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PRESENTACION

La definicibn mas comdn de la microbiologia fue enunciada por Emile Maximilien Paul
Littré (1801-1881), un lexicégrafo y filosofo francés. Segun ésta, la microbiologia es la
ciencia que se encarga del estudio de los microbios (término que surgié en el siglo XIX) o
microorganismos (término surgido en el siglo XXy utilizado actualmente.

El término microorganismo engloba a todo ser vivo de organizacién unicelular o acelular
con un tamafio menor o igual a 0,1 milimetros, que es el limite del poder de resolucion del
0jo humano.

Por lo tanto, una definicién de microorganismo Unicamente basada en el tamafio es limitada
e inexacta. Es necesario, ademas, discutir el caracter unicelular o acelular de estos, pues,
existen algunos (procariotas y eucariotas) que forman parte de otros organismos
pluricelulares diferenciados.

Teniendo en cuenta lo anterior, una definicion de microorganismo méas completa seria:
aguellos seres vivos, microscépicos unicelulares (que son dificiles o imposibles de ver a
simple vista) y que pueden organizarse en comunidades pluricelulares diferenciadas.
Ademas muchos autores incluyen como microorganismos a los virus (entidades
macromoleculares microscopicas, e infecciosas y parasitas de organismos celulares.

Helena Martin Rivera/Introduccion la Microbiologia. Monografia en Internet. , Marzo 24 de 2016, Acceso 28
de Nov-2018. Disponible en: https://www.masscience.com/2016/03/24/introduccion-a-la-microbiologia/
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NORMAS GENERALES DE BIOSEGURIDAD EN EL LABORATORIO.

» Utilizar siempre los elementos de barrera de proteccién apropiados segun las

necesidades: bata, gorro, guantes, tapabocas, zapatos cerrados y gafas etc. Nunca

circular con ropa de calle y/o cambiarse de ropa dentro del Laboratorio.

Colocar ropa, maletas, morrales, en el lugar dispuesto.

No comer, fumar, cortar cinta pegante con la boca, morder lapices dentro del

laboratorio.

Tener cuidado con el uso del mechero. Reconocer la posicion de cerrado o abierto.

Reportar siempre a su docente los accidentes ocurridos en el Laboratorio.

Lavarse las manos vigorosamente antes y después de efectuar un procedimiento.

Los elementos corto punzantes como agujas, lancetas, y otros, deben ser

desechados con precauciones para evitar lesiones (utilice siempre el guardian).

Si padece lesiones exudativas o dermatitis debe evitar el contacto con los equipos

de trabajo, hasta que estas sanen.

» Colocar las laminas usadas y pipetas o puntas en los frascos dispuestos con
desinfectantes.

» Manejar técnicamente el microscopio.

» Encender el microscopio una sola vez. Una vez logrado el enfoque de la muestra
para retirar la lamina, pase al objetivo de menor aumento (10x).

» Es responsabilidad de cada estudiante el manejo del reactivo al que tenga acceso,
conozca todos los simbolos de riesgo para el manejo de las sustancias.

» Encaso de derrames neutralice, desinfecte y luego limpie el derrame con un material
absorbente.

» Abrir la caja de Petri, tubos u otros medios de cultivo, hecerlo cerca al mechero para
evitar contaminaciones.

» Nunca debe utilizar reactivos y/o sustancias quimicas vencidas.

» Utilizar adecuadamente los equipos Yy proporcionarles un mantenimiento

conveniente y permanente. Si un equipo se contamina con una muestra bioldgica,

debera ser descontaminado con hipoclorito de sodio al 7% y luego limpiarlo de

acuerdo con las especificaciones del fabricante.

No guardar tubos o cajas de Petri en la bata.

No sacar materiales o equipos del laboratorio sin autorizacion.

Transportar los cultivos y materiales fragiles dentro de bandejas.

Todo material contaminado debera ser eliminado en bolsa roja.

YV V VY Y V

A\

VV VY
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PLAN DE TRABAJO

Previamente a la practica, lea los procedimientos que se van a realizar y prepare
todos los aspectos tedricos correspondientes, y los materiales y/o muestras
necesarios para la ejecucion de la misma.

