial Porrua.  México, 1987.



UTS
MANUAL No. 2

USO DEL MICROSCOPIO

OBJETIVO

El alumno aprenderá a conocer las partes componentes del microscopio y las funciones de cada una de ellas.

INTRODUCCION

Leeuwenhoek descubrió el mundo microbiano mediante el uso de microscopios simples  que tenían una sola lente biconvexa de distancia focal corta. El desarrollo y perfeccionamiento de los más complejos microscopios compuestos necesitó de casi dos siglos de investigación en óptica aplicada. Un moderno microscopio contiene tres sistemas separados de lentes: el condensador, el objetivo y el ocular.

Hoy en día existen infinidad de microscopios utilizados en diversos campos de la ciencia, dentro de esta gama de microscopios tenemos: Microscopios ópticos, de contraste de fases,  de campo oscuro,  de contraste de interferencia,  de ultravioleta y de fluorescencia, electrónico de transmisión y de barrido. 

MARCO TEORICO

[image: image1.png]



Microscopio, cualquiera de los distintos tipos de instrumentos que se utilizan para obtener una imagen aumentada de objetos minúsculos o detalles muy pequeños de los mismos.

Microscopio óptico 

El tipo de microscopio más utilizado es el microscopio óptico, que se sirve de la luz visible para crear una imagen aumentada del objeto. El microscopio óptico más simple es la lente convexa doble con una distancia focal corta. Estas lentes pueden aumentar un objeto hasta 15 veces. Por lo general se utilizan microscopios compuestos, que disponen de varias lentes con las que se consiguen aumentos mayores. Algunos microscopios ópticos pueden aumentar un objeto por encima de las 2.000 veces.

El microscopio compuesto consiste en dos sistemas de lentes, el objetivo y el ocular, montados en extremos opuestos de un tubo cerrado. El objetivo está compuesto de varias lentes que crean una imagen real aumentada del objeto examinado. Las lentes de los microscopios están dispuestas de forma que el objetivo se encuentre en el punto focal del ocular. Cuando se mira a través del ocular se ve una imagen virtual aumentada de la imagen real. El aumento total del microscopio depende de las longitudes focales de los dos sistemas de lentes.

El equipamiento adicional de un microscopio consta de un armazón con un soporte que sostiene el material examinado y de un mecanismo que permite acercar y alejar el tubo para enfocar la muestra. Los especímenes o muestras que se examinan con un microscopio son transparentes y se observan con una luz que los atraviesa, y se suelen colocar sobre un rectángulo fino de vidrio. El soporte tiene un orificio por el que pasa la luz. Bajo el soporte se encuentra un espejo que refleja la luz para que atraviese el espécimen. El microscopio puede contar con una fuente de luz eléctrica que dirige la luz a través de la muestra.

La fotomicrografía, que consiste en fotografiar objetos a través de un microscopio, utiliza una cámara montada por encima del ocular del microscopio. La cámara suele carecer de objetivo, ya que el microscopio actúa como tal. El término microfotografía, utilizado a veces en lugar de fotomicrografía, se refiere a una técnica de duplicación y reducción de fotografías y documentos a un tamaño minúsculo para guardarlos en un archivo.

Los microscopios que se utilizan en entornos científicos cuentan con varias mejoras que permiten un estudio integral del espécimen. Dado que la imagen de la muestra está ampliada muchas veces e invertida, es difícil moverla de forma manual. Por ello los soportes de los microscopios científicos de alta potencia están montados en una plataforma que puede moverse con tornillos micrométricos. Algunos microscopios cuentan con soportes giratorios. Todos los microscopios de investigación cuentan con tres o más objetivos montados en un cabezal móvil que permite variar la potencia de aumento (Pelczar, 1998(.

Microscopios ópticos especiales 

Hay diversos microscopios ópticos para funciones especiales. Uno de ellos es el microscopio estereoscópico, que no es sino un par de microscopios de baja potencia colocados de forma que convergen en el espécimen. Estos instrumentos producen una imagen tridimensional.

El microscopio de luz ultravioleta utiliza el rango ultravioleta del espectro luminoso en lugar del rango visible, bien para aumentar la resolución con una longitud de onda menor o para mejorar el detalle absorbiendo selectivamente distintas longitudes de onda de la banda ultravioleta. Dado que el vidrio no transmite las longitudes de onda más cortas de la luz ultravioleta, los elementos ópticos de estos microscopios están hechos con cuarzo, fluorita o sistemas de espejos aluminizados. Además, dado que la radiación ultravioleta es invisible, la imagen se muestra con fosforescencia (véase Luminiscencia), en fotografía o con un escáner electrónico. El microscopio de luz ultravioleta se utiliza en la investigación científica.

El microscopio petrográfico o de polarización se utiliza para identificar y estimar cuantitativamente los componentes minerales de las rocas ígneas y las rocas metamórficas. Cuenta con un prisma de Nicol u otro tipo de dispositivo para polarizar la luz que pasa a través del espécimen examinado (véase Óptica: Polarización de la luz). Otro prisma Nicol o analizador determina la polarización de la luz que ha pasado a través del espécimen. El microscopio tiene un soporte giratorio que indica el cambio de polarización acusado por el espécimen.

El microscopio en campo oscuro utiliza una luz muy intensa en forma de un cono hueco concentrado sobre el espécimen. El campo de visión del objetivo se encuentra en la zona hueca del cono de luz y sólo recoge la luz que se refleja en el objeto. Por ello las porciones claras del espécimen aparecen como un fondo oscuro y los objetos minúsculos que se están analizando aparecen como una luz brillante sobre el fondo. Esta forma de iluminación se utiliza para analizar elementos biológicos transparentes y sin manchas, invisibles con iluminación normal.

El microscopio de fase ilumina el espécimen con un cono hueco de luz, como en el microscopio en campo oscuro. Sin embargo en el microscopio de fase el cono de luz es más estrecho y entra en el campo de visión del objetivo, que contiene un dispositivo en forma de anillo que reduce la intensidad de la luz y provoca un cambio de fase de un cuarto de la longitud de onda. Este tipo de iluminación provoca variaciones minúsculas en el índice de refracción de un espécimen transparente, haciéndolo visible. Este tipo de microscopio es muy útil a la hora de examinar tejidos vivos, por lo que se utiliza con frecuencia en biología y medicina.

Entre los microscopios avanzados se encuentran el microscopio de campo cercano, con el que pueden verse detalles algo menores a la longitud de onda de la luz. Se hace pasar un haz de luz a través de un orificio diminuto y se proyecta a través del espécimen a una distancia equivalente a la mitad del diámetro del orificio, formando una imagen completa (Pelczar, 1998(.

Microscopio electrónico 

La potencia amplificadora de un microscopio óptico está limitada por la longitud de onda de la luz visible. El microscopio electrónico utiliza electrones para iluminar un objeto. Dado que los electrones tienen una longitud de onda mucho menor que la de la luz pueden mostrar estructuras mucho más pequeñas. La longitud de onda más corta de la luz visible es de alrededor de 4.000 ángstroms (1 ángstrom es 0,0000000001 metros). La longitud de onda de los electrones que se utilizan en los microscopios electrónicos es de alrededor de 0,5 ángstroms.

Todos los microscopios electrónicos cuentan con varios elementos básicos. Disponen de un cañón de electrones que emite los electrones que chocan contra el espécimen, creando una imagen aumentada. Se utilizan lentes magnéticas para crear campos que dirigen y enfocan el haz de electrones, ya que las lentes convencionales utilizadas en los microscopios ópticos no funcionan con los electrones. El sistema de vacío es una parte relevante del microscopio electrónico. Los electrones pueden ser desviados por las moléculas del aire, de forma que tiene que hacerse un vacío casi total en el interior de un microscopio de estas características. Por último, todos los microscopios electrónicos cuentan con un sistema que registra o muestra la imagen que producen los electrones.

Hay dos tipos básicos de microscopios electrónicos: el microscopio electrónico de transmisión (Transmission Electron Microscope, TEM) y el microscopio electrónico de barrido (Scanning Electron Microscope, SEM). Un TEM dirige el haz de electrones hacia el objeto que se desea aumentar. Una parte de los electrones rebotan o son absorbidos por el objeto y otros lo atraviesan formando una imagen aumentada del espécimen. Para utilizar un TEM debe cortarse la muestra en capas finas, no mayores de un par de miles de ángstroms. Se coloca una placa fotográfica o una pantalla fluorescente detrás del objeto para registrar la imagen aumentada. Los microscopios electrónicos de transmisión pueden aumentar un objeto hasta un millón de veces.

Un microscopio electrónico de barrido crea una imagen ampliada de la superficie de un objeto. No es necesario cortar el objeto en capas para observarlo con un SEM, sino que puede colocarse en el microscopio con muy pocos preparativos. El SEM explora la superficie de la imagen punto por punto, al contrario que el TEM, que examina una gran parte de la muestra cada vez. Su funcionamiento se basa en recorrer la muestra con un haz muy concentrado de electrones, de forma parecida al barrido de un haz de electrones por la pantalla de una televisión. Los electrones del haz pueden dispersarse de la muestra o provocar la aparición de electrones secundarios. Los electrones perdidos y los secundarios son recogidos y contados por un dispositivo electrónico situado a los lados del espécimen. Cada punto leído de la muestra corresponde a un píxel en un monitor de televisión. Cuanto mayor sea el número de electrones contados por el dispositivo, mayor será el brillo del píxel en la pantalla. A medida que el haz de electrones barre la muestra, se presenta toda la imagen de la misma en el monitor. Los microscopios electrónicos de barrido pueden ampliar los objetos 100.000 veces o más. Este tipo de microscopio es muy útil porque, al contrario que los TEM o los microscopios ópticos, produce imágenes tridimensionales realistas de la superficie del objeto.

Se han desarrollado otros tipos de microscopios electrónicos. Un microscopio electrónico de barrido y transmisión (Scanning Trasnmission Electron Microscope, STEM) combina los elementos de un SEM y un TEM, y puede mostrar los átomos individuales de un objeto. El microanalizador de sonda de electrones, un microscopio electrónico que cuenta con un analizador de espectro de rayos X, puede analizar los rayos X de alta energía que produce el objeto al ser bombardeado con electrones. Dado que la identidad de los diferentes átomos y moléculas de un material se puede conocer utilizando sus emisiones de rayos X, los analizadores de sonda de electrones no sólo proporcionan una imagen ampliada de la muestra, como hace un microscopio electrónico, sino que suministra también información sobre la composición química del material.

Microscopio de sonda de barrido 

En los microscopios de sonda de barrido se utiliza una sonda que recorre la superficie de una muestra, proporcionando una imagen tridimensional de la red de átomos o moléculas que la componen. La sonda es una afilada punta de metal que puede tener un grosor de un solo átomo en su extremo. Un tipo importante de microscopio de sonda de barrido es el microscopio de túnel de barrido (siglas en inglés de Scanning Tunelling Microscope, STM) desarrollado en 1981. Este microscopio utiliza un fenómeno de la física cuántica, denominado efecto túnel, para proporcionar imágenes detalladas de sustancias conductoras de electricidad. La sonda se coloca a una distancia de pocos ángstroms de la superficie del material y se aplica un voltaje pequeño entre la superficie y la sonda. A causa de la poca distancia entre el material y la sonda algunos electrones se escapan a través del hueco, generando una corriente. La magnitud de la corriente del efecto túnel depende de la distancia entre la superficie y la sonda. El flujo de corriente es mayor cuando la sonda se acerca al material y disminuye cuando se aleja. A medida que el mecanismo de barrido mueve la sonda por encima de la superficie, se ajusta de modo automático la altura de la sonda para mantener constante la corriente del efecto túnel. Estos ajustes minúsculos permiten dibujar las ondulaciones de la superficie. Después de muchas pasadas hacia adelante y hacia atrás se utiliza una computadora para crear una representación tridimensional del material.

Otro tipo de microscopio de sonda de barrido es el microscopio de fuerza atómica (Atomic Force Microscope, AFM), que no emplea la corriente de efecto túnel y que por lo tanto puede utilizarse también en materiales no conductores. A medida que la sonda se mueve a lo largo de la superficie de la muestra los electrones de la sonda de metal son repelidos por las nubes electrónicas de los átomos de la misma. La altura de la sonda se ajusta de modo automático para mantener constante la fuerza recibida. Un sensor registra el movimiento ascendente y descendente de la sonda y entrega la información a una computadora, que a su vez la utiliza para dibujar una imagen tridimensional de la superficie del espécimen.

Ocular (Ocular):

Qué el utilizador mira a través para examinar el espécimen. La potencia del ocular multiplicada por la potencia objetiva iguala la ampliación total (es decir 10X objetivo 10X  del ocular X = 100X. El espécimen se ha agrandado 100 veces).

