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INTRODUCCION A LA MICROBIOLOGIA AGROINDUSTRIAL

La microbiologia es una de las ramas que integran la biologiay se enfoca en el estudio de
los microorganismos.

El objeto de estudio de la microbiologia son aquellos organismos no perceptibles al ojo humano, por lo
gue un instrumento propio de esta rama de la biologia es el microscopio, inventado en el siglo XVI1I.

Entre los organismos que estudia la microbiologia se encuentran los agregados celulares eucariotas y
procariotas, las células, hongos, virus y bacterias y todos aquellos elementos microscépicos.

La microbiologia agroindustrial es una rama de la microbiologia que se enfoca en el estudio y la
aplicacion de microorganismos (como bacterias, hongos, levaduras, virus y otros) en los procesos
agroindustriales. Estos microorganismos tienen un impacto significativo en la produccién, conservacién
y transformacion de productos agricolas y alimentarios.

En esta disciplina, se investiga como los microorganismos pueden ser utilizados de manera beneficiosa
en la industria, como en la fermentacién para producir alimentos y bebidas (por ejemplo, pan, cerveza
0 yogur), en la mejora de la calidad del suelo, en la biotransformacion de residuos agricolas o en la
produccién de biocombustibles. También se estudian los riesgos relacionados con la contaminacién
microbiana y la seguridad alimentaria.

La microbiologia agroindustrial permite aumentar la eficiencia, sostenibilidad y seguridad en la
produccién agricola e industrial, contribuyendo al desarrollo econémico y a la proteccion del medio
ambiente.

Los avances recientes en microbiologia agroindustrial han transformado significativamente la forma en
que se producen alimentos, se manejan cultivos y se desarrollan productos sostenibles. Estos avances
integran biotecnologia, ingenieria genética, microbiomas y nuevas herramientas de diagndstico.

Se han modificado bacterias y hongos para mejorar su eficiencia en la produccién de enzimas,
biocombustibles, antibidticos o biofertilizantes. También se han creado cepas resistentes a virus o
contaminantes. Se est4d aplicando Inteligencia Artificial y aprendizaje automético para predecir
condiciones Optimas de fermentacion en la produccién de alimentos, bebidas y bioproductos,
mejorandose asi el rendimiento, sabor, textura y seguridad de alimentos fermentados.

Los avances en microbiologia agroindustrial estan impulsando una agricultura mas sostenible, eficiente
y tecnoldgicamente avanzada, con beneficios tanto econémicos como ambientales. La integracion con
otras ciencias como la bioinformatica, la genética y la inteligencia artificial ha acelerado estos logros.
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PRACTICA
BIOSEGURIDAD EN EL LABORATORIO

I.- OBJETIVO: Aplicar las normas de bioseguridad en el laboratorio de microbiologia en el desarrollo
de las practicas.

Il. FUNDAMENTO TEORICO

La bioseguridad se define como un conjunto de medidas encaminadas a proteger al personal de
laboratorio de la exposicion a riesgos bioldgico en el laboratorio, asi como también la proteccion del
ambiente.

La OMS define a la bioseguridad como el conjunto de normas y medidas destinadas a proteger la salud
del personal frente a riesgos bioldgicos, quimicos o fisicos a los que esté expuesto durante el desempefio
de sus funciones.

Los laboratorios se clasifican como sigue: Laboratorio basico: Nivel de bioseguridad 1; Laboratorio
basico: Nivel de bioseguridad 2; Laboratorio de contencidn: Nivel de bioseguridad 3, y Laboratorio de
contencion méaxima: nivel de bioseguridad 4.

Grupo de riesgo Nivel de bioseguridad Tipo de laboratorio
. 1 Ensenanza basica,

investigacion

Z A Servicios de atencion primaria
- ) diagnostico, investigacion

" A Diagnastico especial,

S X investiqacion

4 4 Unidades de patogenos muy

peligrosos

Il. Mencione y explique las normas de bioseguridad en el laboratorio de microbiologia
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PRACTICA
MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

I.-OBJETIVO: Reconocer el uso y la importancia de los materiales, equipos y reactivos en el laboratorio
de microbiologia

Il. FUNDAMENTO TEORICO

MATERIALES

Asa bacteriol6gica

» [ asa bacteriologica o también llamada asa de Kolle es un instrumento de laboratorio que
consta de una base que puede estar hecha de platino, acero, aluminio y un filamento que puede
ser de nicron, wolfranio, o platino que termina o en un arito de 5 mm 0 en punta.

= Se emplea para transportar, arrastrar, trasvasar indculos (pequefio volumen que contiene
microorganismos en suspension) desde la solucion de trabajo también llamada “solucion
madre” al medio de cultivo (s6lido o liquido) o de un medio a otro (resiembra). También sirve
para la realizacion de frotis.

» | a cantidad de indculo que se trasvasa viene determinado por el didametro del aro final del
filamento, que se encuentra calibrado y normalmente oscila entre 0,01 y 0,001 ml.

El asa se debe esterilizar antes y después de usar. Para esterilizar el asa bacterioldgica en el
mechero se procede de la siguiente manera: se debe colocar el asa en la parte alta de la llama,
adoptando una posicion lo mas vertical posible, de tal manera de esterilizar desde la punta hacia
arriba.
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Placas Petri

La placa o caja de petri es un instrumento de laboratorio que consta de una base circular y sus
paredes son de una altura baja, aproximadamente de 1 cm.

La caja o placa de Petri es un recipiente redondo de cristal con una tapa de la misma forma, para
que se pueda colocar encimay cerrar el recipiente, aunque no de forma hermética.

La placa de Petri es destinada para diversos fines tales como el crecimiento de bacterias u otros
microorganismos.

Las placas Petri se rotulan en la cara trasera.

Tubos de Ensayo

El tubo de ensayo se utiliza principalmente como contenedor de liquidos y sélidos a los cuales
se les va a someter a reacciones quimicas u otras pruebas. Posee una forma cilindrica alargada
generalmente de vidrio. Su base tiene forma de “U” redondeada.

Estan hechos de vidrio de borosilicato (mas cominmente), pero también pueden estar hechos
de cuarzo fundido para soportar altas temperaturas.