Anote cuidadosamente sus resultados: el examen de la practica, no sélo se limitara
a la informacion proporcionada por el manual o el docente, sino  también ala de
sus propias observaciones, investigacion y deducciones.

Asegurese que la superficie del meson esté limpia y seca antes de comenzar la
practica.

En la mesa de trabajo solo debe estar el material necesario para la
realizacion de la practica. Debe estar limpio y ordenado.

Asegurese de marcar adecuadamente las laminas, y las muestras a usar.

Tome todas las precauciones necesarias (evite contacto con ojos, boca y el resto
del cuerpo).

Practique varias veces el procedimiento y en caso de dudas preguntar a su docente.
Anote y/o dibuje todo los fendmenos observados y los resultados obtenidos para
una mejor realizacion de la practica.

Al terminar limpie la zona de trabajo descartando el material que no necesite.
Descarte los materiales usados en los sitios destinados para esto. No deje material
contaminado en las mesas de trabajo al finalizar la practica.

Limpie el microscopio antes y al final de la practica. Recuerde que este equipo es
fundamental para su trabajo. jCuidelo!!!

Siempre tenga en cuenta las normas de bioseguridad.
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MATERIALES PARA TODAS LAS CLASES
INDISPENSABLES EN TODOS LOS LABORATORIOS

L4piz de Cera o marcador cristalografico.
Colores.

Guantes desechables.

Mascarilla o tapabocas.

Gafas de proteccion.

Toalla pequeia.

Muestra solicitada.

Portaobjetos.

Papel absorbente.

. Guias de laboratorio previamente estudiadas.

. Folder. Tema y # de la practica a desarrollar, objetivos, materiales,
procedimiento, resultados (Dibujos), conclusién personal y desarrollo de
talleres.

12. Lapiz, borrador, sacapuntas, calculadora.

©CoNoGk~wDdhPE

el =
(N )
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PRACTICA N° 1.
MICROSCOPIA

|. INTRODUCCION:

El microscopio es un Instrumento éptico, que permite observar objetos no visibles a nuestro
poder de vision, y es el equipo de mayor uso en los laboratorios para el estudio de los
microorganismos. Mediante un sistema de lentes e iluminacion se puede aumentar la
imagen 40 a 1000 veces.

Los precursores de la microscopia son:

v' Van Leeuwenhoek, quien observé microorganismos en agua estancada y les llamo
animalculos.
Robert Hooke, en 1665 observo células de corcho.
Hans Sacarias Hansen, contribuy6 en la elaboracién del microscopio compuesto.
John Marshall, perfeccioné la parte mecanica del microscopio.
E. Bruche-H, Johansen, construyeron el microscopio electrénico.

AR NEN

MICROSCOPIO SIMPLE: Compuesto por lentes convergentes que producen imagenes
virtuales derecha y aumentada. Este microscopio aumenta de 15-20 veces la imagen del
objetivo observado.

MICROSCOPIO OPTICO COMPUESTO:

En él se combinan la amplificacion de dos sistemas de lentes, ambos convergentes, que se
encuentran colocados en los extremos de un tubo.

Programa de Enfermeria e Instrumentacién Quirlrgica Pagina 8 de 29
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PARTES DE UN MICROSCOPIO

Oculares —
~__—Cabezal
Revolver—— ™ == —— Brazo
Objetivos ——___
_———Desplazamiento platina
. - Macrométrico
Platina —
Micrométrico
Foco

-~ Condensador

Base

Sistema 6ptico:
OCULAR: Lente situado cerca del ojo del observador. Amplia la imagen del objetivo.

OBJETIVO: Lente situado cerca de la preparacion. Amplia la imagen, y esta rotulado con
diferentes aumentos, proporciona una imagen real aumentada e invertida. El aumento
inicial del objeto es producido por el objetivo; la imagen se transfiere al ocular donde se
realiza el aumento final, 4x, 10x, 40x, 100x.