CUERPO:

El microscopio puede venir como un monocular, (un ocular y tubo), o binocular, (dos oculares y tubos). Si es un binocular generalmente solamente un tubo del ocular será ajustable mientras que el otro es fijo. 
OBJETIVOS:

El objetivo es la lente más importante del microscopio para producir una imagen clara de la alta resolución. El objetivo tiene varias funciones importantes. Debe recolectar la luz que viene de cada uno de las varias partes o puntas del espécimen. Debe tener la capacidad de reconstituir la luz que viene de las varias puntas del espécimen en las varias puntas correspondientes de la imagen. El objetivo se debe construir de modo que sea enfocado cerca bastante al espécimen para proyectar una imagen magnificada, verdadera para arriba en el tubo del cuerpo.

ETAPA MECÁNICA:

Un dispositivo para llevar a cabo diapositivas con seguridad con las perillas con estrías separadas para mover la diapositiva desde frente a la parte posteriora (norte y al sur) o de lado a lado (este y al oeste). Estas perillas pueden estar en los ejes separados o en un eje coaxial. Pueden enderezar o zurdo.

CONDENSADOR DEL SUB-STAGE:

Se cabe debajo entre de la etapa del microscopio, la lámpara que ilumina y el espécimen. La abertura del condensador y el enfocarse apropiado del condensador son de importancia crítica en realizar la capacidad máxima de la lente objetiva en uso. Asimismo, el uso apropiado del diafragma ajustable del diafragma de la abertura (incorporado en el condensador) es también importante para asegurar la iluminación apropiada y contraste. La apertura y el cierre del diafragma del diafragma controla el ángulo de los rayos de la iluminación que pasan a través del condensador, a través del espécimen y entonces en la lente objetiva.

CONTROLES DEL FOCO DE FINE/COARSE:

En ambas caras del soporte del microscopio hay dos conjuntos de perillas del ajuste. La perilla del ajuste aproximado para movimientos que se enfocan incrementales más grandes y la perilla del ajuste fino para movimientos que se enfocan incrementales más pequeños. Las perillas del ajuste sirven para traer el objetivo y el espécimen más cercano juntas o para engendrar aparte. En la mayoría de los microscopios las perillas del ajuste levantan o bajan la etapa; en algunos microscopios las perillas levantan o bajan el tubo el microscopio o el pedazo de la nariz.

Iluminador (Estándar):

Esta parte proporciona a la iluminación requerida para realizar cualquier función con el microscopio. Es básicamente una fuente de alimentación electrónica que proporciona a electricidad a la fuente de la lámpara. Esta fuente de la lámpara podía ser una lámpara estándar del tungsteno o lámpara del halógeno. **time-out** ventaja halógeno tipo lámpara ser más luz para publicar salida vatiaje y en bajo nivel iluminación luz no tender para dar vuelta amarillo a medida que estándar tungsteno lámpara hacer.

Cubierta Del Iluminador (Estándar):

Aquí es adonde el elemento electrónico asociado al iluminador se pone. Algunos microscopios más viejos tienen transformadores separados del control y el único interior de la cubierta es la lámpara, ensamblaje del socket, condensador del campo y el diafragma del diafragma del campo.

DIAFRAGMA DEL CAMPO CONDENSER/IRIS:

Esta pieza del microscopio contiene la lente de condensador de la lámpara y el diafragma del diafragma del campo. Este diafragma controla el área del círculo de la luz que ilumina el espécimen.

Uso del microscopio

1. Compruebe que las lentes del ocular y de los objetivos están limpias: de no ser asi, límpielas cuidadosamente con un papel especial para óptica. No toque las lentes con los dedos.

2. Coloque la preparación sobre la platina sujetándola con el dispositivo móvil. Compruebe previamente que el objetivo de menor aumento esta eN posición de empleo.

3. Para bacteriología, ilumine la preparación bajando casi totalmente el condensador con el diafragmen abierto caso totalmente.

4. Coloque el objetivo de 10 aumentos (10X( y enfoque:

· Acerque al máximo la lente del objetivo a la preparación, empleando para ello el macrométrico. No haga esta operación mirando por el ocular. Pues correría el riesgo de clavar el objetivo en la preparación con el consiguiente destrozo de ambos.

· Suba el tubo lentamente con el macrométrico observando por el ocular hasta que tenga un enfoque nítido.

5. Pase al objetivo de 40X aumentos (40X(. Suba ligeramente el condensador. La imagen debe estar casi enfocada; afine el foco con el micrométrico. Si la imagen no esta ni medianamente enfocada es preferible volver a un enfoque con el objetivo de 10. el objetivo de 40X trabaja muy cerca de la preparación y por ello es susceptible de dos tipos de accidentes: ser clavado en la preparación cuando se descuidan las precauciones descritas para su enfoque (por ejemplo empleando el macrométrico( y resultar manchado con aceite de inmersión si se observa una preparación ya usada con este ultimo.

6. Empleo del objetivo de inmersión: 

a) Gire el revolver hacia el objetivo de inmersión dejándolo a medio camino entre este y el objetivo de 40X.

b) Coloque una gota mínima de aceite de inmersión sobre el punto de luz.

c) Termine de girar suavemente el revolver hasta la posición del objeto de inmersión, asegurándose de que este no toque la preparación, pero si la gota de aceite.

d) Enfoque cuidadosamente con el micrométrico. La preparación debería estar prácticamente enfocada si se ha realizado un enfoque cuidadoso con el objetivo de 40. de no ser asi, es preferible volver a enfocar de nuevo un campo distinto partiendo del objetivo de 10X.

Recuerde que la distancia de trabajo desde la lente frontal del objetivo de inmersión a la preparación es mínima. Por lo que el riesgo de accidentes es ahora máximo.

e) Una vez que haya puesto aceite de inmersión sobre la preparación, ya no puede volver a colocar el objetivo de 40X sobre ese campo, pues correría el riesgo de mancharlo de aceite. Por tanto, si desea enfocar otro campo debe retirar el objetivo de inmersión girando el revolver hacia el objetivo de menor aumento (10(, seleccionando otro campo y empezando a enfocar desde ese ultimo.

f) Finalizada la observacion de una preparación, y antes de retirarla de la platina, se colocara el objetivo de menor aumento girando el revolver en el sentido hacia la lupa. Nunca retire la preparación con el objetivo de inmersión en posición de observacion.

g) Retire la preparación y limpie el objetivo de inmersión cuidadosamente empleando un papel especial para óptica. Compruebe también que el objetivo de 40X esta perfectamente limpio (Pelczar, 1998(.
MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

Microscopio
Aceite de inmersión

Tela suave
Papel  seda

Lápices de colores


Frotis de bacterias y levaduras teñidas con diferentes colorantes


METODOLOGIA.

A).- CUIDADO DEL MICROSCOPIO

1.  Transportar el microscopio tomándolo del brazo y de la base o pié.

2. Colocar el microscopio sobre la mesa con el cuidado necesario para que el   

      instrumento no vibre.

3.   Limpiar el microscopio en el orden que sigue:

a) Sistema mecánico, con un trapo suave que no deje pelusa.

b) Sistema óptico: ocular, objetivos y condensador con papel seda.

B).-MANEJO DEL MICROSCOPIO

1.  Iluminación del campo visual.

a)  Conectar y prender la lámpara u orientar el espejo hacia la fuente luminosa.

b)  Abrir o cerrar el diafragma.

c)  Subir o bajar el condensador hasta observar a través del ocular un disco       

       luminoso uniforme.

2.  Poner la preparación la platina, sujetándola con las pinzas.

3.  Enfoque de la preparación.

a) Enfocar su preparación con el objetivo de menor aumento, haciendo uso del 

     tornillo macrométrico. 

     A continuación, para obtener una   imagen clara y nítida, mover lentamente el  

     tornillo micrométrico.

b)  Repetir el enfoque con el objetivo seco fuerte.

c) Poner una gota de aceite de inmersión sobre la preparación (sin tocarla con el    gotero) y repetir el enfoque con el objetivo de inmersión.

RESULTADOS 

1. Hacer esquemas de las observaciones echas con el microscopio guardando las proporciones entre cada uno de los aumentos.

PREPARACION 1.      SECO DEBIL
SECO FUERTE            
INMERSION

PREPARACION 2       SECO DEBIL
SECO FUERTE

INMERSION

PREPARACION 3       SECO DEBIL
SECO FUERTE

INMERSION

PREPARACION 4       SECO DEBIL
SECO FUERTE

INMERSION

2.  Con cual objetivo observaría:

Frotis de sangre____________________________________________________

Frotis de bacteria___________________________________________________

Preparaciones en fresco

Preparaciones fijas de

Levaduras_________________________________________________________

Preparaciones fijas de tejidos-_________________________________________

CUESTIONARIO
1.- Además del uso, ¿Qué otros tipos de condensadores existen?

2.- ¿Cómo se obtiene el aumento total de un microscopio?

3.- En el siguiente esquema de microscopio, anote el nombre de cada uno de sus  componentes en la línea correspondiente.

4.- Mencione cual es la función del revolver.

5.- Mencione con que finalidad se le aplica aceite de inmersión al cubreobjetos.

REFERENCIAS

Pelczar J. M. y Chan E. C. S. “Elementos de Microbiología”. Editoral Mc. Graw Hill. México, 1998.

Tanner, F.W. (1950). Laboratory manual and work book in microbiology of foods. The Garrad Press. Champaign, Illinois



UTS
MANUAL No.  3

COLORACIÓN DE GRAM

OBJETIVO

El alumno aplicará una técnica de coloración diferencial para la identificación de bacteria

INTRODUCCION

En 1884 Christian Gram descubrió empíricamente una tinción diferencial de gran valor práctico, que con posterioridad se denominó tinción de Gram. Existen muchas modificaciones de esta tinción pero en todos los casos se realizan los siguientes pasos esenciales: la extensión de células fijadas por calor sobre un porta, se tiñe de modo sucesivo con un colorante básico, el violeta de cristal, y con una disolución diluida de yodo. La preparación se trata luego brevemente con un disolvente orgánico (alcohol o acetona).   Las bacterias Gram-positivas resisten la decoloración y permanecen teñidas de un color azul obscuro-negro; las bacterias Gram-negativas son rápida y completamente decoloradas. El resultado de la tinción de Gram está condicionado en cierta medida al estado fisiológico de la célula, pero también con diferencias fundamentales en la composición química y en la ultraestructura de las paredes celulares de las eubacterias.

MARCO TEORICO

Una de las técnicas de tinción diferencial para bacterias, mas importantes y mas ampliamente utilizada, es la tinción de Gram. En este procedimiento la extensión de células previamente fijada se somete a las siguientes soluciones en el orden que se indica: cristal violeta, solucion de yodo, alcohol (un agente decolorante( y safranina u otro colorante de contraste adecuado. Las bacterias teñidas por el método de Gram caen dentro de dos grupos. Uno de ellos el de las bacterias Gram positivas, conservan el colorante cristal violeta y por tanto aparecen de color violeta oscuro. El otro grupo de las bacterias Gram negativas pierden el cristal violeta al ser lavadas con el alcohol y al teñirse con el colorante de contraste safranina, que es rojo aparecen de color rojo. Los pasos a seguir ene este procedimiento y los resultados de cada estadio están resumidos en la siguiente tabla.

Solucion en el orden de su aplicación
Reacción y aspecto de la bacteria


Gram-positivas
Gram-negativas

1.- Cristal violeta (CV(.
Las células  se tiñen de violeta.
Las células se tiñen de violeta.

2.- Solución de yodo (I(.
Se forma un complejo CV-I dentro de las células.

Las células continúan violetas.
Se forma un complejo CV-I dentro de las células. Las células continúan violetas.

3.- Alcohol.
Las paredes celulares se deshidratan, los poros merman; la permeabilidad de la pared celular y de la membrana disminuye; el complejo CV-I no puede salir de las células; las células permanecen color violeta.
Se extraen lípidos de las paredes celulares, los poros se agrandan y el complejo CV-I es eliminado de la célula; las células quedan incoloras.

4.- Safranina
Las células no se afectan; permanecen de color violeta.
Las células toman este colorante y se ponen de color rojo.

¿Por qué el procedimiento de tinción de Gram tiñe de violeta a unas bacterias y de rojo a otras? la respuesta parece hallarse en diferencias existentes en la estructura química de sus superficies.

La técnica de tinción de Gram fue descrita por primera vez en una publicación hecha en 1884 por el bacteriólogo danés Christian Gram. Gram desarrollo este método de tinción mientras buscaba un método para demostrar la presencia de la bacteria neumococo en el tejido del pulmón de los pacientes que habían muerto de neumonía. Además, observo que algunas especies bacterianas podrían diferenciarse mediante este procedimiento de tinción.