Campanas Durham

La campana Durham es un tubo de laboratorio de vidrio con boca recta y fondo redondo. Es un
tubo para la recuperacion de gas. Se coloca boca abajo dentro de tubos de ensayo méas grandes

y permite la visualizacién de las burbujas de aire atrapadas que han generado los
microorganismos.
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Pipetas

Una pipeta se usa para medir y para realizar la transferencia de un liquido desde un recipiente a
otro. Por lo general estan elaborado con materiales de plastico o vidrio, poseen una punta con

forma conica.

Las pipetas varian en volumen, midiendo entre 0 y 25.0 mililitros. Las pipetas graduadas tienen
una escala dividida en unidades de 1, 1/10, 1/100 mililitro

Tipos de Pipeta: Pipeta Graduada, Pipeta Automatica, Pipeta Volumetrica, Pipeta Aforada

.
d
—-—— S S s |

Martiner, CC 2011
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Vaso de precipitacion

El vaso de precipitacion sirve para realizar ensayos. Tienen un pico vertedor. Ventajoso para
transferir las soluciones, pero se convierte en un inconveniente para la conservacion de muestras
porque no tiene cerrado hermético.

Probeta

Es un instrumento graduado que se utiliza para medir el volumen de un liquido. Es cilindrico,
alto y estrecho. Cada linea marcada en el cilindro graduado representa un volumen de liquido,
comunmente en mililitros (ml). Pueden ser de plastico o de vidrio.

Matraz

El matraz es un recipiente de vidrio donde se mezclan soluciones, existen diferentes tipos segin
su uso. Esférica, la base plana y un cuello recto y estrecho con una marca (aforo) para indicar
su capacidad. Se emplea para medir con exactitud un volumen determinado de liquido.

Para usar el matraz de aforo, es necesario realizar las siguientes acciones: medir o pesar la
cantidad de sustancia que se necesita y pasarla al matraz. Una vez que la sustancia se encuentra
dentro del matraz, es necesario agregarle liquido en cantidad necesaria para poder diluir la

sustancia.

’\_._——/.A
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Frascos Goteros

Frasco Gotero es un frasco pequefio que se utiliza para trasvasar o dosificar pequefias cantidades
de liquido vertiéndolo gota a gota.

Laminas portaobjeto y Laminas cubreobjeto (laminillas)

Los portaobjetos estan compuestos por una ldamina de vidrio de color transparente y con forma
rectangular (generalmente 75 mm x 25 mm y 1 mm de grosor) que se utilizan para el
almacenamiento y observacion de muestras con el microscopio.

El cubreobjetos es también una ld&mina de vidrio, pero mas pequefia y delgada que se coloca
encima de la muestra para evitar su dafio y permitir una mejor visualizacion.

Portaobjetos

Cubreobj_etos :

Gradillas
Una gradilla es una herramienta que puede estar hecha de metal, madera o plastico. Contiene

diversos espacios huecos que estan destinados a sostener y almacenar tubos de ensayo

S
— .d
- =Ze ol
o~ - ...?
. -
-
=
- )‘.’—‘ .
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. . )
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Varilla de coloracion

Es un soporte de metal o fierro, se utiliza para realizar coloraciones bacterianas.

EQUIPOS
Microscopio
La ciencia que investiga los objetos pequefios utilizando el microscopio se llama microscopia.

El microscopio es una herramienta que permite observar objetos, que son demasiado pequefios
para ser observados a simple vista.

El tipo mas comdn y el primero que fue inventado es el microscopio éptico. Se trata de un
instrumento que contiene dos lentes que permiten obtener una imagen aumentada del objeto y
gue funciona por refraccién.

Hay muchos tipos de microscopios, el microscopio mas comdn es el microscopio Optico, que
utiliza lentes para refractar la luz visible que pasa a través de una muestra finamente seccionada,
para producir una imagen observable.

Otros microscopios importantes son el microscopio de fluorescencia y el microscopio
electrénico (tanto el microscopio electrénico de transmision como el de barrido).

Objeto Primera
imagen - imagen
fNinal ﬁ > - I Iz » - ,‘
1 ° N =
-
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Ocular. Amplia la

imagen formada por el \

objetive
Tubo, Transmite la imagen Brazo
desde el objetivo al ocular ’\ /'

Objetivos. Lentes principales \ S

que ampiian la imagen de fa  $—__ S

e Tornillo de enfoque
Platina, Mantiene &f - - macrométrico
portachjelos en posicion

Condensador, Enfoca la luza «—
través de la muestra /

Diafragma. Regula la
cantidad de luz que atraviesa .
la muestra e o

Estufa — Incubadora

Las estufas sélo calientan, pudiendo llegar hasta los 300°C; las incubadoras normalmente
calientan desde temperatura ambiente hasta 80°C, niveles de temperatura que se conocen como
biolégicas, haciendo que éstas sirvan para hacer ensayos dentro de los campos de la
microbiologia.

Una incubadora es un dispositivo que sirve para mantener y hacer crecer cultivos
microbioldgicos o cultivos celulares. La incubadora mantiene la temperatura, la humedad y otras
condiciones en grado Optimo, tales como el contenido de didxido de carbono (CO2) y de
oxigeno en su atmosfera interior.

Los cultivos microbianos se incuban en condiciones controladas para promover su crecimiento
y desarrollo, lo que permite a los investigadores y a los profesionales de la industria estudiar y
manipular las células microbianas con fines de investigacion, diagndstico y produccion.

Para el modo de uso o de empleo de una estufa de secado sera necesario poner los recipientes
en el interior de la estufa. En ella se genera calor seco a una temperatura en promedio de 180°C
durante unas dos horas, lo que permite realizar la esterilizacion de todo el material dispuesto en
la cavidad de secado.

13
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Contador de Colonias

Un contador de colonias es un instrumento utilizado en los laboratorios de microbiologia. Este
aparato sirve para contar colonias de bacterias y microorganismos que por lo general crecen en
una placa de agar.

Las placas sembradas se incuban hasta que las colonias son apreciables para su recuento.

Una colonia es una agrupacion de bacterias formada a partir de la reproduccion de una Unidad
Formadora de Colonia (UFC) sobre un medio sélido; aunque varia de tamafio generalmente es
visible a simple vista.

Refrigeradora

En el campo de la microbiologia, los profesionales del &rea utilizan los refrigeradores para
generar un entono adecuado para la conservacion de medios de cultivos, asi como
almacenamiento de microbianos.