Segun las condiciones de empleo y mecanismos de construccion los objetivos se clasifican
en:

a. Objetivos a seco: No necesitan interponer ninguna sustancia entre el objetivo y la
preparacion. La preparacion y el lente estan separados por el aire.
% Objetivos de exploracion: 3.5X 6 4X
+ Objetivos de bajo aumento: 10X

Programa de Enfermeria e Instrumentacién Quirlrgica Pagina 9 de 29
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b. Objetivos de correccion: Corrige el defecto que tienen los objetivos a seco
empleando en la preparacién un cubre objeto.

+» Objetivos de gran aumento: 40X

Maria Estela Raffino. Argentina. Consultado: 09 de octubre de 2019.
Tomado de la Fuente: https://concepto.de/microscopio/.

c. Objetivos deinmersion: Son los que requieren que entre el lente frontal y la preparacion
se interponga un liquido transparente con un indice de refraccion superior al del aire. Son
los que producen mayores aumentos, pero la principal razén de su uso es la propiedad
descubierta por Amici de que a igualdad de aumento son mucho mas luminosos, pues el
liquido interpuesto impide la desviacion de los rayos més oblicuos y la lente frontal recoge
asi muchos mas rayos para la formacién de la imagen. Se pueden utilizar, como sustancias
de inmersion, aceite y monobromuro de naftaleno.

CONDENSADOR: Lente que concentra los rayos luminosos sobre la preparacion.
DIAFRAGMA: Regula la cantidad de luz que entra al condensador.

FOCO: Dirige los rayos luminosos hacia el condensador

Sistema mecénico:

SOPORTE: Mantiene la parte Gptica. Tiene dos partes: el pie o base y el brazo.
PLATINA: Lugar donde se deposita la preparacion.

CABEZAL: Contiene los sistemas de lentes oculares. Puede ser monocular, binocular.

REVOLVER: Contiene los sistemas de lentes objetivos. Permite al girar, cambiar los
objetivos.

TORNILLOS DE ENFOQUE: Macrométrico aproxima el enfoque y micrométrico consigue
el enfoque correcto, da nitidez a las imagenes.

Maria Estela Raffino. Argentina. Consultado: 09 de octubre de 2019.
Tomado de la Fuente: https://concepto.de/microscopio/.
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[I. OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Identificar las partes del sistema éptico y mecanico del microscopio para determinar cada
una de las partes del microscopio

OBJETIVOS ESPECIFICOS
» Introducir al estudiante en el uso y manejo del microscopio, asi como su importancia
y cuidado.

» Aprender a realizar enfoque montaje himedo y placas.

[ll. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

- Microscopio compuesto eléctrico.
- Aceite de inmersion.

- Portaobjetos y cubreobjetos.

- Agua.

Se entregara un microscopio por equipo de estudiantes y procederan a identificar cada una
de las partes del microscopio y sus respectivas funciones.

IV. MUESTRAS
- Pelo de ceja.
- Recorte de periddico (letras).
- Hilo.
- Cristales de sal o0 azucar.
- Laminas preparadas.

V. PROCEDIMIENTO

Manejo del Microscopio
Observacion a través del microscopio:

Programa de Enfermeria e Instrumentacién Quirlrgica Pégina 11 de 29
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Para el uso correcto del mismo es importante y necesario seguir los pasos que se describen
a continuacion.

Observacion para la iluminacion.

Prenda el microscopio con el objetivo de menor aumento (10X), observe por el ocular y
ajuste la luz hasta lograr una iluminacion uniforme en el campo de vision. El condensador
debe estar cerca de la platina y el diafragma abierto.

1. Enfoque.

Actualmente los microscopios poseen lentes parafocales, es decir, tienen un sistema
sincronizado de enfoque a diferentes aumentos. Asi una vez enfocada la preparacion a
menor aumento, queda enfocada al utilizar el objetivo de mayor aumento. Para un ajuste
mayor, se debe mover ligeramente el tornillo micrométrico.

Para el enfoque el procedimiento técnico es el siguiente:

a) Enfoque visual a menor aumento

- Se coloca la preparacion centrada en la platina.