La tinción de Gram es todavía uno de los procedimientos mas ampliamente utilizados para la caracterización de muchas bacterias. Es especialmente valiosos en el laboratorio de diagnostico de los hospitales en donde la información obtenida a partir de una muestra teñida por el método de Gram puede dar rápidamente la clave del organismo que esta causando una infección (Pelczar, 1998(.

MATERIAL, EQUIPOS Y REACTIVOS

Cepas bacterianas

Frasco con solución de cristal violeta

Frasco con solución de lugol

Frasco con solución de alcohol-acetona

Frasco con solución de safranina

Puente de coloración

 METODOLOGIA

A) COLORACIÓN DE GRAM

1.   Hacer un frotis de cada una de las cepas aisladas y dejarlos secar al aire.

2.   Fijar los frotis al calor.

2. Cubrir los frotis con cristal violeta y dejarlo actuar durante un minuto.   Escurrir     

      el colorante y lavar con agua.

3. Cubrir los frotis con lugol y dejarlo actuar durante un minuto, escurrir y lavar 

      con agua.

5.   Decolorar con alcohol acetona (20 segundos) lavar con agua.

4. Cubrir los frotis con safranina y dejarlo actuar durante 30 segundos escurrir y 

      lavar con agua de la llave.

7.   Dejar secar al aire.

8.   Observar al microscopio con el objetivo de inmersión.

B)LA COLORACIÓN DE GRAM EN CADA UNO DE SUS PASOS.

1.  Hacer 4 frotis con la mezcla de las dos cepas proporcionadas y fijarlos al calor.

2. Teñir los frotis como se indica en la tabla siguiente.

FROTIS
REACTIVOS (S)*

1
Cristal violeta

2
Cristal violeta más lugol

3
Cristal violeta + lugol + alcohol-acetona

4
Cristal violeta + lugol + alcohol-acetona + safranina

· Cada uno de los reactivos deberá usarse el tiempo que se indicó para la coloración de gram.

3.  Lavar los frotis después de cada reactivo

4.  Dejar secar al aire cada frotis después de adicionar el o los reactivos indicados  

     en la tabla.

5.  Observar al microscopio con el objetivo de inmersión cada uno de los frotis.

REPORTE 

1. Después de aplicar la coloración de gram a las cepas y de acuerdo a sus observaciones, indique en la tabla siguiente la morfología microscópica y el gram de cada microorganismo.

Microorganismo
Morfología microscópica
Gram









2. Anotar en la tabla siguiente el color observado en los microorganismos para cada paso de la coloración de gram.

FROTIS
REACTIVO (Después de adicionar)
MICROORGANISMO

  A                              B

1
Cristal violeta



2
Lugol



3
Alcohol-acetona



4
Safranina



CUESTIONARIO

3. Diga que importancia tiene la coloración de gram.

4. ¿Cuál es el paso crítico de la coloración de gram? Diga por que.

5.  Escriba tres ejemplos de bacterias gram positivas y tres de gram negativos.

6. Hacer esquemas a colores de cada una de las preparaciones observadas.

A) Técnica de Gram.

B) Técnica de Gram por pasos.

7. ¿Qué otros microorganismos además de las bacteria se tiñen con la coloración de Gram.

8. Concluya brevemente (máximo una cuartilla)los resultados obtenidos en esta práctica.

9. ¿Porqué algunas bacterias se tiñen de azul y otras de violeta?

10. ¿Qué función tiene el alcohol en la tinción de Gram?

REFERENCIAS

Pelczar J. M. y Chan E. C. S. “Elementos de Microbiología”. Editoral Mc. Graw Hill. México, 1998.



UTS
MANUAL No. 4

PREPARACIÓN DEL MATERIAL DE MICROBIOLOGÍA PARA ESTERILIZAR
OBJETIVO
El alumno será capaz de preparar el material del laboratorio de microbiología para esterilización.

INTRODUCCION

Se supone que la destrucción de los microorganismos por el calor se debe a la coagulación de sus proteínas y especialmente a la inactivación de las enzimas necesarias para su metabolismos. El tratamiento calórico necesario para destruir los microorganismos o sus esporas varía con la clase de organismos, su estado y las condiciones ambientales. Según el tratamiento térmico empleado se destruirán todas las células vegetativas o sólo una parte de ellas, todas las esporas bacterianas o solo una parte. El tratamiento térmico elegido depende de la clase de microorganismos que van a destruirse, de otros métodos de conservación que se vayan a emplearse y de los efectos del calor sobre el alimento.

MARCO TEORICO

Por control  de los microorganismos se entiende tanto la inhibición del crecimiento microbiano como la destrucción de aquellos. Por lo cual es necesario entender los siguientes términos:

1. Esterilización. Es el proceso que destruye todas las formas viables de cualquier tipo de vida microbiana. Por tanto, la esterilización es siempre total e incluye la destrucción de las esporas y formas vegetativas, los virus, etc. 

2. Desinfección. Es un proceso en el que se destruyen las formas vegetativas de los microorganismos mas comunes, pero no necesariamente esporas. Generalmente, el desinfectante es un producto químico excesivamente toxico para ser usado directamente sobre tejidos vivos. Muy pocos desinfectantes llegan a esterilizar.

3. Asepsia. Se refiere a la ausencia de microorganismos de un objeto o area. Por ejemplo, las técnicas asépticas son las que evitan la contaminación propia, de otros o de los materiales durante el trabajo.

4. Antisepsia. Es un proceso en el que se destruyen las formas vegetativas de los microorganismos mas comunes, pero no necesariamente esporas, presentes sobre el cuerpo, la piel, las mucosas, los tejidos vivos, etc. El agente empleado se denomina antiséptico.

5. Microbiostasis. Es una condición por la que el crecimiento  o la multiplicación de los microorganismos están inhibidos, lo que nos quiere decir que no se han destruido. Si el agente microbiostatico es eliminado, el crecimiento microbiano puede resurgir. De igual definición, pero de aplicación a la correspondiente categoría de microorganismos, son los fungistáticos, bacteriostáticos, etc. 

6. Microbicida. Es el agente que destruye las formas viables de los microorganismos. De igual significado, pero con ámbito mas restringido son los términos funguicidas, bactericida, etc.

Además de agentes químicos (desinfectantes y antisépticos( hay una serie de posibilidades para el manejo de microorganismos basadas en el empleo de agentes físicos dañinos para ellos (calor, radiaciones( o en retirarlos de las muestras (filtración(.

Esterilización por calor.

El calor puede ser aplicado para esterilización de tres maneras diferentes

1. Calor húmedo. El vapor de agua es uno de los métodos mas eficaces para destruir microorganismo y, a igualdad de temperatura, es mucho mas eficaz que el calor seco (aire(.

Hay varias formas de emplear el calor húmedo. El agua hirviendo (100 grados centígrados( tienen una acción desinfectante, pero no elimina las endosporas de ciertas bacterias Gram positivas. Para que el calor alcance una temperatura superior a los 100 grados centígrados, se emplea el autoclave, pero una simple olla a presion puede ser útil en ciertas circunstancias. 

En el autoclave el agua se calienta por encima de su temperatura de ebullición mediante la regulación de su salida con una válvula manométrica. A presion por encima de la atmosférica corresponden temperaturas de vapor por encima de los 100 grados centígrados. Por ejemplo, 120 grados centígrados de  vapor de agua (1.1 atm( durante 15-20 minutos son suficientes para esterilizar la mayoría de los materiales y medios no termolábiles. para una temperatura o presion de vapor fija y el tiempo de funcionamiento para lograr la esterilidad depende de:

a) Naturaleza del material que hay que esterilizar.

b) Tipo de envase utilizado.

c) Volumen de material que se ha de esterilizar. A mayor volumen es necesario mantener el material que debe esterilizarse durante periodos de tiempos mas prolongados.

La limitación del autoclave está en función de la termolabilidad de ciertos materiales y componentes de medios de cultivo. Igualmente, es inadecuado para sustancias que son inmiscibles en agua (grasas, etc.( en las que la penetración de vapor muy limitada. Si lo que interesa esterilizar son medios líquidos, la boca del envase debe estar taponada con algodón o algún tipo de tapón no cerrado herméticamente. Sin embargo, es posible utilizar el calor para esterilizar ingredientes de medios de cultivo o reactivos líquidos en solucion, que no resistan ser sometidos al autoclave, pero si a los 100 grados centígrados. En este caso es necesario recurrir a la esterilización fraccionada. Esta se realiza por lo comun en un recipiente donde podamos obtener vapor de agua a la presion atmosférica normal, ya que nunca alcanzamos mas de 100 grados centígrados. La muestra se somete a varios ciclos  de tratamiento a 100 grados centígrados, con intervalos de incubación entre los ciclos de uno o varios días. De esta forma destruimos las formas vegetativas, y las endosporas termo resistente, si están presentes, germinan durante los intervalos de incubación y son destruidas en el siguiente ciclo.

Uno de los usos mas corrientes del calor es la pasteurización. Muchos líquidos termolábiles (leche, nata, mosto, bebidas alcohólicas, etc.( no pueden someterse a elevadas temperaturas que desnaturalizarían sus componentes. Para reducir el   numero de microorganismos que deteriorarían estos líquidos, o para eliminar los posibles microorganismos patógenos, se tratan a temperaturas que no causan una esterilización, pero si reducen la población microbiana a los niveles deseados. 

Para efectos sanitarios, la temperatura y el tiempo de pasteurización dependen del patógeno mas resistente que se deba destruir.

2. Calor seco. El aire a temperatura elevada puede emplearse también para lograr una autentica esterilización. El aparato mas utilizado es el horno Pasteur que a temperaturas de 160=180 grados centígrados durante dos horas se emplea para esterilizar material de vidrio u otros materiales que sean termo resistentes e interese mantener secos. Todo el material que se vaya a esterilizar debe estar debidamente empaquetado. Si son pipetas, en el extremo del que se va a succionar se colocara un pequeño tapón de algodón hidrófobo como medida de seguridad y las envolveremos en paquetes de papel de estraza, o las incluiremos en cajas metálicas.

3. Incineración. Es una de las formas más comunes de esterilizar los objetos empleados durante la manipulación aséptica de los microorganismos. En las llamas de los mecheros Bunsen se alcanzan temperaturas superiores a los 2.500 grados centígrados, por lo que una breve exposición es suficiente. Sin embargo, cuando las asas de siembra están muy cargadas con microorganismos, la aplicación directa de la llama provoca la dispersión irregular del contenido de aquellas, con el siguiente peligro de contaminación. Un sistema alternativo a los mecheros son los incineradores eléctricos bacterianos, en los que el riesgo de contaminación no existe, ya que la dispersión es recogida en el tubo del aparato.
La incineración en hornos crematorios también se emplea cuando queremos destruir material plástico contaminado o animales muertos infectados.  

ESTERILIZACIÓN POR RADIACIONES

Algunas radiaciones electromagnéticas son letales para las células microbianas. Las radiaciones de longitud de honda mas larga que la luz visible (hondas de radio, microondas, e infrarrojos( son de bajo poder energético por si misma no son letales para los microorganismos, pero generan calor que indirectamente según la dosis, puede tener un efecto bactericida. Las radiaciones de longitud de onda más corta que la luz visible es muy germicida. Incluyen la luz ultravioleta y las radiaciones ionizantes (rayos X, gamma y cósmicos(. Por razones técnicas y de seguridad es mucho mas fácil emplear la radiación ultravioleta que las radiaciones ionizantes. 

La mayor limitación de la luz ultravioleta es prácticamente nula penetración, por lo que se aplica solo a la esterilización de ambientes o superficies. 

FILTRACIÓN

Consiste en hacer pasar un fluido (gas o liquido( por un filtro. La acción combinada de los porros del filtro, la trama de este y la naturaleza química del material de que esta construido retiene los microorganismos, pero no el fluido. En general, la filtración es adecuada para bacterias y otros microorganismos de otro tamaño. Sin embargo, los virus y algunas bacterias de tamaño muy pequeño como por ejemplo los microplasmas, no son retenidos por los filtros habituales. La filtración se aplica a fluidos termolábiles o en la creación de ambientes protegidos (aire filtrado( (Pelczar, 1998(. 

MATERIALES , REACTIVOS Y EQUIPOS

Tubos de ensaye de 16x150 mm.

Pipetas graduadas de 10 ml.

Pipetas graduadas de   5 ml.

Pipetas graduadas de   1 ml.

Cajas de petri.

Matraz Erlen- Meyer de 250 ml.