Los cultivos microbianos son refrigerados con la finalidad de almacenamiento para su uso
posterior, evitar su crecimiento excesivo y reducir la tasa de actividad celular.

Autoclave

Un autoclave es un equipo que sirve para esterilizar material de laboratorio, utiliza vapor de
agua a alta presion y temperatura, evitando con las altas presiones que el agua llegue a ebullir a
pesar de su alta temperatura.

Los autoclaves son capaces de eliminar todo tipo de microorganismos, como bacterias, virus e
incluso esporas, que se sabe que sobreviven a altas temperaturas

14
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Camara de Flujo laminar

Una cabina de flujo laminar, cdmara de flujo laminar o campana de flujo laminar es un recinto
que emplea un ventilador para forzar el paso de aire a través de un filtro Hepa o Ulpay
proporcionar aire limpio a la zona de trabajo libre de particulas de hasta 0.1 micras. Este tipo de
equipos se fabrican en forma generalmente prismatica con una Unica cara libre (la frontal) que
da acceso al interior, donde se localiza la superficie de trabajo, que normalmente permanece
limpia y estéril.

Balanza

Las balanzas son instrumentos destinados a determinar la masa de un cuerpo.

Las balanzas se caracterizan por su exactitud, por su precision y por su sensibilidad.
Antes de iniciar asegurar que la balanza esté calibrada.

La balanza analitica tiene una capacidad maxima comprendida en general entre 120-200 g. La
exactitud o la fiabilidad de los resultados de pesada estdn muy relacionados con su
emplazamiento y por esto se ha de colocar en un lugar:

a) Con muy pocas vibraciones.
15
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b) Sin corrientes de aire.
¢) Con una temperatura ambiente y humedad lo méas constantes posible.

Antes de empezar se ha de asegurar que la balanza esté bien nivelada (la mayoria de las balanzas
tienen una burbuja de aire que permite comprobar su nivel). Es necesario verificar que la balanza
sefiale exactamente el cero; es caso de no ser asi, hay que calibrarla nuevamente.

Normas de utilizacién de una balanza analitica

Antes de empezar se ha de asegurar que la balanza esté bien nivelada (la mayoria de las balanzas
tienen una burbuja de aire que permite comprobar su nivel). Es necesario verificar que la balanza
sefiale exactamente el cero; en caso de no ser asi, hay que calibrarla nuevamente.

REACTIVOS
= Colorantes Gram: Cristal Violeta, Lugol, Alcohol cetona, Safraniana.
» Azul de metileno (coloracién simple).
» Fucsina (coloracion simple).
= Verde de Malaquita (tincion de esporas).
» Reactivo de Kovacs (para determiner indol).

*Aceite de Inmersion
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Ill. Explique la importancia del uso de los materiales, equipos y reactivos en el laboratorio de
microbiologia.
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PRACTICA
COLORACION GRAM

I.- OBJETIVO: Realizar la coloracién Gram para observar microorganismos Gram positivos y Gram
negativos utilizando colonias microbianas.

. FUNDAMENTO TEORICO

La coloracion Gram es el procedimiento de tincion mas ampliamente usado en bacteriologia. Permite
dividir a las bacterias en dos grandes grupos taxonémicos: Gram positivas y Gram negativas, segin
sea su comportamiento frente a la tincion.

La coloracién que adquieren los dos grupos de bacterias se debe a la distinta composicion quimica
de la pared celular.

Las bacterias Gram positivas tienen una gruesa capa de mureina o peptidoglicano (de 20 a 80 nm de
espesor) en su pared, mientras que las bacterias Gram negativas tienen una capa de peptidoglicano
(2 nm) més fina y una capa més externa de lipopolisacéridos, lipoproteinas y lipidos.

Proteina asociads REIE1LHEED Acidos

o la pared Teicoicos
y

Acidos
Lipoteicolcos

Pepndoqlunno s
r;,ﬁ‘- “"3;
RERPPREIFS LR | |

®
Membrana
Plasmatica

" 101 .0

Esquema general de la pared colular de las bacterias Gram positivas

- a 8p -
‘ Polisacando O \
1 ' 8 ' Lipopolisacando

Membrana Nucieo Polisacaridico Upodo A (LPS)

oxterna e o a Protmna

Gram(-) £
8 nm
Fostolipido

‘- Lipoproteina
Espacio Siad e ntidoa

Periplasmico 5% Peptidoglicano

B Moembrana Plasmatica

Interior
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= Peptidoglicano — Peptidoglicano
. Membrana Plasmatica
Membrana J
Plasmatica Espacio periplasmico
Lrpopolmc ando

y Proteina

Principales componentes de las paredes celulares de bacterias Gram positivas y negativas.
Gram Positivas ~ Gram negativas

Péptidos Glucano + +
Acidos teicoicos # .
Polisaciridos + .
Proteinas 4/ +
Lipopolisacaridos . +
Lipoproteinas - +

Pared celular Gram positive Pared celular Gram negativa
Paed
oefular
Mcmcum WP
.‘\ Marbrana exiana
s Pegidodcano
PG Merbrara
plasmasca
EP
Pared cebdar
J
Espacio
pariplasmico

Figura )15 Paredes celulares de cétula Gram pesitivas y Gram negativin. La microfotogralia de La eovoliurs Gram postiva corresponde 2
Bl Bcken(formis (inguienda), y L de by ¢élala Gram negativa es de Aguagririliuw sempens (derechal. PG, capa de poptdoglicano o muesine
ME, membrana exsersa; MP. membeana plaundnes; EP, espacio periplismico
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La tincion requiere cuatro soluciones un colorante o tinte basico (cristal violeta), un mordiente
(Lugol, sustancia que incrementa la afinidad entre la célula y el tinte), un decolorante (alcohol
cetona, elimina el tinte de una célula tefiida) y un segundo tinte o colorante de contraste
(safranina, tinte de color diferente al inicial).

Cristal Violeta Lugol Decolorante Safranina

"4 r fF T2
/ / / /

~ e _ e

Tras la tincion con el primer colorante (Cristal violeta), se agrega un mordiente (Lugol) para
fijar el color, luego se efectlia una decoloracion con el alcohol cetona, que arrastrara al colorante
s6lo en las Gram negativas, mientras que en las Gram positivas el colorante queda retenido y
las células permaneceran de color azul o violeta. Las células Gram negativas se tefiirdn después
con el colorante de contraste (safranina) para que puedan observarse.