- Mirando por fuera, se acerca el objetivo de menor aumento a la ldmina, girando el
tornillo Macrométrico hasta que quede a una distancia ligeramente menor de la
distancia de trabajo.

- Ahora se enfoca girando el tornillo Macrométrico hasta ver la imagen del preparado.

- Una vez obtenida la imagen, complete el enfoque con el tornillo micrométrico o de
ajuste fino. Si es necesario, gradue la intensidad luminosa ajustando la apertura del
diafragma y la altura del condensador. Evite sobre iluminacion.

b) Enfoque visual a mayor aumento

- Una vez observada la preparacion a menor aumento, pase a posicion de trabajo el
objetivo de mayor aumento, girando suavemente el revolver.

- Para el caso del microscopio con lentes parafocales, queda enfocado
automaticamente y se afina el enfoque con el tornillo micrométrico.

- Si el microscopio posee lentes no parafocales, la lente puede tropezar con la
preparacion, entonces levante el objetivo empleando el tornillo Macrométrico y
proceda a acercar el objetivo a la preparacion 8, menos de 1mm, observando por
fuera y no a través del ocular. Enfoque la imagen con el tornillo micrométrico
alejando siempre el objetivo de la preparacion.

Programa de Enfermeria e Instrumentacién Quirlrgica Pégina 12 de 29
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c) Enfoque visual con el objetivo de inmersién (100X)

Cologue una gota muy pequefia de aceite de inmersidbn sobre la laminilla
cubreobjetos (si la preparacion es un extendido fijado, coloque la gota de aceite de
inmersion directamente sobre la lamina) y proceda como en el caso anterior,
teniendo en cuenta que la distancia de trabajo es menor con el objetivo de inmersion
y se requiere mayor intensidad de luz.

2. Precaucion
Una vez realizada la observacién limpie con papel de lentes el objetivo de inmersion,
pues, al solidificarse se puede dafiar la lente. Para lo anterior, tenga cuidado de girar
el revolver directamente al objetivo de menor aumento sin devolverlo, ya que mojaria
el objetivo de mayor aumento con aceite de inmersion. Finalmente, retire la lamina
de microscopio.

*,

* Recomendaciones para el cuidado del microscopio

Al limpiar las partes Opticas utilice s6lo papel de arroz y xilol, nunca utilice pafiuelo
o servilleta, debido a que puede dafiar las lentes. En caso de no lograr una limpieza
apropiada, solicite ayuda al profesor.

- En las preparaciones de montaje himedo o coloreado no debe quedar liquido
sobre la laminilla o debajo de la ldmina. Las preparaciones no deben tocar la
lente de los objetivos.

- Al colocar o retirar una lamina, el objetivo de menor aumento debe estar en
posicién de trabajo. Cuando utilice micro preparados. Fijese que la laminilla
guede en la cara superior de la lamina, es decir, mirando hacia el objetivo.

- Mantenga secay limpia la platina del microscopio. Si se derrama sobre ella algin
liquido, séquela utilizando panola o papel absorbente.

- Limpie siempre el objetivo de inmersién después de usarlo, s6lo con papel para
lente o papel de arroz.

- No debe retirar ninglin componente Optico o mecéanico del microscopio, ni
intercambiar los oculares.

- Una vez utilizado, el microscopio debe quedar limpio y con el objetivo de menor
aumento en posicion de trabajo.

- Para transportar el microscopio tomelo del brazo del aparato con una mano y
con la otra de la base, siempre en posicion vertical, pues, al voltearlo se pueden
caer las lentes y el espejo.

Pégina 13 de 29
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Realizar un montaje humedo de una letra pequefia de un periédico

Haga el montaje de la siguiente forma:

- Sobre una lamina porta objetos limpia, coloque una gota de agua.

- Dentro de la gota de agua ponga la letra impresa.

- Acerque la laminilla en posicién oblicua y apoyando una arista sobre la lamina al
lado de la gota, déjela caer suavemente sobre esta.

- La preparacion debe quedar totalmente cubierta y embebida en el liquido.