Espátula

Frascos para muestra de 250 ml.


METODOLOGÍA .

1) TUBOS DE ENSAYE DE 16X150 mm CON SOLUCIÓN TAMPÓN FOSFATO

a) Colocar  9 ml. de agua destilada en cada uno de los 15 tubos de 16x150 mm.

b) Colocar las tapas a cada tubo (si son tubos sin roscas colocar un tapón de algodón)

c) Colocar los tubos en una canastilla para su esterilización.

2) PIPETAS

a) Poner a cada pipeta un filtro de algodón de tal manera que el aire pase Libremente a través de él.

b) Flamear el extremo de la pipeta para quemar el exceso de algodón.

c) Envolver con papel dextraza cada pipeta con las instrucciones del profesor.

d) Marcar en la envoltura el volumen de cada pipeta.

3) CAJA PETRI.

a) Envolver con papel conjuntos de 10 cajas petri limpias 

b) Colocarlas con la tapa hacia abajo.

4) MATRACES 

a) En el caso de que el matraz no sea roscado colocar a cada matraz un tapón de algodón.

b) Cubrir el tapón de algodón con un gorro de papel.

ESTERILIZACIÓN

1) Verificar el nivel del agua del autoclave, el nivel del agua debe estar ligeramente por encima de las resistencias del autoclave.

2) Colocar el material a esterilizar en las canastillas del autoclave.

3) Cerrar correctamente  el autoclave y mantener abierta la válvula de escape  para asegurar sacar el aire contenido en el recipiente.

4) Cuando se detecta que empieza a salir vapor por la válvula de escape se cierra esta válvula para empezar a generar presión dentro del autoclave.

5) Se lleva el control de encendido gradualmente hasta la posición más alta de temperatura hasta que el manómetro marque las 15 psi de  presión.

6) Una vez llegando la presión hasta la indicada se toma un tiempo de 15 minutos para llevar acabo la esterilización del material contenido en el autoclave.

7) Una vez transcurrido este tiempo se apaga el autoclave y se espera que descienda la presión lo máximo posible.

8) Antes de proceder a abrir el autoclave se abre gradualmente la válvula de escape para sacar la presión contenida en el interior del autoclave, de lo contrario es muy peligroso intentar abrir el equipo sin antes sacar el vapor.

RESULTADOS

Importancia de la esterilización de los materiales en microbiología de Alimentos.

CUESTIONARIO
1.- ¿Defina el concepto de “Esterilización”.

2.- Investigue otros equipos utilizados para Esterilizar materiales.

3.- ¿Por que es necesario mantener la presión a temperatura constante en la autoclave?

3.- ¿Cual es la máxima temperatura que resisten los microorganismos y mencione un proceso industrial que lo realice? 

4.- ¿Qué método de esterilización es el mas efectivo?

5.- ¿Qué método de esterilización es el adecuado para esterilizar medios de cultivo y cual para material de vidrio?

REFERENCIAS

Pelczar J. M. y Chan E. C. S. “Elementos de Microbiología”. Editoral Mc. Graw Hill. México, 1998.

UTS 
MANUAL  No. 5

RECUENTO DE MOHOS Y LEVADURAS EN ALIMENTOS

OBJETIVO

Desarrollar  el método microbiológico para determinar el número de hongos y levaduras en alimentos según la Norma Oficial Mexicana.

INTRODUCCIÓN

Se entiende por recuento total de mohos y levaduras revivificables, el número de colonias que se desarrollan a partir de 1 gramo o 1 ml. de alimento sobre el medio Sabouraud - Dextrosa - Agar durante 3 a 5 días a la temperatura de 25 - 28°C.

MARCO TEORICO

En muchos estudios microbiológicos es importante reconocer con exactitud el numero de microorganismos presentes en una muestra. Asi, en el campo de la alimentación y la higiene es esencial conocer la carga microbiana de aguas, alimentos, superficies de trabajo, etc.; para determinar la repercusión sanitaria  o la calidad de los productos analizados. También en muestras clínicas como la origina el recuento es de gran interés con visitas al diagnostico y tratamiento.

Para estos propósitos existen diversos métodos.

Los hay directos, como el recuento por observacion al microscopio en placa, de hemocitometro, e indirectos, que son los mas utilizados, como la medida de la turbidez o el recuento de células viables por diluciones sucesivas (Pelczar, 1998(.  

MATERIALES , REACTIVOS Y EQUIPOS

MATERIALES Y EQUIPOS
REACTIVOS

Espátula

Probetas de 100 ml. y  500 ml.

Pipetas de 1 ml. y de 10 ml. con graduación de 0.1 ml

Asa bacteriológica

Mechero bunsen

Matraces erlenmeyer de 500 ml   y 1000 ml.

Cajas de petri de vidrio de 100 x 15 mm.

Frasco de dilución de 100 ml. Con tapón de rosca

Vasos de precipitados de 100 ml ,250 ml y 1000 ml.

Piseta

Barras de agitación magnéticas

Licuadora con vaso de vidrio.

Balanza granataria

Balanza analítica 

Refrigerador

Incubadoras

Autoclave

Parrilla de calentamiento con agitación

Cuenta – colonias.

Algodón, gasa papel,  estrasa
Medios de cultivo:

Agar de papa y dextrosa

Agar dextrosa sabouraud

Nacl.

Agua destilada



METODOLOGÍA

Preparación de la muestra.

Pesar 10 gr. del alimento en condiciones asépticas, transferir a un frasco de dilución con 90 ml, de solución de peptona y agitar vigorosamente para homogeneizar la muestra. ( en su caso licuarla por 1 min.).Con las muestras liquidas tomar 10 ml. , y realizar la misma operación.

Esta primera dilución corresponderá a  10 (1, y a partir de ella se harán tantas dilusiones decimales como sea necesario(10 -2, 10-3, 10-4, etc.).

De la dilución 10-1 se toma 1 ml. Y lo paso a un tubo de con tapón de rosca, el cual contiene 9 ml. De diluyente, este tubo va ser la dilución 10-2; y así sucesivamente hasta llegar a la dilución 10-4.

Sembrar  por estría cruzada una placa de Agar Dextrosa-Sabouraud o una de Agar de Papa y Dextrosa con 0.1 ml. de cada dilución preparada e incubar a 25 - 30 (C por 2 – 5 días.

RESULTADOS

Sacar las cajas de incubación y contar las colonias características de mohos y levaduras ,reportando él numero de colonias multiplicado por el factor de dilución, nos dará el recuento de mohos y levaduras por gramo de alimento.

CUESTIONARIO

1.- Mencione las características generales de los mohos y levaduras .

2.- Que características  tiene el medio de cultivo para que se desarrollen los hongos y levaduras.

3.- ¿Como influyen los  hongos y levaduras en alimentos?.

4.- Menciona cinco hongos  que tienen utilidad industrial.

REFERENCIAS

Pelczar J. M. y Chan E. C. S. “Elementos de Microbiología”. Editoral Mc. Graw Hill. México, 1998.



UTS
MANUAL  No. 6

METODO DE CUENTA TOTAL ESTANDAR DE MICROORGANISMOS MESOFILOS AEROBIOS EN ALIMENTOS.

OBJETIVO

Desarrollar  el método microbiológico para determinar el número  de microorganismos mesófilos aerobios en alimentos.

INTRODUCCIÓN

Cada bacteria(al igual que cada levadura o cada moho) tiene una temperatura óptima, que es aquella a la que mejor crece; una temperatura mínima, la más baja a la que se desarrolla, y  una temperatura máxima, la  más alta que permite su crecimiento .Se han encontrado bacterias capaces de crecer a temperaturas de –5 y –2  (C .Las bacterias con temperaturas óptimas entre 20 y 45 ( C se denominan mesófilas.

MARCO TEORICO 

Son un grupo de bacterias que se multiplican en aerobiosis a temperaturas de 25 y 40 grados centígrados, siendo su temperatura optima 31 grados centígrados. En este grupo se incluyen bacterias patógenas y no patógenas (alterantes, saprofitos, etc.(. Nos permite conocer la calidad microbiológica del agua. Unas tasas altas de mesófilos indican que el agua no es apropiada para el consumo humano.

El análisis se puede realizar mediante dos técnicas. Para la determinación de este grupo solo será necesario realizar uno de los análisis, en función de los medios con que cuenta el laboratorio.

1.- Método de las diluciones decimales.

a) A partir de 100 mL de muestra problema de agua realizar las diluciones decimales seriadas que se consideren convenientes.

b) A partir de las tres ultimas diluciones añadir 1 mL de cada dilución a dos cajas de petri estériles vacías para la siembra de los microorganismos con detalle.

c) Verter unos 20 mL por placa de PCA fundido  y atemperado a 45-50 grados centígrados.

d) Una vez que haya solidificado el agar, incubar las placas a 37 grados centígrados. Anotar los resultados obtenidos a las 24 y 48 horas de incubación.

e) Realizar el recuento de las colonias. El numero de aerobios mesófilos totales presentes en la muestra inicial se expresa como UFC(mL.

Método de las membranas filtrantes.

a) Preparar el equipo de filtración de aire, que consta de las siguientes partes: recipiente de vidrio de 250 mL con base para embudo esmerilado, frasco de Erlen Meyer de 1000 mL, pinzas, portafiltros, rejilla metálica, filtro de membranas de 0.2 (m de poro y bomba de vació.

b) Filtrar 100 mL de la muestra de agua problema mediante vació, de manera que los microorganismos presentes queden retenidos en el filtro de membranas.

c) Retirar el filtro de la membrana con la ayuda de unas pinzas estériles y colocarlo en la superficie de una placa de PCA.

d) Incubar a 37 grados centígrados durante 24-48 horas. Durante este periodo las sustancias nutritivas del medio difunden hacia la membrana y permiten que crezcan las bacterias dando lugar al numero de UFC(100 mL.

e) NOTA: si se sospecha una alta carga microbiana en la muestra inicial, no es conveniente llevar a cabo esta técnica de recuento, ya que no se visualizaran las colonias aisladas en la membrana (Pelczar, 1998(.

MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS

Espátula

Probetas de 100 ml y  500 ml

Pipetas de 1 ml y de 10 ml con graduación de 0.1 ml

Asa bacteriológica

Mechero bunsen

Matraces erlenmeyer de 500 ml   y 1000 ml.

Cajas de petri de vidrio de 100 x 15 mm.

Frasco de dilución de 100 ml. Con tapón de rosca

Vasos de precipitados de 100 ml ,250 ml y 1000 ml.

Piseta

Barras de agitación magnéticas

Licuadora con vaso de vidrio.

Balanza granataria

Balanza analítica 

Refrigerador

Incubadoras

Autoclave

Parrilla de calentamiento con agitación

Cuenta – colonias.

Algodón, gasa papel,  estrasa
Medios de cultivo:

Agar cuenta estándar

Sol. de peptona.

Agua destilada



METODOLOGÍA

Preparación de la muestra.

Pesar 10 gr. del alimento en condiciones asépticas, transferir a un frasco de dilución con 90 ml, de solución de peptona y agitar vigorosamente para homogeneizar la muestra. ( en su caso licuarla por 1 min.).Con las muestras liquidas tomar 10 ml. , y realizar la misma operación.

Esta primera dilución corresponderá a  10 (1, y a partir de ella se harán tantas diluciones decimales como sea necesario(10 -2, 10-3, 10-4, etc.).

De la dilución 10-1 se toma 1 ml. Y se pasa a un tubo  con tapón de rosca, el cual contiene 9 ml. de diluyente, este tubo va ser la dilución 10-2; y así sucesivamente hasta llegar a la dilución 10-3.

Sembrar  en placa de Agar  de Cuenta estándar, inoculando 0.1 ml. de cada dilución preparada e incubar a  35  (C por 24  o 48 hrs., según el resultado obtenido.

RESULTADOS

Seleccionar las placas que contengan crecimiento de microorganismos y contar las colonias multiplicando por el  factor de dilución, reportando el numero de colonias por gramo o  ml.

CUESTIONARIO

1.- Investigar  las características  que identifican a las bacterias mesófilos aerobios  de las demás bacterias.

2.- ¿Cuál es el pH que debe tener el agar para que se desarrollen las bacterias mesófilas aerobias y menciona alguna familia de las mismas?. 

3.- ¿Qué función tiene el agar de cuenta estándar  en el crecimiento de los microorganismos?.

4.- ¿Cuántas técnicas para recuento de mesófilos conoces?

5.- ¿En qué se basa la técnica de diluciones? 

REFERENCIAS

Pelczar J. M. y Chan E. C. S. “Elementos de Microbiología”. Editoral Mc. Graw Hill. México, 1998.