Gram positiva Gram negativa

) )

Fijacién

'-’ Cristallvioleta ,-
’- Lu%ol ’ =
P pecooracien D) )
'~— 5. S =
afranina -
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[11. PROCEDIMIENTO

1. Con un asa bacteriolégica tome una colonia y extiéndala en un porta con el fin de preparar un
frotis bacteriano y fije la muestra al calor del mechero.

Colocar cristal violeta durante 30 segundos.

Retirar el exceso de colorante. Lavar con agua.

Afiadir lugol, esperar un minuto. Lavar con agua.

Decolorar con alcohol cetona por 20 segundos. Lavar con agua.

Afadir el colorante de contraste, safranina, esperar 1 minuto. Lavar con agua.

N oo g M DN

Observar al microscopio con objetivo de inmersién (100x). Las bacterias Gram positiva se ven
de color azul o violeta y las Gran negativa color rosado o grosella.
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IV.-RESULTADOS

VI.- CONCLUSIONES

Muesira:
Objetivio:
Aumento:

Observacion:

Muestra:
Objetivo:

Aumento:

Observacion:
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BACTERIAS, LEVADURAS Y HONGOS DE INTERES AGROINDUSTRIAL

BACTERIAS

Las bacterias son microorganismos procariotas que presentan un tamafio de unos pocos
micrometros (por lo general entre 0,5y 5 um de longitud)

Tienen diversas formas, incluyendo esferas (cocos), barras (bacilos), filamentos curvados
(vibrios) y helicoidales (espirilos y espiroquetas)

COCOS OTROS
Coco Degloceco Dipococo Esfilococe
0 "‘“n..‘.".,":: QOC s
qPOO @O X ey e
- B B8 €2
mcu.os : z
CD m s NN S
C_'_I:)_QC)

APENDICES S Qﬂ‘};’

Algunas especies presentan incluso formas tetraédricas o clbicas. Esta amplia variedad de
formas es determinada en ultima instancia por la composicion de la pared celulary
el citoesqueleto, esto es importante porque puede influir en la capacidad de la bacteria para
adquirir nutrientes, unirse a superficies 0 moverse en presencia de estimulos.

* Nisseria en forma diploide (por pares).
»  Streptococcus en forma de cadenas.
»  Staphylococcus en forma de racimos.

« Actinobacteria en forma de filamentos.

BACTERIA
@ -\ - ~ :
’?' ’! 1 - f‘%
T ‘:’:;W
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Las bacterias son células procariotas, por lo que, a diferencia de las células eucariotas (animales,
plantas, hongos, etc.), no tienen el ndcleo definido ni presentan en general organulos
membranosos internos. Generalmente poseen una pared celulary esta se compone de

péptidoglicano (también Ilamado mureina).

Muchas bacterias disponen de flagelos o de otros sistemas de locomocidn para desplazarse.

EUCARIOTA

NUCLEOLO

NUCLEO

MITOCONDRIAS

RIBOSOMAS

PROCARIOTA

NUCLEOIDE

b

CAPSULA

FLAGELO

PARED CELULAR

MEMBRANA
PLASMATICA
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Partes de una bacteria

FDOSOMA PROCARIOTA RIDOSOMA EUCARIOTA

05

Disposicion de Flagelos Bacterianos

A -

A-Pili;

B-Ribosormas

C-Capsulo

D-Pared celulor

E-Flagela

F-Citoplasrma

G-¥acuola

H-Pl&smido

I-Muclanida

J-Membrana citeplasmdtica.

Rbosoma Subunidades Macromoléculas
bacteriano
34 protelnas
O
238
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\ /' 21 pfotamm
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A-Monotrico
B-Lofotrico
C-Anfitrico

D-Peritrico
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Factores de crecimiento bacteriano:
Temperatura. Humedad. Acidez (PH). Nutrientes.

Las bacterias necesitan un minimo de nutrientes: agua, una fuente de carbono, una fuente de
nitrégeno y algunas sales minerales.

Requerimientos metabolicos y de

.. s Abrazadera
crecimiento

Nutricionales
aCaman
p Granailas ce paladio
wPara catalizar la reaccion
rremoviendo el O;

" Temperatura

Sobee conteniondo i

sustancias quimicas

para liberar COz e Hy whzul de metileno
pH windicador de

-
- anasrobiosis)
Petri

" Presencia/Ausencia de O,

Toxinas Bacterianas

Las toxinas bacterianas son sustancias toxicas formadas por bacterias, son lipopolisacaridos o
proteinas con elevado peso molecular y antigenicidad. Pueden dividirse en funcién a sus
propiedades quimicas y segun su origen en: Exotoxinas y Endotoxinas.

Endotoxinas: Son lipopolisacridos de las membranas bacterianas Gram negativas. Todas son
resistentes al calor como las Chutoxinas, Renatoxinas, Gastrotoxinas.

Exotoxinas: Son proteinas solubles generadas por patdgenos y presentes en las bacterias gram
positiva y gram negativa, presenta enzimas citoliticas. Se conocen tres tipos:

= Enterotoxinas: Que colonizan el tracto gastrointestinal.

= Citotoxinas: Se trata de toxinas de localizacién generalizada por todo el
organismo.

» Neurotoxinas: Toxinas colonizadoras del Sistema nervioso central.
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Comparacion exotoxinas-endotoxinas

Propiedad L xotoxinas Endotoxinas
v Composicion Proteinas LPS
e AL =1 ¥ Productores Gram (+/-) Gram (-)
—— ‘L - v v Conversion en toxoide Si No
oo :° L v Inmunogenicidad Alta Baja
EXOTOXINS ENDOTOXINS ¥ Grado toxicdad Ata Baja
¥ Pwrogenicidad No S
v Termosensibilidad Labdes Estables
¥ Modo accdn/Actividad Especifica’Si General/No
v Sintomas hospedador Dwersos idénticos

REPRODUCCION DE LAS BACTERIAS

La reproduccion asexual involucra un tipo de reproduccion donde la constitucion genética de
los dos organismos que se producen es idéntica a la del progenitor.