- Evite el exceso de agua colorante en preparaciones coloreadas, en los bordes
de la laminilla o sobre esta retire el sobrante con papel absorbente.

Antes de colocar la lamina sobre la platina fijese que esté completamente seca en
la parte inferior. Si usted ve que la preparacion se esta deshidratando puede agregar

agua en forma de gota y al lado de la laminilla.

Observar una hebra de hilo, los cristales de sal 0 azucar v el pelo de ceja

- Realice un montaje himedo de cada uno.
- Obsérvelos al microscopio siguiendo los pasos anteriores.

VI. TALLER DE PREGUNTAS 1

Nombres

Mencione las partes del sistema Optico y el sistema mecanico del
microscopio:

El aumento total utilizado cuando observamos una preparacion con el objetivo de
4X veces, 10X veces, 40X veces y 100X Veces.

La Diferencia entre tornillo Micrométrico y Micrométrico es

Programa de Enfermeria e Instrumentacién Quirlrgica Pégina 14 de 29
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Describa cuales son los pasos principales en el enfoque de una muestra:

¢ Como se enfoca el microscopio al iniciar la observaciéon?

En caso de enfocar una preparacion en 10X el condensador debe estar ubicado
totalmente

En caso de enfocar una preparacion en 100X el diafragma debe estar
totalmente

En caso de enfocar una preparacibn en 100X el condensador debe estar
totalmente

Cémo nos beneficia el uso de lentes sean
parafocales

En qué objetivo se inicia el enfoque de una preparacion y en cual se debe dejar el
microscopio al terminar la utilizacion de este

Pégina 15 de 29
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PRACTICA N° 2.
OBSERVACION DE CELULAS VEGETALES Y ANIMALES

I. INTRODUCCION

Nuestra capacidad para observar detalles estructurales de las células depende de manera
importante de las herramientas con las que contemos.

El microscopio compuesto ha sido de crucial importancia para el desarrollo de la ciencia y
sigue siendo una herramienta basica en la investigacion de rutina.

La TEORIA CELULAR establece que las células son la unidad fundamental de todos los
organismos. Dos cientificos alemanes, el botanico Mattias Schleiden en 1838 y el zo6logo
Teodoro Schwann en 1839, fueron los primeros en sefialar que las plantas y los animales
se componen de grupos de células y que la célula es la unidad béasica de los seres vivos.
Las células se pueden dividir en dos grandes grupos, segun la estructura y complejidad
celular.

Los EUCARIOTES, que son organismos cuyas células poseen organulos rodeados por
membranas, principalmente el nucleo.

Los PROCARIOTES, cuyo DNA no esta contenido en el ndcleo, por lo que carece de
membrana nuclear.

Las células son los componentes de todos los seres vivos. Las células vegetales son de
forma y tamafio variado, por lo que en forma normal hay que recurrir para su observacion
a microscopio.

Para la tincién de los cortes vegetales se usan un reducido nimero de colorantes; los mas
usados son:

Eosina (para observacion de nicleos)
Lugol (para observacion de almidones)
Azul de metileno (Observacién de Células animales)

Annaluru N, et al. Total synthesis of a functional designer eukaryotic chromosome. Nature.
2014. [55-58].

Programa de Enfermeria e Instrumentacién Quirlrgica Pégina 16 de 29
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[I.LOBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL
%+ Conocer las caracteristicas fundamentales de las células eucaribticas y procariotas.

OBJETIVO ESPECIFICO

Establecer las diferencias fundamentales entre las células vegetales y animales.
Identificar y reconocer las estructuras celulares en: corcho, cebolla y células epiteliales.

7 7
0.0 0.0

I. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

Microscopio compuesto eléctrico.
Portaobjetos.

Espatula.

Cubreobijetos.

Portaobjetos.

Goteros.

Pinzas.

Baja lenguas.

Palillos.

Cuchillas.

Agua Destilada.

Lugol.

Azul de metileno o violeta de genciana.