UTS
MANUAL No. 7

DETERMINACIÓN DE BACTERIAS COLIFORMES EN ALIMENTOS

(PRUEBA PRESUNTIVA)

OBJETIVO 

Determinar bacterias coliformes en alimentos que puedan ocasionar daños a la salud.

INTRODUCCION

La interpretación del hallazgo y abundancia de los organismos coliformes no tiene un carácter universal. En tanto que en el agua, en términos generales, se considera que su presencia revela una exposición reciente a la contaminación fecal, su significado no es el mismo en el caso de la leche, substrato en el cual son capaces de desarrollar muy activamente.

MARCO TEORICO

Escherichia coli es una habitante normal del tracto intestinal de las personas y otros animales de sangre caliente. Normalmente no es patógeno. Otro miembro del grupo coliforme es Klebsiella pneumoniae, que esta amplia mente distribuido por la naturaleza. Se encuentran en el suelo, en el agua, en los cereales y también en el tracto intestinal de las personas y de otros animales.

Enterobacter aerogenes, es una bacteria coliforme que se encuentra en el tracto intestinal de las personas y otros animales. Se encuentra también en el suelo, en el agua y en productos lácteos. Los coliformes, como grupo, se caracterizan por ser bacterias de forma bacilar, aerobias o anaerobias facultativas que no esporulan, son Gram negativas y fermentan la lactosa con producción de ácido y gas al cabo de 48 horas a 35 grados centígrados.

Los coliformes poseen varias características en comun con miembros de los géneros Salmonella y Shigella, dos géneros que tienen especies patógenas entericas. Sin embargo, una importante diferencia bioquímica que los distingue es que los coliformes fermentan la lactosa con producción de ácido y gas, y Salmonella y Shigella no fermentan la lactosa. Como luego veremos, la fermentación de la lactosa es la reacción clave en el procedimiento de laboratorio que se sigue para determinar la potabilidad del agua. 

Investigacion y recuento en medio liquido de coliformes totales.

El grupo coliforme pertenece a la familia Enterobacteriaceae e incluye varios géneros Escherichia, Citrobacter, Enterobacter y Kleibsiella. Se encuentra en el intestino del hombre y los animales pero también en otros ambientes como suelo, plantas, etc. Por lo que como indicadores de contaminación fecal no presentan buena especificidad. In embargo, su frecuencia en las heces, su fácil detección y la posibilidad de que junto a ellos existan microorganismos patógenos hace que se empleen como principales microorganismos indicadores de contaminación fecal. Se realiza esta determinación por la técnica de Numero Mas Probable (NMP(. El medio que se utilizara será un caldo lactosado con púrpura de bromocresol para aprovechar la capacidad de estos microorganismos de fermentar la lactosa con producción de ácido y gas. 

Todos los tubos se preparan con 10 mL de dicho medio de la siguiente forma: 3 tubos a doble concentración del medio base y del azúcar (X2( y 6 tubos a concentración sencilla (X1(.

a) Añadir con pipetas estériles:

· 10 mL de la muestra inicial a tres tubos (X2(.

· 1 mL de la muestra inicial a tres tubos (X1(.

· 0.1 mL de la muestra inicial a tres tubos (X1(.

· NOTA: si la muestra problema se sospecha altamente contaminada, se debe realizar esta técnica procediendo de la misma forma pero a partir de diluciones de la muestra inicial.

b) Incubar los tubos a 37 grados centígrados durante 24 horas. Se consideran positivos los tubos que traza la incubación producen gas ( se debe observar al menos un 10( del volumen de la campana  Durham con gas( y un viraje en el color del caldo, la producción de ácido se visualiza al virar el medio de púrpura a amarillo.

c) Determinar el NMP de coliformes totales(100 mL de agua a partir de los tubos positivos, como se muestra en la siguiente tabla (Pelczar, 1998(.

Tabla para la obtención del Numero Mas Probable (NMP(.

Numero de tubos que dan reacción positiva




3 tubos de 10 mL
3 tubos de 1 mL
3 tubos de 0.1 mL
NMP

0
0
1
3

0
1
0
3

1
0
0
4

1
0
1
7

1
1
0
7

1
1
1
11

1
2
0
11

2
0
0
9

2
0
1
14

2
1
0
15

2
1
1
20

2
2
0
21

2
2
1
28

3
0
0
23

3
0
1
39

3
0
2
64

3
1
0
43

3
1
1
75

3
1
2
120

3
2
0
93

3
2
1
150

3
2
2
210

3
3
0
240

3
3
1
460

3
3
2
1100

MATERIALES , REACTIVOS Y EQUIPOS.

Tubos de ensaye de 16x150 mm.

Pipetas graduadas de 10 ml.

Pipetas graduadas de   5 ml.

Pipetas graduadas de   1 ml.

Cajas de petri.

Matraz Erlen- Meyer de 250 ml.

Espátula.

Frasco para muestra de 250 ml.


Medios de cultivo:

Agar biliado rojo violeta.



METODOLOGÍA 

1) Preparar 100 ml. de medio de cultivo con biliado Rojo Violeta y esterilizarlo, después de esterilizarlo se debe mantener en baño de agua caliente a 44-46ºC, si no se hace así podría estar demasiado frío y solidificarse en el momento de añadirse sobre las placas, o demasiado caliente y destruir algunas bacterias termolábiles.

2) Preparar el diluyente que puede ser Tampón fosfato o Peptona al 0.1% y se colocan 9 ml. En cada tubo y se esteriliza. Antes de usar es recomendable pre-enfriar el diluyente a unos 3ºC para evitar la multiplicación de bacterias durante la siembra.

3) Se toma la muestra del alimento a analizar, generalmente se toman 50 gramos de alimento en 450 ml. de diluyente.

4) En el caso de que el alimento sea liquido se pueden tomar 10 ml. de muestra en 90 ml. de diluyente que es equivalente a 1 ml. de muestra en 9 ml. de diluyente, y así se obtiene la primera dilución 10-1. a partir de este punto se debe trabajar utilizando el mechero para evitar contaminar la muestra, el diluyente y el medio de cultivo.

5) Después se van haciendo las siguientes diluciones: tomando 1 ml. de la primera dilución 10-1 y agregándola a otro tubo con 9 ml. de diluyente se obtiene la segunda dilución 10-2 y así sucesivamente hasta obtener el número de diluciones deseadas.

Antes de pasarse al tubo siguiente, se agitan mecánicamente o con la mano.

6) Si no se conoce el aproximadamente el número de bacterias del producto se deben sembrar diversas diluciones con el fin de conseguir placas, después de la incubación, con un número de colonias contables.

7) Después de preparar la primera dilución 10-1 se coloca 1 ml. de ésta en dos o tres cajas de petri y a continuación añadir unos 15 ml. de agar fundido en cada placa.

8) Después de mezclar cuidadosamente la suspención bacteriana con el medio, se deja que el agar solidifique. Mas tarde las placas se invierten para evitar la condensación de la humedad en la superficie del agar durante la incubación.

9) Una vez solidificado el medio de cultivo se incuban a temperaturas de 37ºC durante 24 horas.

RESULTADOS

1. Los recuentos se deben efectuar únicamente en las placas que contengan entre 30 y 300 colonias.

2. El cálculo del número total de microorganismos se obtiene multiplicando el número de bacterias obtenidas en un dilución determinada y multiplicarla por el inverso de la dilución.

Ejemplo:

No. De colonias: 58         Dilución: 10-3
UFC/Gr. ó ml. =  (58)(103)= 58,000 UFC/Gr. ó ml

CUESTIONARIO

1.- Mencione los principales grupos coliformes que hay en alimentos.

2.- ¿Cuál es el principal indicador de contaminación por coliformes fecales en alimentos?.

3.- Mencione los factores de desarrollo de los grupos coliformes en alimentos.

4.- Mencione algún sistema para inhibir el crecimiento de coliformes.

5.- Mencione en que se basa el calculo de microorganismos por l técnica de numero mas probable.

6.- Enumere dos posibles vías de contaminación por coliformes en un alimento.

REFERENCIAS

Pelczar J. M. y Chan E. C. S. “Elementos de Microbiología”. Editoral Mc. Graw Hill. México, 1998.



UTS
MANUAL No. 8

DETERMINACIÓN DE BACTERIAS COLIFORMES EN ALIMENTOS

(PRUEBA CONFIRMATIVA)

OBJETIVO 

Determinar bacterias coliformes en alimentos que puedan ocasionar daños a la salud.

MARCO TEORICO

Investigacion y recuento de coliformes fecales (E. coli( en medio liquido.

Dentro del grupo coliforme se investiga la presencia de Escherichia coli por ser el coliforme mas estrechamente ligado a contaminación fecal. Una de las características diferenciales de esta bacteria respecto al resto de los coliformes totales es la capacidad de fermentar la lactosa con producción de ácido y gas a 44 grados centígrados.

a) Determinar los coliformes fecales a partir de los tubos positivos del análisis anterior. Para ello, transferir de cada tubo positivo el volumen correspondiente (10, 1, 0.1 mL( a nuevos tubos del medio caldo de lactosa con púrpura de bromocresol.

b) Incubar 24 horas a 45 grados centígrados.

c) Determinar el NMP de coliformes fecales(100 mL de agua a partir de los datos de la tabla anterior.

Determinación de estreptococos fecales.

Son cocos Gram positivos, aerobios, catalasa negativos, que fermentan la lactosa con producción de ácido y gas a 37 grados centígrados. Los estreptococos fecales pertenecen al grupo D de Lancefield. Son gérmenes cuyo hábitat normal es el tubo digestivo del hombre y los animales de sangre caliente. Por lo que se utilizan como indicadores de contaminación fecal. La determinación se realiza por el método de NMP realizándose una prueba presuntiva y otra confirmativa.

a)  Prueba presuntiva: a partir de la muestra problema añadir con pipetas estériles 10 mL a 3 tubos de medio Rhote (X2(, 1 mL a 3 tubos de medio Rhote (1X( y 0.1 mL a oros tres (X1(.

Incubar los tubos a 37 grados centígrados durante 48 horas. Se consideran positivos los tubos que presenten enturbiamiento o sedimento.

A partir de cada tubo de caldo Rhote positivo homogeneizar el medio y sembrar con asa de siembra en tubos de caldo de Litsky. Incubar a 37 grados centígrados durante 24-48 horas. Si se consideran positivos los tubos que presentan enturbiamiento y(o sedimento de color violeta. Se determina en la tabla anterior en el NMP de estreptococos fecales(100 mL de agua (Pelczar, 1987).

MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS.

Tubos de ensaye de 16x150 mm.

Pipetas graduadas de 10 ml.

Pipetas graduadas de   5 ml.

Pipetas graduadas de   1 ml.

Cajas de petri.

Matraz Erlen- Meyer de 250 ml.

Espátula.

Frasco para muestra de 250 ml.

Campanas de Durham

Autoclave

Papel estrasa
Medios de cultivo:

Caldo verde brillante lactosa bilis.



METODOLOGÍA .

1. Se prepara agar caldo verde brillante lactosa billis y se distribuye de 10 ml. en tubos de 16X150 mm. Con campanas de Durham invertidas.

2. Se esterilizan los medios de cultivo a 15 lb/pulg2. Después de la esterilización no debe existir aire en las campanas invertidas

3. De la práctica anterior se eligen seis colonias representativas que se inoculan tocando el centro de cada una con el asa de platino y pasándola a cada uno de los tubos con caldo.

4. Se incuban los tubos a 35° C. durante 48 horas.

RESULTADOS

1. Al final se examinan los tubos con el fin de observar si hay gas en las campanas invertidas o desprendimiento de burbujas en el medio enturbiado.

2. El número de coliformes por gramo se puede determinar contando el número de colonias de las placas de agar biliado rojo violeta que han resultado positivas en caldo verde brillante lactosa bilis.

CUESTIONARIO

1.- ¿Cuál es el parámetro que nos indica que la prueba es positiva?

2.- ¿Qué nombre recibe el gas que desprenden los microorganismos en esta prueba?

3.- ¿Cuál es la reacción que lleva a cabo el microorganismo con el medio de cultivo?.
4.- ¿Qué microorganismo es el que principalmente se busca en la prueba confirmativa?
REFERENCIAS

Pelczar J. M. y Chan E. C. S. “Elementos de Microbiología”. Editoral Mc. Graw Hill. México, 1998.