Existen varios mecanismos sexuales o para sexuales por los que una bacteria puede adquirir
nuevos genes. No son propiamente dichos mecanismo de reproduccion, sin embargo, permiten
a las bacterias adquirir material genético de otros individuos.

Reproduccion Asexual: Fision Binaria

La biparticion. Es un tipo de reproduccién asexual en el que la célula bacteriana se divide dando
origen a dos células genéticamente idénticas entre si pero de menor tamafio que la inicial. Este
tipo es la mas comdn en las bacterias

celula

CroMmosoma
DNA
replicacion

CroMmosoma
division

(alo( inesis l

CREED
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REPRODUCCION PARASEXUAL

CONJUGACION: Es la transferencia de plasmidos (pequefios fragmentos de ADN), desde
una célula donadora a otra receptora. La conjugacion esta promovida por determinados tipos de
plasmidos y requiere contacto directo entre ambas bacterias a través del pili sexual.
Una bacteria donadora transfiere ADN de sus pldsmidos a través del pili a una bacteria
receptora. Pueden ocurrir 2 casos distintos:

1) El plasmido puede transmitirse y ser totalmente independiente del cromosoma.
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2) El plasmido puede integrarse al cromosoma bacteriano y recibe el nombre de EPISOMA.
En una conjugacion posterior esta bacteria puede arrastrar junto con el plasmido, parte de los
genes del cromosoma bacteriano. Se calcula que Escherichia coli ha adquirido casi un 20% de
su genoma con este mecanismo.
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ADN cromosomico Plasmido F
Pllus
Donadora (célula F+) Receptora (célula F-)
— e
Donadora original (célula F+) Donadora nueva (célula F+)

TRANSFORMACION: Las bacterias pueden adquirir del medio, fragmentos de ADN
procedentes de la lisis de otras bacterias o de otras células, integrandolos en sus cromosoma.
Aqui no participa el pili sexual.

Transformacion
Fragmentas de ADN Recombinacidn o
de fa céhuls donante Sobrecruzamiento

| /,,. | J. \

T \

W 2> > il I e
\\‘,/’Qma:sonc&emn ’ '

bactesiano — e
Célula recaptor Céduia transformada

TRANSDUCCION: En este mecanismo de transmision de material genético, las bacterias
intercambian fragmentos de ADN mediante un virus transmisor (bacteri6fago). EI ADN del
virus, tras la infeccion, se integra con el ADN de la bacteria y permanece inactivo (CICLO
LISOGENICO). Cuando se separa de él para empezar un CICLO LITICO, arrastra genes
bacterianos que transmitira a una nueva bacteria cuando la infecte (recombinacion genética).
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Transduccion

CURVA DE CRECIMIENTO BACTERIANO

» | a curva del crecimiento bacteriano resulta de la representacion grafica de la determinacion
periddica del numero de células viables por mililitro que existen en un liquido inoculado con
células microbianas provenientes de un cultivo que ha crecido previamente hasta la saturacion.

» [sta curva se divide en cuatro fases denominadas fase de latencia (Lag), fase exponencial o fase
logaritmica (Log), fase estacionaria y fase de muerte.

Curva de crecimiento

Fase estacionana
Muerte

e Clular

exponencial

RESPIRACION DE LAS BACTERIAS

Las bacterias también se clasifican en dos grupos, segun si necesitan oxigeno para vivir y crecer
0 no les es necesario.

Las que necesitan oxigeno se denominan aerobias y las que no necesitan oxigeno y tienen
problemas para vivir o crecer cuando hay oxigeno se denominan anaerobias.
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BACTERIAS ANAEROBIAS:

CLASIFICACION Ejemplos de bacterias aerobias
Bacllos Gram Positivos:  Bacilos Gram Negativos: Bacilos
* Esporulados Bacteroides Mycobacterium tuberculosis
Clostridium Prevoletia Nocardia
* No esporulados Porphyromonas Lactobacillus
Propionibecierium Fusobactenum Pseudomonas
Lactobaciks Staphylococcus (facultativo)
Actinomyoes Especies de Enterobacteriaceas
] Cocos Gram Negativos: (facultativas)
Cocos Gram Positivos Vedionells
Peplostreplococeus

NUTRICION DE LAS BACTERIAS

Las bacterias pueden obtener energia y nutrientes realizando fotosintesis, descomponiendo
organismos muertos y desechos, o descomponiendo compuestos quimicos, estableciendo
relaciones cercanas con otros organismos, incluyendo relaciones mutualistas y parasitarias.

Las bacterias, conforme a sus fuentes de obtencién de energia, pueden ser de dos tipos: Autétrofas
y Heterétrofas.

Las bacterias Autétrofas son aquellas que generan su propia energia, empleando el didxido de
carbono (CO,) ya sea a través de procesos de fotosintesis (fotétrofas) o de aprovechamiento del
nitrégeno o del azufre (quimiotrofas).

Las bacterias Heterétrofas, obtienen el dioxido de carbono (CO;) de sustancias organicas como
carbohidratos y proteinas. La mayoria de las bacterias son heterétrofas. Pueden ser consumidores,
0 descomponedores que se alimentan de animales en descomposicion.

* Fuento Fuente
T 10N ! omp 0
Ldiodicd | deenergla |  dematera | :
_ Materia
Fotoautétrofa Luz Chlorobium
inorganica
Fotoheterotrofa Luz Materia organica | Rhodospirilium
Compuestos Materia
imi
Quimioautétrofa inorganicos inorgénica Nitrobacter
" Compuestos
Quimi rotrof : g
oheterétrofa organicos Matena organica | Mycobacterium
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uumalln‘“an; | FOTOLITOTROFOS QUIMIOLITOTROFOS
Bacterias del ozufre, vegetales Bacterias quimiosintéticas
(Moléculas  FOTOORGANOTROFOS
mm . -~ Bocterias purpureos no sulfurosas wl "mw !TRO;OS

s

FUENTE DE
HIDROGENO

FUENTE DE
CARBONO

[

{ AUTOTROFOS |

Producen malena organica a partk de la
materia inorgénica Ingerida iMdtrofos

L} FOTOLITOTROFOS
Fotosirtesis anoxigenica
Sufobacterias verces y purpuras

Fotosirtesis axigénica
Cianobattenss

) QUIMIDUTOTROFOS

Backnas def suelo

1 HETEROTRCFOS |—

mghm materia organica extray endo parte de su
energa qUImica quimiorgandtrofos

(") SAPROFITICAS
Baclenas cascomponeaioras
() PARASITAS

Baclerias pattgenas

) SIMBIOTICAS
Bactenas de ks fora mesting/
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PRACTICA
COLORACIONES BACTERIANAS

I.- OBJETIVO: Realizar coloraciones bacterianas a partir de muestras de alimentos alterados en olor y
color para diferenciar tipos y agrupaciones bacterianas.