7 7
0.0 0.0

R/
0.0

7
0.0

R/
0.0

7 7
0.0 0.0

R/
0.0

7
0'0

R/
0.0

R/
0.0

7
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V. PROCEDIMIENTOS
Estructura del Corcho

e Con una cuchilla haga un fino corte de corcho bien delgado que permita su
observacion en el microscopio.

e Coloque un fragmento en un microscopio, agregue dos gotas de agua, coléquele un
cubre objeto.

¢ Enfoque con menor y mayor aumento. Dibuje lo observado.

Células de la Cebolla

Parta longitudinalmente la cebolla por la mitad, separe una de las hojas de la parte interna.
Con la ufia desprenda la membrana de la cara interna (concava de la hoja de la cebolla).
Esta membrana es tenue y traslicida. Deposite en pequefio fragmento de epidermis en un
porta objetos, adiciénele dos gotas de agua, ubique el cubre objetos; observe con menor y
mayor aumento.

Dibuje qué observa en cuanto a la forma, observa la pared celular?

Tome dos fragmentos de epidermis de cebolla y sitlelos en dos porta objetos: A uno
agréguele una gota de azul de metileno, al otro agréguele una gota de reactivo Lugol.

Células epiteliales humanas (Mucosa Bucal)

Las células humanas tienen fundamentalmente la misma organizacién que las células
vegetales pero tienen diferencias significativas como que no poseen clorofila y no cuentan
con pared celular.

Procedimiento

Con un baja lenguas, raspe ligeramente la cara interna de la mejilla de la boca. Coloque la
sustancia desprendida en un portaobjeto. Agregue una gota de agua. Macere el contenido
con un palillo de dientes, hasta que las células se hayan desprendido del tejido. Agregue
una gota de azul de metileno o violeta Genciana. Deje actuar 3-4 minutos. Coloque un cubre
objetos y observe con 10X y luego con 40X.
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VI.TALLER 1

e Qué diferencias existen entre la estructura de la célula del corcho, de la cebolla y las
células de la mucosa bucal?

e Por qué el nucleo de las células de la cebolla capta con mayor intensidad el colorante
que el citoplasma?

VII.TALLER 2

e Qué formas tienen las células?

¢ Identifique: Pared celular, Citoplasma, Ndcleo, Nucléolos.
e Qué estructuras absorben preferencialmente el colorante?
e Qué forma tiene el nucléolo, cuantos observa?

ESPACIO PARA DIBUJAR
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PRACTICA N° 3
CELULA PROCARIOTA
CELULA BACTERIANA: TINCION DE GRAM

l. INTRODUCCION

Se llama célula procariota a las células sin membrana nuclear, es decir, cuyo ADN no se
encuentra confinado dentro de un compartimiento limitado por membranas, sino libremente
por todo el citoplasma, en forma de una sola hebra circular, division celular por fision binaria,
contienen ribosomas, pero carecen de organulos membranosos en el citoplasma. La
mayoria de las enzimas necesarias para las actividades metabdlicas se localizan en el
citoplasma.

La mayoria de las células procariotas tienen una pared celular alrededor de la membrana
plasmatica, dicha estructura constituyen una armazén rigida que soporta a la célula,
mantiene su forma e impide que estalle a causa de la presion osmotica. La pared celular
bacteriana esta formada por Peptidoglucano, una molécula organica compleja.

Las diferencias en composicion de la pared celular de las bacterias son de gran interés. La
tincion de Gram permite diferenciar las bacterias segiin su composicion de la pared celular.
Las bacterias que absorben y retienen el pigmento llamado violeta de cresilo se denominan
grampositivas, en tanto que las que no lo retienen son gramnegativas. La pared celular
de las bacterias grampositivas son muy gruesas y consisten sobre todo en Peptidoglucano;
la pared celular de las gramnegativas consiste en dos capas, una muy delgada de
Peptidoglucano y una gruesa membrana externa que contiene carbohidratos unidos a
lipidos.

COMPONENTES DE LA TINCION DE GRAM:

1. Colorante Basico: En contacto con las células cargadas negativamente, reacciona con
ellas coloreandolas. El mas utilizado es el cristal violeta.

2. Colorante Mordiente: Fija las tinciones y aumenta la afinidad entre el colorante y las

células. Los mordientes empleados suelen ser sales metélicas, acidos o bases, como,

el Lugol.