UTS
MANUAL No. 9

IDENTIFICACIÓN Y RECUENTO DE SALMONELLAS

OBJETIVO

Identificara y determinará la cantidad de salmonella contenido en un alimento

INTRODUCCIÓN

En los alimentos, las Salmonellas, como consecuencia de la naturaleza de la contaminación se ven acompañadas de gran cantidad de enterobacterias muy similares. De aquí la necesidad de su enriquecimiento. Como a pesar de su enriquecimiento suele ser difícil demostrar su existencia, éste debe hacerse en varios medios selectivos, ya que parece ser que cada uno de estos medios puede frenar e inhibir el desarrollo de ciertas cepas de Salmonella.
MARCO TEORICO

Generalidades
Las salmonellas son bacilos Gram negativos, oxidasa negativos, anaerobios facultativos, ampliamente distribuidos en diferentes ambientes. Producen principalmente cuadros gastrointestinales, fundamentalmente asociados a intoxicaciones alimentarías con una alta incidencia en los países desarrollados. También gérmenes pertenecientes a la misma especie son los causantes de las fiebres tifoideas y paratifoideas (Salmonella typhi y Salmonella paratyphi A, B y C).

En España, durante el período 1990-1992, el 84% de las toxi-infecciones alimentarías fueron debidas a alguno de los seretipos de Salmonella sp de la subespecie I. La incidencia de la fiebre tifoidea ha disminuido de una forma considerable en los últimos años, hasta una tasa por 100.000 habitantes de 1,8 en 1993.

La dosis infectante de las salmonellas oscila entre 105 y 109 ufc/ml, aunque se han descrito casos de infecciones por concentraciones de 10². Las salmonellas son consideradas bacterias invasivas, pero solamente superan las barreras mucosa y linfótica, invadiendo el torrente sanguíneo, las productoras de fiebre tifoidea y excepcionalmente algún otro serotipo.

Diagnóstico microbiológico
Las salmonellas productoras de gastroententis se aíslan de las heces mediante coprocultivo. El análisis microscópico de las heces en el caso de las salmonelosis no suele ser de utilidad, porque aunque pueden aparecer heces sanguinolentas y existir leucocitos, estos también se presentan en otras diarreas invasivas.

El coprocultivo debe realizarse a partir de heces recién tomadas o en su defecto mantenidas refrigeradas en medio de transporte (Cary-Blair).

La utilización de un medio líquido de enriquecimiento (caldo de F-selenito o caldo de tetrationato) es fundamental cuando se trata de estudiar portadores sintomáticos, ya que en estos casos suele eliminarse sólo una baja concentración de salmonellas en heces. Sin embargo, también es recomendable utilizar medios de enriquecimiento en cuadros de gastroenteritis agudas con objeto de inhibir la flora fecal competitiva, aunque el elevado número de salmonellas presente en las heces en estos casos no los hace indispensables. 

El coprocultivo se realiza mediante la preparación de una emulsión de uno o dos gramos de heces en solución salina fisiológica, a partir de la cuál se inocula un tubo de un medio liquido de enriquecimiento y tres medios sólidos distintos: un medio general (agar sangre o agar de soja y triptona), un medio poco selectivo (agar MacConkey o agar de eosina azul de metileno) y un medio de selectividad media (agar Hecktoen o agar saimonella-shigella). En los casos poco frecuentes en los que se consi-dere necesario buscar una cepa de Salmonella sp. fermentadora de inetosa es útil añadir un cuarto medio más selectivo como agar sulfito o agar MacConkey con verde brillante (estos medios inhiben el crecimiento de coliformes).

En casos de sospecha de fiebre tifoidea lo habitual es aislar el germen de sangre, pero también se puede aislar a partir de heces si se toma la muestra antes del inicio del tratamiento con antibióticos. Para aislar S. typhi es conveniente incluir el medio de agar sulfito-bismuto. La reacción de Widal (estudio de anticuerpos séricos frente a antígenos O-H y Vi de Salmonella typhi) presenta una escasa utilidad. 

Todos los medios se incuban en aerobiosis a 37º C. Los medios sólidos deben examinarse a las 24 y 48 horas y el caldo de enriquecimiento se resiembra a las 24 horas en los tres medios sólidos antes mencionados. 

Uno de los principales objetivos en microbiología clínica es la identificación del agente causal por procedimientos cada vez más ágiles y seguros (mayor rapidez con especificidad y sensibilidad más altas).

La identificación del germen aislado en placa puede acelerarse usando diferentes técnicas: aglutinación (aglutinación de látex con anticuerpos específicos, coaglutinación etc), detección de umbeliferona, un producto fluorescente liberado por la enzima caprilaro esterasa (C8 esterasa) producida por salmonella ("Mucap", Biolife, Milán, Italia), mediante pruebas enzimáticas rápidas o por sondas específicas de hibridación de ADN. 

Se está trabajando en la elaboración de sondas específicas de hibridación con objeto de utilizarlas directamente para la detección de Salmonella sp . en muestras clínicas. Uno de los inconvenientes de dichas sondas es que son necesarias elevadas concentraciones de la bacteria que normalmente no se dan en las heces. Para solucionar este problema se puede recurrir a la aplicación de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR), aunque tanto las condiciones químicas y físicas de las heces como la presencia de otras bacterias que pueden interferir en los resultados dificultan la puesta a punto de la técnica. La elaboración de una sonda basada en el fragmento de inserción IS200 específico de salmonella es prometedora.

Indicaciones de tratamiento antibiótico
Las salmonelosis cuando afectan a personas adultas y sanas se suelen resolver espontáneamente. En estas situaciones no se recomienda el tratamiento con antibióticos ya que, segun algunos autores, puedo prolongar el estado de portador convaleciente. Por lo tanto el tratamiento debería limitarse en casos no complicados a rehidratación, reposición de electrólitos y tratamiento sintomático del enfermo. En personas con alguna enfermedad de base, en niños muy pequeños, en ancianos o en aquellos casos poco frecuentes en que se produzca una infección generalizada los antibióticos de elección son las cefalosporinas y las quinolonas.

La fiebre tifoidea debe ser tratada con antibióticos desde el principio. En España, de acuerdo con los datos que se poseen de sensibilidad, los tres antibióticos tradicionales de elección: (cloranfenicol, ampicilina y cotrimoxazol) se pueden escoger para el tratamiento como primera opción. Solamente en aquellos casos que se sospeche la adquisición de la enfermedad en el continente Asiático o que no responda en los primeros días al tratamiento, se recomienda utilizar cefalosporinas de tercera generación o quinolonas  (López, 1994(.
La infección por bacterias del genero Salmonella (de ahí el termino salmonelosis( afecta al tracto gastrointestinal. El tracto gastrointestinal comprende el estomago, intestino delgado e intestino grueso o colon. Los brotes de salmonelosis son e naturaleza explosiva y están asociados a bodas, banquetes y otros acontecimientos en los que se sirven comidas a grupos de personas. Lo repentino de la enfermedad, la distingue de otras enfermedades gastrointestinales tales como la s disenterías bacilar y amebiana. Entre 8 y 48 horas después de comer alimentos contaminados con Salmonellas, se establece repentinamente un dolor abdominal y una diarrea fluida y acuosa, ocasionalmente con sangre y mucus. Las nauseas y los vómitos son frecuentes, la fiebre de 38-39 grados centígrados (100.4 a 102.2 grados F( es también comun. Estos síntomas están ligados de alguna manera a las endotoxinas termoestables de las Salmonellas. Usualmente, los síntomas ceden a los 2-5 días y la recuperación no es rara.

Algunas especies de Salmonellas son capaces de producir infección alimentaría. Estas incluyen a Salmonella enteritidis var. typhimorium  y otras variedades y S. cholerasuis. Estas bacterias son bacilos Gram negativos móviles, no esporulados. Fermentan la glucosa pero no la lactosa o la sacarosa. Casi todos los serotipos producen gas cuando fermentan azucares, siendo la excepción S. typhi.

Las Salmonellas pueden ser clasificadas mediante reacciones bioquímicas en tres especies: S. typhi, S. cholerasuis y S.  enteritidis. Las especies se dividen luego en serotipos que se identifican por antígenos altamente específicos O (somáticos( y H (flagelares(. Este método de categorización de las Salmonella se denomina de Kauffman-Whaite. Los antígenos O se enumeran de 1 a 65. hay dos fases de antígenos H 1 y 2. los antígenos de la fase 1 se designan con la letra Z y van de Z1 a Z59; los antígenos de la fase 2 estuvieron originalmente numerados pero debido a reacciones cruzadas hoy incluyen muchas designaciones de la fase 1. además de estos antígenos, S. typhi tienen también un antígeno Vi (capsular(. 

Debe ingerirse un gran numero de microorganismos viables, para que se produzca una enfermedad clínicamente aparente porque muchas células pueden ser rápidamente eliminadas del tracto gastrointestinal. La multiplicación de los microorganismos ingeridos en el tracto gastrointestinal da origen a los síntomas de la gastroenteritis. La irritación intestinal y la inflamación son producidas por una verdadera infección en lo profundo de la membrana mucosa.

Generalmente la salmonelosis se trata con medidas de apoyo, sin utilizar sustancias antimicrobiana.

El diagnostico de laboratorio definitivo, depende del aislamiento de las bacterias a partir de las heces (estas bacterias deben ser las mismas que las aisladas del alimento sospechoso(. El uso de medios selectivos o diferenciales, tales como el agar de MacConkey, es un procedimiento de rutina. Luego se realiza la identificación de los microbios mediante métodos bioquímicos o serológicos. Un creciente titulo de anticuerpos al cabo de 1 ó 2 semanas después de la infección, tienen valor diagnostico.

Las personas se infectan con salmonellas casi únicamente mediante el consumo de alimentos o bebidas contaminadas. Los alimentos comúnmente responsables comprenden pasteles con crema, carnes picadas, salchichas, aves, asados de buey preparados comercialmente y huevos. Aunque los portadores y las personas enfermas pueden contaminar alimentos y bebidas, la mayor fuente de salmonelosis es el reservorio de salmonellas en animales inferiores. Muchas especies de Salmonellas existen de forma natural en pollos, pavos, patos, roedores, gatos, perros, tortugas y muchos otros animales. Las aves domesticas son con frecuencia la fuente responsable de la infección de las personas (Pelczar, 1998(.  
MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS

Pipetas estériles de 10 ml

Asa de siembra estériles

Placas Petri estériles

1 matraz de 500 ml aséptico

2 matraces de 250 ml

Triturador “Minipimer”
Medios de cultivo:

Caldo de peptona tamponado

Caldo tetrationato

Caldo selenito

Agar Bismuto – sulfito

Agar Salmonella – Shigella



METODOLOGIA

1. Toma de muestra: la muestra representativa ha de ser al menos de 100 gramos. Se toman de distintas zonas, al menos 25 gramos.
2. Trituración y homogeneización: se mezclan 225 ml de agua de peptona tamponada, con los 25 gramos de alimento. Se trituran durante 2 minutos con la trituradora. El alimento triturado necesita un ajuste de pH 6 – 7, particularmente en alimentos ácidos donde las Salmonellas no pueden desarrollarse.
3. Preenriquecimiento: El alimento triturado y homogeneizado se pasa asépticamente a un matraz de 500 ml y se incuba 16 – 20 horas a 37°C.
4. Enriquecimiento: del crecimiento en caldo peptona tamponado, se pasan 10 ml a un matraz que contenga 100 ml de caldo tetrationato, y otros 10 ml a un matraz con 100 ml de caldo selenito. El primero se incuba 48 horas a 42°C – 43°C y el segundo a 37°C también 48 horas.
5. Siembra en placa: cuando la incubación de ambos medios alcanza las 24 horas, se siembra a partir de cada uno de ellos en placa con Agar Bismuto – Sulfito y Agar S – S para obtener colonias aisladas (primer subcultivo). Incubar las placas a 37°C durante 48 horas.
6. A las 48 horas de incubación de los medios de enriquecimiento, se hace una segunda siembra de forma idéntica y en los mismos medios en placa (segundo subcultivo).
RESULTADOS

A las 24 horas de incubados estos cultivos se hace la lectura.

Las colonias de Salmonella en Agar Bismuto – Sulfito tienen la siguiente morfología: pardas, grises tirando a negro, presentan a veces un brillo metálico, rodeadas de un halo oscuro. Algunas cepas dan colonias verdes y no oscurecen el medio.

En Agar S – S las colonias de salmonella al cabo de 18 horas son de color rosa pálido a incoloras que con el tiempo se van haciendo opacas más grandes y pueden presentar un punto central gris a negro.

Tomar varias colonias típicas o sospechosas para confirmarlas, ya que reconocer las colonias de salmonellas requiere mucha experiencia y el aspecto puede varias no sólo de especie sino de lote a lote de medio de cultivo. 

CUESTIONARIO

1.- ¿Cuál es la finalidad de realizar el preenriquecimiento de la muestra utilizadas?.