II.-FUNDAMENTO TEORICO

I11.- PROCEDMIENTO
COLORACION SIMPLE
1) Enuna lamina portaobjeto fijar y extender la muestra al calor del mechero.
2) Colocar la lamina fijada en la varilla de coloracion.
3) Luego cubrir la muestra con el colorante (azul de metileno).
4) Dejar reposar por 1 a 3 minutos.
5) Lavar. Secar.
6) Observar al microscdpio con objetivo de 100X.

7) Dibujar las observaciones microscopicas.
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COLORACION GRAM
1) Enuna lamina portaobjeto fijar y extender la muestra al calor del mechero.
2) Colocar la lamina fijada en la varilla de coloracion.

3) Luego cubrir la muestra con el colorante cristal violeta (primer colorante). Dejar reposar de 1 a
3 minutos. Lavar.

4) Agregar el lugol (mordiente). Dejar reposar de 1 a 3 minutos. Lavar.
5) Agregar el alcohol cetona (decolorante). Dejar reposar de 1minutos. Lavar.

6) Cubrir lamuestra con el colorante safranina (segundo colorante). Dejar reposar de 1 a 3 minutos.
Lavar. Secar a temperature ambiente.

7) Observar al microscdpio con objetivo de 100X.

8) Dibujar las observaciones microscopicas.

I1l. RESULTADOS

Muestra:
Objetivo:
Anmento:

Observacion:

Muestra:
Objetivo:
Aumento:

Observacion:

33

Dra. FLOR TERESA GARCIA HUAMAN
BIOLOGA - MICROBIOLOGA



UNIVERSIDAD NACIONAL TORIBIO RODRIGUEZ DE MENDOZA DE AMAZONAS
MANUAL TEORICO - PRACTICO DE MICROBIOLOGIA

Muesira;
Objetivo:
Anmento:

Observacion:

Muesira;
Objetivo:
Anmento:

Observacion:

IV. CONCLUSIONES
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HONGOS: Crecimiento, metabolismo y reproduccion

La micologia ciencia que se dedica al estudio de los hongos. Es una de las ramas de la ciencia
mas extensas diversificadas con avances significativos en la investigacion y desarrollo
tecnologico.

El término hongo procede del latin fungus, que significa hongo. Estos seres han sido
considerados tradicionalmente mas préximos a las plantas que a otros seres vivos debido a su
similitud en la composicion quimica y a su estructura ultramicroscopica, aunque en la actualidad
son grupos que se estudian por separado.

Los hongos estan ampliamente distribuidos en la naturaleza abundando en el suelo, vegetacion,
en la materia existente en el agua y en general en cualquier ambiente himedo.

En su mayoria muy beneficiosos para el hombre ya que se encargan de destruir la materia
organica compleja degradandola a formas quimicas simples que pasan a formar parte del suelo,
donde finalmente son absorbidas por otras generaciones de plantas, encargandose en gran
medida de la fertilidad de la tierra.

Los hongos son seres vivos cuya estructura celular es de tipo eucariota, lo que les va a
diferenciar de todas las bacterias que son procariotas.

Los hongos son heterdtrofos, es decir necesitan materia organica como nutriente. Se pueden
comportar como sapréfitos; en estos casos su alimento es materia organica generalmente
muerta, procedente de animales y plantas. Existen otras especies que se pueden comportar como
paréasitas; en estos casos su alimento procede de huéspedes vivos a los que parasita.

En general los hongos se encuentran en la naturaleza formando hifas, que son la forma
vegetativa del moho. En estos casos, el hongo es pluricelular. También puede encontrarse en
forma de levadura, en estos casos, es una unica célula esférica. Se reproducen de manera natural
por medio de esporas aunque existen excepciones.

Estas esporas se originan de forma sexual o asexual segun especies. No tienen clorofilay poseen
pared celular que contiene quitina y en ocasiones celulosa. Muchos hongos presentan
dimorfismo como caracteristica, es decir, pueden existir en la naturaleza en forma de levadura
(unicelular) o en forma de moho (pluricelular).
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Levaduras

Crecimiento

Los hongos pueden crecer en la naturaleza pluricelularmente (micelio) y/o unicelularmente
(levadura). Cuando crece pluricelularmente se pueden llamar mohos u hongos pluricelulares.
Aqui se forman estructuras tubulares, las hifas, que crecen formando un conjunto de
ramificaciones entrelazadas llamadas micelios. Dichas hifas creceran por elongacién de sus
extremos y con produccion de ramas laterales (crecimiento apical).

A: hifas generativas con fibulas. B: hifas generativas sin fibulas y septos. C: hifas esqueléticas.
D: hifas conectivas.

X
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Este micelio puede a su vez ser aéreo, si el crecimiento del hongo es hacia la superficie y si
contiene esporas o células reproductores se denominara micelio reproductor. Si el crecimiento
del micelio se realiza hacia el interior de un medio en busca de nutrientes, se denominara micelio
vegetativo.

En general los micelios, sean del tipo que sean, suelen crecer en lugares liquidos o solidos
himedos.

Las colonias que forman en su crecimiento son irregulares, algodonosas, filamentosas y secas y
en ciertas ocasiones, pueden estar necrosadas por falta de nutrientes y/u oxigeno.

Las hifas que forman un micelio pueden estar divididas por paredes transversales llamadas
septos; de ahi el concepto de pluricelular, aunque en algunas ocasiones tal tabicacidn no existe.

Si el crecimiento es unicelular nos encontramos con las levaduras, que corresponden a células
eucariotas esféricas u ovales con un diametro de 3 a 5 micras aproximadamente; su reproduccion
es por gemacion y crecen en cualquier caso de forma maés lenta que la mayor parte de las
bacterias, aunque existan excepciones.