Agente Decolorante: Es un disolvente organico, como el alcohol-acetona (1:1).

4. Colorante de Contraste: Es un colorante basico de distinto color que el primer
colorante, como la safranina o la fucsina. [p, 49]

w
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Autor, Angela Restrepo M, Fundamentos Basicos de Medicina, Microbiologia de las
Infecciones Humanas. Edit. Editores, corporacién para las investigaciones Bioldgicas.
Medellin Colombia, Afio, 2008.

II. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL.:
- Conocer la composicién de la célula procariota y su importancia en la identificacion
de los microorganismos.

OBJETIVO ESPECIFICO
- Diferenciar bacterias Gram positivas y Gram negativas.

lll. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS
- Microscopio.
- Mechero.
- Portaobjetos
- Palillo.
- Guantes.
- Aceite de inmersion.
- Coloracién de Gram.
- Placas con muestras.
- Colorante de Gram.

IV.PROCEDIMIENTO

1. Prepare un extendido fino, deje secar al aire.

2. Fije el material pasando el portaobjeto tres o cuatro veces por la llama del
mechero, controlando la temperatura con el dorso de la mano.

3. Agregue Cristal Violeta hasta cubrir la muestra y deje actuar el colorante por
un minuto, lave la muestra con agua del chorro.

4. Cubra la preparacion con Lugol durante un minuto y lave suavemente.

5. Agregue Alcohol Acetona por diez segundos, cuando la preparacion no
desprenda més colorante, lave con agua.

6. Cubra la preparacion con Fucsina Basica o Safranina durante un minuto, lave
con agua y deje que se escurra el exceso. Seque la muestra al aire libre.

7. Examine con mayor aumento (40 X) y con objetivo de inmersion (100X).

Las bacterias se observan de color violeta y de color rosa.
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Las violetas se llaman Gram Positivas.
Las rosadas se llaman Gram Negativas.

Una reaccion Gram positiva falsa

Frotis fijado antes de estar seco o demasiado grueso.
Cristal Violeta con sedimento (filtrarlo).

El Lugol no se escurrié completamente.

No se decoloro suficiente.

La solucién de Safranina se dejé por demasiado tiempo.

Una reaccion Gram negativa falsa

No se dejé actuar suficiente la solucion de yodo.
La preparacion se sobre decoloro.

DIBUJE LO OBSERVADO:
Gram positivas y Gram negativas.

Bacterias Gram positivas

Bacterias Gram negativas

Programa de Enfermeria e Instrumentacién Quirlrgica Pégina 22 de 29



e '_'3,;-. CORPORACION UNIVERSITARIA

i@ RAFAEL NUNEZ

V. TALLER

1. ¢Qué estructuras u organelas diferencia?

GUIAS DE LABORATORIO MICROBIOLOGIA- |

2. ¢Explique por qué

bacterias?

las

diferencias en el

color de las

3. ¢Cudles son las funciones de los diferentes componentes del colorante de Gram?

4. Complete el siguiente cuadro definiendo claramente lo sucedido segun la coloracion

final obtenida en la préactica

Colorante Usado

Método

Gram Positivos

Gram Negativos

Colorante Primario

Mordiente

Decolorante

Colorante de Contraste
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PRACTICA N° 4
MEDIOS Y METODOS DE CULTIVO
I INTRODUCCION

Los medios de cultivos, son aquellos que contienen los nutrientes necesarios y adecuados
para los microrganismos, y son preparados de productos liofilizados, con algunos
inhibidores especificos, que pretenden obtener el crecimiento de la mayoria de los
patégenos potenciales en una muestra evitando la proliferacién de la flora normal.

Generalmente se usa agar sangre como medio inicial para casi todos los gérmenes
aerobios y anaerobios facultativos, permitiendo el crecimiento de la mayoria de las
Bacterias, los hongos y algunas micobacterias.

Sin embargo, en el no crecen Haemophilus, Legionella, ni otros microorganismos con
requerimientos demasiado exigentes. [p, 56].