2.- ¿Cuáles son las condiciones para el desarrollo de microorganismos del tipo salmonella-shigella en un alimento?.

3.- ¿Cuál es la principal vía de contaminación de salmonelosis?

1. ¿Qué animal sirve como reservorio de las salmonellas?4.- 

REFERENCIAS

Pelczar J. M. y Chan E. C. S. “Elementos de Microbiología”. Editoral Mc. Graw Hill. México, 1998.

López B. M. “Procedimientos en Microbiología Clínica”. España 1994.

UTS
MANUAL No. 10

IDENTIFICACIÓN Y RECUENTO DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS
OBJETIVO

Determinar y cuantificar grupos de microorganismos  staphylococcus aureus patogenos para el hombre, en muestras de alimentos con los métodos de cultivo más comunes.

INTRODUCCIÓN

Staphylococcus aureus es una especie microbiana perteneciente a la familia Micrococcanae y al género Staphylococcus, integrada por gérmenes en forma de cocos, agrupados generalmente en racimos, inmóviles, gran positivos, aerobios y anaerobios facultativos con temperatura óptima de crecimiento a 37°C. posee unas enzimas que le diferencian de otros Staphylococcus: coagulasa, fosfatasa y desosiribonucleasa. Producen toxinas: hemolisina y enterotoxina.

MARCO TEORICO

Un envenenamiento alimentario comun se produce al ingerir una toxina producida por Staphyloccus aureus toxigénicas que crecen sobre alimentos contaminados. Los estafilococos son organismos que se encuentran normalmente en varias partes del cuerpo humano, incluida la nariz, garganta y piel, y por ello pueden llegar fácilmente a los alimentos. Pueden proceder de los que manejan los alimentos que sean portadores o que tienen infecciones piógenas. Este es el tipo mas comun de envenenamiento alimentario, afortunadamente la enfermedad es de corta duración (24-48 horas(; la recuperación total tiene lugar en casi todos los casos. En niños muy pequeños y en personas debilitadas puede producirse un shock y la muerte, aunque raramente, a causa de deshidratación. Usualmente no se reconoce como envenenamiento alimentario estafilococico a menos que haya muchas personas afectadas al mismo tiempo.

Los síntomas se presentan poco después de la ingestión del alimento contaminado. La cantidad de enterotoxina consumida determina el tiempo de aparición de los síntomas asi como la gravedad. Generalmente entre 2 y 6 horas después de la ingestión aparecen síntomas como nauseas, dolor de cabeza, vómitos y diarreas.

Solo ciertas cepas de S. aureus producen la enterotoxina. La mayoría de estas cepas son coagulasa-positiva, es decir que tienen la capacidad de coagular el plasma de la sangre  citratada o con oxalato. Existen al menos cinco tipos  de enterotoxina antigénicamente distintos, designados como A, B, C, D y E. Los tipos A y B son los mas comunes.

La enterotoxina es termoestable, no se afecta al hervir durante 30 minutos. Ocho a diez horas de exposición del alimento contaminado la temperatura ambiente son suficientes para que se produzca una cantidad adecuada de toxina como para producir una intoxicación alimentaría. Ni siquiera una subsecuente refrigeración de este alimento durante muchos meses destruirá la toxina. El volver a cocer estos alimentos tampoco destruirá su contenido de toxina.

No hay antibióticos indicados para el tratamiento de la intoxicación  alimentaría estafilocócica. En casos con severa deshidratación, sin embargo se recomienda la administracion de líquidos intravenosos.

En el laboratorio se puede confirmar el diagnostico examinando al microscopio un frotis  del alimento sospechoso, con el fin de ver la presencia de abundantes cocos Gram-positivos. También puede cultivarse el alimento para tener estafilococos hemolíticos coagulasa-positivos a partir de los cultivos y luego dar filtrados de los mismos a varios voluntarios o animales de experimentación. Los métodos recientes para ensayar la presencia de enterotoxina se basan en reacciones serológicas, tales como las técnicas de difusión en gel y de anticuerpos fluorescentes.

Las personas son la fuente mas importante de contaminación de estafilococos que producen enterotoxina. En los brotes de intoxicación alimentaría por estafilococos, suele ser posible mostrar que la cepa de estafilococo que esta en el alimento contaminado y la que esta en las manos de la persona que la maneja, son la misma.

Los alimentos que permiten un buen crecimiento de estafilococos son los responsables de la enfermedad. Los mas comúnmente asociados a la enfermedad son los pasteles o dulces rellenos de crema, carnes elaboradas tales como el jamón York y las ensaladas de patatas. Desgraciadamente los alimentos con suficiente toxina para causar la enfermedad, usualmente tienen aspecto, olor y sabor normal.

La mejor medida preventiva es la refrigeración (por debajo de 6 a 7 grados centígrados( de todos los alimentos perecederos. Los que manipulan alimentos no deberán tener lesiones piógenas en la piel, ni ser portadores de estafilococos toxigénicos. Los alimentos recalentados no deberían dejarse durante varias horas antes de ser servidos. La mayoría de las intoxicaciones alimentarías son una consecuencia del mal manejo de los alimentos en establecimientos y en casa (Pelczar, 1998(.   

MATERIAL, REACTIVOS Y EQUIPOS

Pipetas estériles de 1 ml

Asas de vidrio estériles

Placas Petri estériles

Tubos de ensayo

Tubos de hemolisis estériles

Asa de cultivo
Reactivos:

Acido clorhidríco 1 N

Pasma citratado de conejo

Medios de cultivo:

Agar Baird Parker

Dnasa Test Agar

Infusión de cerebro corazón

METODOLOGIA

1. Preparar un homogeneizado del alimento y diluciones decimales siguiendo la misma técnica que para el recuento total estándar.

2. Pipetear 0.1 ml de cada dilución, por duplicado, en placas petri con medio de Baird Parker solidificado. Distribuir el inoculo uniformemente con un asa de vidrio.

3. Incubar a 37°C durante 24 – 48 Horas

RESULTADOS

 Las colonias de estafilococos aparecen negras, brillantes, con bordes reducidos blancos y rodeados de zonas claras que contrastan con el medio opaco. Se cuenta el número de colonias que tienen estas características y se multiplica por el factor de dilución.

A continuación se procede a identificar las colonias sospechosas de Staphylococus aureus, investigando la presencia de las enzimas.

Prueba de la Dnasa:

A partir de una colonia típica, sembrar sobre una placa de Dnasa Test Agar bien seco, practicando solo tres estrías separadas. Incubar a 37°C 18 – 24 horas. Cubrir las placas con HCl 1N y observar el aclaramiento del medio alrededor de las áreas de crecimiento, en cuyo caso es Dnasa positivo.

Prueba de la coagulasa:

A partir de las colonias negras crecidas en agar Baird-Parker, sembrar en medio de infusión cerebro-corazón (Brain Heart Infusión) e incubar 24 horas a 37°C.

Del crecimiento resultante pasar 2 ó 3 gotas a un tubo de hemolisis que contenga 0.5 ml de plasma de conejo. Incubar a 37°C y observar periódicamente para comprobar si ha coagulado. Normalmente la coagulación tiene lugar antes de las 4 horas, en cuyo caso se demuestra la producción de coagulasa por el microorganismo. 

CUESTIONARIO

1. Investigar las características de crecimientos de los  staphilococcus y streptococcus.

2. ¿Cuál es la finalidad y reacción que se lleva a cabo en el medio de plasma de conejo?.

3. ¿Cuál es la reacción que se lleva a cabo en el medio de Dnasa Test agar y HCl 1 N. ,con el microorganismo?.

4. ¿Cómo se transmite la enfermedad producida por la toxina de estafilococos?

5. Menciona tres alimentos involucrados en el contagio de enterotoxinas de estafilococos.

REFERENCIAS

Pelczar J. M. y Chan E. C. S. “Elementos de Microbiología”. Editoral Mc. Graw Hill. México, 1998.

UTS

MANUAL No. 11

IDENTIFICACIÓN Y RECUENTO DE STREPTOCOCCUS DEL GRUPO DE LANCEFIELD

OBJETIVO

Determinar y cuantificar grupos de microorganismos  streptococcus  en muestras de alimentos con los métodos de cultivo más comunes.

INTRODUCCIÓN

El grupo serológico D de Lancefield comprende las especies Streptococcus faecalis, Streptococcus faeciun y Streptococcus durans, que se designan bajo la denominación de estreptococos fecales o enterococos ya que se encuentran habitualmente en el intestino del hombre y de los animales. Son cocos gran positivos, agrupados en cadenas aerobios facultativos con temperatura óptima de crecimiento a 37°C.

MARCO TEORICO

Los estreptococos son microorganismos esféricos, con una disposición característica en forma de cadenas y ampliamente distribuidos en la naturaleza. Algunos son miembros de la flora normal del hombre, en tanto que otros están asociados a importantes enfermedades humanas atribuibles en parte a la infección por los estreptococos y en parte a la sensibilización hacia ellos. Producen una gran variedad de substancias y enzimas extracelulares, su capacidad para efectuar diferentes grados de hemólisis constituye la base de un importante método para su clasificación.

Los cocos individuales son esféricos u ovoides y se disponen en cadenas, los cocos se dividen en un plano perpendicular al eje mayor de la cadena. Los miembros de la cadena a menudo presentan una notable apariencia de diplococos y ocasionalmente se observan individuos cuya longitud los hace semejantes a los bacilos cortos. La longitud de las cadenas varia mucho y esta condicionada principalmente por factores ambientales.

Algunos estreptococos elaboran como sustancia capsular un polisacárido parecido al que se encuentra en los neumococos, por otra parte la mayoría de las cepas de los grupos A y C poseen cápsulas compuestas de ácido hialuronico. Estas estructuras son mas fácilmente apreciables en cultivos muy jóvenes. Impiden la fagocitosis. La pared celular del estreptococo contiene proteínas (antigenos M, T, R), carbohidratos y mucopeptidos.

La mayoría de los estreptococos crecen en medios sólidos formando colonias discoidales generalmente de 1 a 2 milímetros  de diámetro. Las cepas capsuladas del grupo A frecuentemente dan lugar a colonias mucoides.

La energía es obtenida fundamentalmente de la utilizacion de azucares. El crecimiento de los estreptococos tiende a ser pobre tanto en medios sólidos como en caldo, a menos que se les enriquezca con sangre o líquidos tubulares diversos. Los requerimientos nutricionales varia ampliamente para las distintas especies, en este sentido las especies patógenas para el hombre son mas estrictas, ya que requieren la presencia de diversos factores de crecimiento. El crecimiento y la hemólisis se incrementan por el suministro de CO2 al 10%.

Mientras la mayoría de los estreptococos hemolíticos patógenos crecen mejor a 37 (C, los enterococos del grupo D crecen bien a temperaturas comprendidas entre los 15 y 45 (C. Los enterococos son capaces de crecer también en presencia de altas concentraciones  (6.5%( de cloruro de sodio, asi como en medios que contengan 0.1% de azul de metileno. La mayoría de los estreptococos son anaerobios  facultativos.

El agrupamiento de los estreptococos en categorías fundamentales se puede basar en su acción sobre los eritrocitos, resistencia a los factores físicos y químicos y reacciones bioquímicas. Las características individuales de cada especie de estreptococo tienen valor muy limitado en tanto que al considerar a todos los estreptococos como un grupo permite su separación en cuatro grupos:

1. Estreptococo hemolítico: elaboran hemolisinas solubles que dan por resultado hemólisis de tipo beta en gelosa sangre.

2. Estreptococos viridans: no producen hemolisinas solubles ni hemólisis beta en gelosa sangre.

3. Enterococos (Streptococos faecalis): producen carbohidratos C grupo D-especifico y son capaces de crecer tanto a 10 (C como a  45 (C asi como en leche con 0.1% de azul de metileno, en gelosa con 40% de bilis o en presencia de NaCl a una concentración de 6.5%. Son muy resistentes, la penicilina a menudo inhibe su crecimiento pero no los mata.

4. Estreptococos lácticos: su actividad hemolítica es variable, crecen en gelosa con 40% de bilis pero no a 45 (C o en presencia de 6.5 % de NaCl (Jawetz y col, 1989).

MATERIAL, REACTIVOS Y EQUIPOS

Pipetas estériles de 1 ml

Asa de vidrio estériles

Placas Petri estériles

Lo necesario para preparar un homogeneizado del alimento y diluciones decimales

Triturador “Minipimer”
Medios de cultivo:

Agar de Slanetz y Bartley

Agar o caldo triptosa

Caldo triptosa bilis 40%

Caldo triptosa sal

Caldo con pH 9.6

METODOLOGIA

1. A partir de una serie de diluciones decimales y por duplicado, se depositan 0.1 ml de cada una de las diluciones sobre la superficie del medio de Slanetz y Batley, bien seco. 