Poseen una pared celular rigida que recubre la parte externa de la membrana citoplasmaticay la
estructura fundamental de ésta es igual en todos los hongos. Esta formada por polimeros de
hexosas y hexosaminas y en muchos casos presenta quitina. (N-acetil-glucosamina).

Metabolismo

Los hongos son heterétrofos, constituyendo el suelo su héabitat natural. En su mayoria son
aerobios, donde el oxigeno actla como aceptor final de hidrogeniones. También existen en la
naturaleza algunas especies facultativas y otras obtienen su energia de procesos fermentativos
o crecen en medios minimos donde utilizan el nitrégeno en forma de nitratos, nitritos, etc. Otras
especies pueden utilizar cualquier fuente de carbono, que es siempre un factor limitante para su
desarrollo.

La fuente de carbono mas utilizada en su metabolismo suele ser la glucosa u otros componentes
mas complejos como el almidén o la celulosa. También pueden necesitar en pequefias
cantidades hierro, zinc, cobre, magnesio, fésforo, potasio, etc.

Su metabolismo suele desarrollarse a temperaturas que pueden oscilar entre los 0°c y los 60°c
aunque la temperatura 6ptima de crecimiento se sitla entre 22-30°C. Suele crecer mejor
concentraciones de acidez relativamente elevadas, aunque pueden encontrarse
excepcionalmente en algunos medios alcalinos. EI pH 6ptimo para casi todas las especies se
suele situar en torno a pH 5,5.

Necesitan humedad para su desarrollo y pueden obtener agua de la atmdsfera y del medio,
aungue muchos mohos pueden sobrevivir en ambientes muy deshidratados debido a la presencia
de esporas.

Reproduccion

Los hongos pueden reproducirse por medio de ciclos sexuales o asexuales.
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La estructura responsable de cada uno de estos ciclos es la espora y segun las caracteristicas de
su formacion hablamos de reproduccién sexual o asexual.

Reproduccion Asexual

Consiste en el crecimiento vegetativo de un micelio, produciéndose division nuclear sin
verdadera division celular, no hay formacion de gametos y no hay fusién nuclear.

Se conocen tres tipos:
1. Esporulacion por germinacion de esporas.
2. Gemacion.

3. Fragmentacién

1.-ESPORULACION POR GERMINACION DE ESPORAS:

La estructura del hongo que produce las esporas asexuales se denomina conididforo. Estos
conidiéforos no son mas que hifas especializadas situadas en las zonas apicales de éstas y con
gran diversificacion en cuanto a forma, color, tamafio, tipo de septacion, etc. Tales estructuras
especializadas tienen especial importancia para la determinacion taxonémica de cada hongo.
Las esporas que alli se forman se denominan genéricamente conidios o conidiosporas.

Ejm: Género Aspergillus, Género Rhyzopus, Género penicillum

Género Aspergillus Género penicillum Género Rhyzopus

2.-GEMACION:

El principal mecanismo de reproduccion asexual en levaduras es la gemacion y consiste en la
formacion de una gema o yema en cualquier lugar de la célula madre, creciendo hacia afuera y
aumentando de tamafio a partir de la célula madre.
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El ndcleo de la célula madre se divide y uno de los nucleos resultantes pasara a la célula o yema
hija, despueés de esta, ambas terminan separandose.

N
~
L

3.-FRAGMENTACION DE HIFAS:

Consiste en fragmentar parte de una colonia e implantar este fragmento en otro nuevo medio.
Se ha observado que este método de reproduccion origina un nuevo micelio.

Este mecanismo es el utilizado para el cultivo de hongos de laboratorio.

Reproduccion Sexual

Consiste en la reproduccién de esporas previa fusion de dos nucleos haploides sexualmente
compatibles. Este proceso se efectla de la siguiente forma:

Un nacleo haploide de un célula donante (el macho) penetra en el citoplasma de la célula
receptora (la hembra). Esta fase se denomina fase de plasmogamia.

Ambos nucleos cuando se encuentran y fusionan, forman un nuevo ndcleo cigoto diploide (fase
de cariogamia). Este cigoto, por meiosis origina cuatro nucleos haploides (fase de reproduccion
cromatinica).

Las esporas sexuales se reproducen con menor frecuencia y en menor cantidad que las asexuales
y existen distintos tipos:

a) Zigosporas: Son esporas sexuales con cuerpo grande, pared gruesa, formadas por la fusion de
los anteridios de dos hifas que se juntan.

b) Ascosporas: Son esporas sexuales originadas por fusion de dos hifas y posterior fecundacion,
originandose este proceso en un saco conocido como asca. Cada asca suele contener un total de
8 esporas.
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Formacion de Zygosporas
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c) Oosporas: Son esporas sexuales producidas por la fusion de 2 gametos distintos que se
encuentran dentro de una estructura especifica denominada Oogonio.

d) Basidiosporas: Son esporas sexuales que se forman generalmente de 4 en 4 en la pared terminal
de una estructura en forma de clavo llamado basidio. Surge por la unién de 2 nicleos de una hifa.
A este tipo corresponde la formacion de setas.

Formacién de Oosporas
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Formacion de Basidiosporas
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Clasificacion

En general, la clasificacién de los hongos se basa en las caracteristicas de sus esporas sexuales y/o
asexuales y sus ciclos bioldgicos de vida. De cualquier forma, todos los hongos se encuentran
incluidos en el Phylum Mycota. Este Phylum se divide en dos grandes grupos:

Grupo Myxomycota y el grupo Eumycota .

1. El grupo Myxomycota: Incluye todos los mohos limosos verdaderos y en ningln caso se
encuentran especies patdgenas para el hombre.