Autor, Angela Restrepo M, Fundamentos Basicos de Medicina, Microbiologia de las Infecciones Humanas. Edit. Editores,
corporacién para las investigaciones Biolégicas. Medellin Colombia, Afio, 2008.

Que consta de nutrientes, ph y temperaturas
Es un gel o una solucién necesarios para el crecimiento de los
microorganismos.

Microorganismos: Virus, bacterias, parasitos,
hongos; plantas, células y tejidos.

A o q Segun su uso:
Segun sus cualidades fisicas: Segun su formulacién: 8!

Solidos, liquidos y semisolidos Complejos y quimicamente definidos

W

Antibiograma Multiplicacion Identificacién

General, selectivos, diferencial, enriquecimiento,
de enrriquecimiento, simple, transporte.

Autor de la Imagen. Ingris VVergara De arcos.
Bacteridloga. Especialista en Microbiologia Clinica. Afio 2019
Universidad. Corp. Universitaria Rafael NUfiez.
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Il. OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL
» Conocer cada uno de los medios de cultivos para colocarlos en practica
OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Observar las diferentes reacciones de las bacterias en los diversos medios de
cultivos.

» Conocer la utilidad de los medios de cultivo.

> ldentificar y practicar los diferentes tipos de siembra de acuerdo al medio de
cultivo.

.  MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS
e Azas (en puntay en aro).
e Mechero.
¢ Cinta de emascarar o lapis cristalogréfico.
e Incubadora.

e Medio TSI.
e Medio LIA.
e Medio Citrato.
e Medio OF.

V. MUESTRAS:
Cepas de E. coli y Pseudomonas aeruginosa S. aureus.

V. PROCEDIMIENTO:
1. Con el asa en punta o en aro dependiendo del medio a utilizar, tomar una
coloniay realizar la siembre de acuerdo a las indicaciones dadas por la docente.
Repita este procedimiento para cada una de las bacterias.

2. Lleve a la incubadora a 37 °C por 24 horas. Es importante respetar estos
tiempos de incubacion, ya que lecturas de menor o mayor incubacion pueden

dar resultados falsamente positivos 0 negativos.

3. Informe lo observado e intérprete los resultados.
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VI. TALLER:

1. Esquematice cada uno de los casos que se pueden presentar con cada uno de los
medios de cultivo.

2. Explique el fundamento de cada uno de los cambios en los medios de cultivos.

3. Investigue la composicién de cada uno de los medios de cultivo.

4. Informe y dibuje los resultados obtenidos en cada medio.

VII. OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL
» Conocer cada uno de los medios de cultivos para colocarlos en practica
OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Observar las diferentes reacciones de las bacterias en los diversos medios de
cultivos.

» Conocer la utilidad de los medios de cultivo.

> ldentificar y practicar los diferentes tipos de siembra de acuerdo al medio de
cultivo.

VIll. MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS
e Azas (en puntay en aro).
¢ Mechero.
¢ Cinta de emascarar o lapis cristalogréfico.
e Incubadora.

e Medio TSI
e Medio LIA.
e Medio Citrato.
e Medio OF.

IX. MUESTRAS:
Cepas de E. coli y Pseudomonas aeruginosa S. aureus.
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X. PROCEDIMIENTO:

1. Con el asa en punta o en aro dependiendo del medio a utilizar, tomar una colonia
y realizar la siembra de acuerdo a las indicaciones dadas por la docente. Repita
este procedimiento para cada una de las bacterias.

2. Lleve alaincubadora a 37 °C por 24 horas. Es importante respetar estos tiempos
de incubacién, ya que lecturas de menor o mayor incubacion pueden dar
resultados falsamente positivos 0 negativos.

3. Informe lo observado e intérprete los resultados.

XI. TALLER:
1. Esquematice cada uno de los casos que se pueden presentar con cada uno
de los medios de cultivo.
2. Expligue el fundamento de cada uno de los cambios en los medios de
cultivos.
Investigue la composicion de cada uno de los medios de cultivo.
4. Informe y dibuje los resultados obtenidos en cada medio.

w
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