2. Se distribuye con asa de vidrio estéril. 

3. Se incuban a 37°C durante 48 horas. 

RESULTADOS

Se cuentan las colonias típicas que aparecerán en rosa o rojo marrón. El número de colonias se multiplica por el factor de dilución y se refiere el resultado a un gramo de producto, teniendo en cuenta que se ha partido de 0.1 mililitro.

El medio de Slanetz y Batley es selectivo para los enterococos. Es rico en sustancias nutritivas, lo que garantiza un buen crecimiento. La flora secundaria queda inhibida por la azida sódica. Las colonias de estreptococos D de Lancefield reducen el cloruro 2, 3, 5 trifeniltetrazolio y lo transforma en formazona roja.

Para confirmar que las colonias obtenidas son de enterococos, se siembran en los siguientes medios:

Agar o caldo triptosa (incubación a 45°C)

Caldo triptosa bilis 40% (incubación a 37°C)

Caldo triptosa sal (incubación a 37°C)

Caldo con pH 9.6 (incubación a 37°C)

Si aparece crecimiento en todos ellos, se confirma que se trata de enterococos.

Clasificación bioquímica de los Streptococcus (Sherman)


Cultivo a 45°C
Cultivo en caldo hipersalino
Cultivo en caldo biliado
Cultivo a pH 9.6

Streptococcus Pyogenes
-
-
-
-

Streptococcus lácticos
+
-
-
-

Enterococos (St. Fecales)
+
+
+
+

CUESTIONARIO.

1.- Investiga las características de crecimientos de streptococcus.

2.- ¿Cuál es la concentración de NaCl en la que los streptococcus se desarrollan?.

3.-¿Qué tipo de proteína elabora los microorganismos del tipo streptococcus?.

4.-¿Qué característica presentan las colonias de streptococos?.

5.- Describe la morfología de los estreptococos.

REFERENCIAS

Pelczar J. M. y Chan E. C. S. “Elementos de Microbiología”. Editoral Mc. Graw Hill. México, 1998.

López B. M. “Procedimientos en Microbiología Clínica”. España 1994.
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MANUAL No. 12

RECUENTO DE ENTEROBACTERIAS

OBJETIVO

Determinación de microorganismos enterobacter en alimentos.

INTRODUCCIÓN

Al investigar la presencia de enterobacterias en un alimento se hace, no sólo sobre los gérmenes Gram negativos fermentadores de la lactosa (coliformes), sino también sobre la lactosa negativos, tan importantes como los Salmonella, Shigella y otros.

La familia Enterobacteriaceae está integrada por bacilos Gram negativos, generalmente móviles por flagelos perítricos, a veces inmóviles (Shigella), que fermentan la glucosa con producción frecuente de gas, aunque otras veces no y reducen los nitratos a nitritos.

El recuento total de enterobacterias consiste en la determinación del número de enterobacterias por gramo o mililitro de alimento.

MARCO TEORICO

Los organismos entericos son un grupo de bacilos Gram negativos que, no esporulados cuyo habitad es el intestino del hombre y de los animales. Algunos (por ejemplo Escherichia coli) forman parte de la flora normal y del intestino, otros (por ejemplo las Salmonellas y las Shigellas) son generalmente patógenos para el hombre.  Las bacterias intestinales son aerobias, fermentan una gran variedad de carbohidratos y poseen una estructura antigénica muy compleja.

La mayoría de las bacterias Gram negativas poseen lipopolisacaridos complejos en su pared celular. Estas substancias, endotoxinas, tienen una variedad de efectos fisiopatologicos. Las endotoxinas de las bacterias Gram negativas son lipopolisacaridos complejos y derivados de la membrana de la célula bacteriana y muchas veces liberadas por la lisis de la bacteria. 

Después de su introducción en el cuerpo de los mamíferos, las endotoxinas son eliminadas principalmente por las células del sistema reticuloendotelial después de la adsorción transitoria inicial en los leucocitos de la circulación.

Las bacterias coliformes son un grupo grande y heterogéneo de bacilos Gram negativos que en cierta forma son similares a la Escherichia coli. La complejidad del grupo, las variaciones en los resultados de las pruebas bioquímicas y las relaciones ecológicas cambiantes han conducido a una profusión confusa de nombres. Junto a E. coli habitante del intestino, los siguientes grupos se incluyen frecuentemente entre los coliformes:

1. El grupo Klebsiella-Enterobacter-Hafnia-Serratia: Klebsiella pneumoniae típica: inicialmente conocida como un microorganismo patógeno del aparato respiratorio, es en el momento actual un microorganismo patógeno  muy comun. Se caracteriza por un crecimiento mucoide, grandes cápsulas de polisacáridos y ausencia de motilidad. Enterobacter aerogenes es a menudo móvil, su crecimiento es mucho menos mucoide, sus cápsulas son pequeñas y puede encontrarse tanto como un microorganismo de vida libre, como en el intestino (el Enterobacter antes se denominaba Aerogenes). Las bacterias pertenecientes a esta familia son bacilos Gram negativos que se caracterizan por ser citocromos C oxidasa negativos, fermentadores de la glucosa y reducir los nitratos a nitritos. Se aíslan del intestino del hombre y de los animales, aunque se pueden encontrar en diferentes ambientes. Su presencia en los alimentos en niveles altos hace pensar en una elaboración inadecuada y (o contaminación posterior. Dentro de la familia Enterobacteriaceae se incluyen bacterias patógenas (Salmonella, Yersinia y Shigella( que se identifican por métodos específicos.

2. El grupo Arizona-Edwardsiella-Citrobacter: estos organismos fermentan la lactosa muy lentamente, cuando llegan a fermentarla. Se parecen a las Salmonellas tanto en sus características bioquímicas como ocasionalmente en su patogenicidad para el hombre.

3. El grupo de organismos Providence: que antigiuamente se incluia con las bacterias del grupo 2, bioquímicamente se encuentran relacionadas con los Proteus, desaminan los aminoácidos (Jawetz y col, 1989).

MATERIAL Y REACTIVOS:

Pipetas estériles de 1 ml

Placas Petri estériles

Estufa de cultivo


Medio de cultivo:

Agar - Dextrosa - Cristal Violeta - Rojo Neutro (VRBG)

METODOLOGIA

1. Se realiza a partir de las diluciones decimales. La prueba se hace por duplicado.

2. Se mezclan, en placas Petri estériles, 1 ml de cada una de las diluciones decimales con, aproximadamente, 15 ml del medio (VRBG) previamente fundido y enfriado a 50°C. Una vez que ha solidificado el medio, se recubre Con unos 5 ml del mismo medio, pero no sembrado. 

3. Dejar solidificar y llevar a incubar a 37°C durante 16 y 18 horas.

RESULTADO

Se cuentan las colonias violeta rodeadas de un precipitado rojo - violeta. Se contarán las placas que contengan entre 30 a 150 colonias. El número contado se multiplica por el factor de dilución, lo que proporciona el número de enterobacterias revivificables por gramo.

CUESTIONARIO

1.- Investiga los factores de crecimiento de los microorganismos enterobacter.

2.- Investiga los medios de contaminación de enterobacter en los alimentos.

3.- ¿Cuál es la temperatura optima de desarrollo de estos microorganismos?.

4.- Menciona los sitios en donde podemos encontrar las bacterias Enterobacter.

5.- ¿Cómo se diferencia el grupo Enterobacter del Coliforme?.

REFERENCIAS

Jawetz E., Melnick L. J., Edward A. A. “Manual de Microbiología medica”. Editorial El Manual Moderno. Quinta edición. México 1989.

UTS
MANUAL No. 13

IDENTIFICACIÓN Y RECUENTO DE BACILLUS CEREUS

OBJETIVO

Identificara los microorganismos Bacillus cereus en alimentos.

INTRODUCCIÓN

Este microorganismo saprófito, considerado como no patógeno por vía oral, produce toxiinfecciones alimentarias cuando tiene la oportunidad de desarrollarse en los alimentos en número igual o superior a 106 colonias por gramo. Sus esporas resisten a la acción del calor por lo que de esta forma pueden sobrevivir en productos alimenticios que han sido sometidos a calentamiento.

Es un bacilo, móvil por flagelos perítricos, esporulado, con esporas termodúricas, es decir, que resisten a la pasteurización e incluso a tratamientos más fuertes. Elabora una fuerte lecitinasa.

MARCO TEORICO

Es una causa de enfermedad transmitida por los alimentos que se reconoce con poca frecuencia. Tiene una morfología celular similar a la del B. anthracis pero a diferencia de éste en general es móvil y no es susceptible a la penicilina o al gama-fago. (1)

La intoxicación alimentaria por B. cereus puede causar dos síndromes clínicos:

1. tiene un periodo de incubación breve de cuatro horas. Se caracteriza por náuseas y vómitos severos y con frecuencia se confunde con la intoxicación alimentaria estafilocócica. 

2. tiene un periodo de incubación más prolongado (17 hrs) y se caracteriza por cólicos abdominales y diarrea. Habitualmente se confunde con la intoxicación alimentaria por clostridios. (1)

Generalidades
Bacillus cereus causa intoxicaciones alimentarias a través de la ingesta de alimentos contaminados. En general se admite que, debido a la levedad del cuadro y a que la detección microbiológica de esta bacteria no se realiza rutinariamente en pacientes diarréicos, la incidencia real puede ser superior a la estimada. La bacteria elabora dos tipos distintos de toxinas relacionadas con dos síndromes clínicos diferenciados: síndrome emético y síndrome diarréico.

Diagnóstico microbiológico
En medios no selectivos de uso generalizado como agar sangre esta bacteria origina grandes colonias betahemolíticas planas con apariencia de vidrio esmerilado. Sin embargo, en los casos de toxi-infección alimentaria la presencia de flora potimicrobiana en las muestras (heces, vómitos, alimentos) hace aconsejable el empleo de medios selectivos diferenciales como manitol-polimixina-yema de huevo, medio de Kim-Goepfert o manitol-polimixina-piruvato-yema de huevo con azul de bromotimol o púrpura de bromocresol. En estos medios polimixina B actúa como agente selectivo. El carácter diferencial viene mediado por la actividad lecitinasa de Bacillus cereus sobre la yema de huevo y su incapacidad para catabolizar la manitol. Los medios se incuban 37ºC durante 48 horas. En ocasiones puede ser conveniente emplear un medio previo de enriquecimiento como caldo de soja tripticasa con polimixina.

MATERIAL, REACTIVOS  Y EQUIPOS

Pipetas estériles de 1 ml

Asa de vidrio estériles

Placas Petri estériles

Lo necesario para preparar un homogeneizado del alimento y diluciones decimales

Triturador “Minipimer”
Reactivos:

Rojo de metilo

Agua de peptona para la reacción rojo metilo
Medios de cultivo:

Agar selectivo de Mossel

Medio para la reacción de la gelatinasa

METODOLOGIA

1. Por duplicado y a partir de las diluciones decimales del alimento, se deposita 0.1ml de cada dilución sobre la superficie bien seca del medio de Mossel. 

2. Se extiende el inóculo por toda la superficie con varilla de vidrio estéril y se incuban las placas a 30°C durante 24-48 horas. 

3. Al cabo de este tiempo se hace la lectura.

RESULTADOS

Los B. Cereus dan colonias rosas rodeadas de una zona de opacidad de la yema de  huevo debida a la lecitinasa. Las colonias son planas con tendencia a invadir, de contornos irregulares, con aspecto seco y rugoso.

El medio de Mossel contiene manitol. Los microorganismos manitol positivos hacen virar el rojo fenol a amarillo. El B. Cereus es manitol negativo, por lo que no hace virar el indicador. La polinixina ni inhibe el crecimiento del B. Cereus pero si el de la flora secundaria. La lecitina de la yema de huevo, al crecer el B. Cereus, se precipita por acción de la lecitinasa de este microorganismo.

La confirmación bioquímica se hace sembrando las colonias sospechosas en el medio para la reacción de la gelatinasa y en el agua de peptona para rojo metilo. Se incuban los cultivos 2-3 días a 30°C.

RECUENTO:

El B. Cereus es:
Rojo metilo
+




Gelatina
+




Lecitinasa
++

El recuento de B. Cereus se hace contando las colonias típicas sobre el medio de Mossel y multiplicando el número por el factor de dilución para referir el resultado a un gramo de producto.

CUESTIONARIO

1.- ¿Cómo se desarrolla  e influye el B. Cereus en los alimentos?.

2.- ¿Cuáles son los factores de crecimiento de estos microorganismos?.

3.- ¿Cuál es la sustancia que produce este microorganismo?.
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