2.-El grupo Eumycota: Corresponde a hongos verdaderos, donde se incluyen un total de 9 clases.
Aqui aparecen algunas especies con interés clinico para el hombre.

a) Clase Chytridiomycetes: Presentes en medios acuaticos y en menor proporcién en el suelo . Son
microscopicos y suelen ser sapréfitos aunque existen algunos parasitos de algas. No tienen
interés patégeno para el hombre.

b) Clase Oomycetes: Casi todos son acuaticos aungue existen algunas especies terrestres. Viven
de forma saprdfita o parasita de peces y plantas.

c) Clase Plasmodiophoromycetes: Aqui se encuentran mohos parasitos de plantas, ciertas algas y
hongos acuaticos. No afectan al hombre.
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d) Clase Hypochytridiomycetes: Son hongos acuaticos que se desplazan por medio de un flagelo.
Son parésitos de ciertas algas y también existen especies sapréfitas. Desde el punto de vista
clinico, no presentan gran interés.

e) Clase Trichomycetes: Son parasitos o comensales de artropodos.

f) Clase Basidiomycetes: Hay especies parasitas de ciertos cereales, arboles frutales, arbustos, etc.
A esta clase pertenecen también los hongos macroscopicos como las setas. No presentan interés
para el hombre.

g) Clase Zygomycetes: Aqui se encuentran especies de hongos Mucor, Rhizopus, etc.
Responsables de efectos patdgenos para el hombre.

h) Clase Ascomycetes: Este tipo de hongos especialmente las levaduras, son importantes para el
hombre, pues son utilizadas en la industria alimentaria. Aqui se encuentran géneros tan
importantes como  Penicillum, Aspergillus, Candida, Mycrosporum, Trichophytom, etc.
Presentan gran interés clinico para el hombre por sus posibles efectos patégenos.

i) Clase Deuteromycetes: Esta clase incluye también especies importantes en la industria y la
medicina. También muchas de estas especies son responsables de micosis cutaneas superficiales
o infecciones fungicas generalizadas.
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PRACTICA

PREPARADOS MICROSCOPICOS PARA LA OBSERVACION DE LEVADURAS Y
MOHOS

I.-OBJETIVO: Realizar preparados microscdpicos para observar mohos y levaduras a través de los
preparados en fresco o examen directo utilizando alimentos citricos.

I1.-FUNDAMENTO TEORICO

I11. PROCEDIMIENTO

Examen Directo:
1) Colocar una gota de azul de lactofenol en una ld&mina portaobjeto.
2) Con un asa bacterioldgica colocar la muestra y cubrir con una laminilla.
3) Observar al microscépio con objetivo de menor aumento.

4) Dibujar las observaciones microscépicas.
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Muestra:
Objetivo:
Aumento:

Observacion:

Muestra:
Objetivo:
Anmento:

Observacion:

Muestra:
Objetivo:
Aunmento:

Observacion:
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FACTORES INTRINSECOS Y EXTRINSECOS QUE CONTROLAN EL
CRECIMIENTO BACTERIANO

Existen muchos factores que afectan el desarrollo bacteriano y, por lo tanto, pueden aumentar
la probabilidad de ocurrencia de ETA.

Esos factores pueden estar relacionados con las caracteristicas del alimento (intrinsecos) o con
el ambiente en el cual dicho alimento se encuentra (extrinsecos).

Los factores intrinsecos son la actividad de agua (Aw), acidez (pH), potencial de éxido
reduccidn (Eh), composicién quimica del alimento (nutrientes) y otros.

Los factores extrinsecos mas importantes son la humedad del medio y la temperatura.

FACTORES INTRINSECOS
1.- ACTIVIDAD DE AGUA (AW)

Los microorganismos necesitan de “agua disponible” para crecer. Esta agua no estéd ligada a
otras moléculas del alimento ni ligada quimicamente a otros componentes, como la sal (NaCl).
El término “actividad de agua” (Aw) se refiere a esta agua disponible para el crecimiento
microbiano, y su valor varia de 0 a 1,0. La menor Aw en la cual una bacteria patogénica puede
desarrollarse, es 0,85. Los valores de actividad de agua favorables para el desarrollo bacteriano
estan entre 0,97 y 0,99. De ese modo, los alimentos con Aw dentro de esa variacion favorecen
a los agentes de enfermedades bacterianas.

2.- ACIDEZ Y PH (pH)

El pH de los alimentos se mide en una escala de 0 (muy &cido) a 14,0 (muy alcalino o basico),
siendo 7,0 el pH neutro. La mayoria de las bacterias se desarrolla mejor en pH neutro o cercano
a él, y la mayoria de los alimentos considerados favorables a estos agentes tienen el pH entre
4,6y 7,0. A partir de ese concepto, se dividieron los alimentos en dos categorias: poco acidos,
0 de baja acidez y acidos. Estas categorias se establecieron con base en el desarrollo
del Clostridium botulinum.

3.- POTENCIAL DE OXIDO-REDUCCION (Eh)

Los procesos de oxidacion y reduccion se relacionan con el intercambio de electrones entre las
sustancias quimicas. El potencial de 6xido-reduccidn puede definirse como la capacidad de
determinados sustratos de ganar o perder electrones. El elemento que pierde un electron se
denomina oxidado, y el que gana, reducido.

Los microorganismos aerobicos necesitan de valores de Eh positivos para su crecimiento. En
ese grupo, estan casi todos los mohos, levaduras oxidativas y muchas bacterias, principalmente
las deteriorantes de alimentos (Pseudomonas, Moraxella, Acinetobacter, Flavobacterium, etc.)
y algunas bacterias patogénicas aerébicas (como Bacillus cereus).

Del mismo modo, los microorganismos anaerobicos necesitan valores de Eh menores. En ese
grupo estan algunas bacterias patogénicas (Clostridium botulinum) y deteriorantes. Algunas
bacterias anaerdbicas facultativas se desarrollan mejor en condiciones un poco reducidas y se
denominan microaerofilas, como los lactobacilos y Streptococcus.
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El desarrollo bacteriano puede darse con o sin aire, éstas son las llamadas aerébicas facultativas.
En ese grupo estan las bacterias de la familia Enterobacteriaceae.

El Campylobacter sp pertenece a la clase de bacterias microaerdfilas, o sea, se desarrollan mejor
en bajas concentraciones de oxigeno (entre 3y 5%).

Los mohos y levaduras importantes para la ciencia de los alimentos son aerdbicos, raramente
son facultativos.

4.- COMPOSICION QUIMICA

Los microorganismos difieren en cuanto a la exigencia de factores de crecimiento y capacidad
de usar diferentes sustratos de la composicion de alimentos.

Fuentes: Carbono, nitrégeno, vitaminas, minerales.
A) Fuente de Carbono

El carbono puede ser un factor limitante para el desarrollo bacteriano. Carbohidratos complejos
(polisacéridos), como almidén y celulosa, son usados directamente por un pequefio nimero de
microorganismos. Los mohos son muy importantes en el deterioro de materia prima con ese
sustrato.

Grasas Y aceites son usados por microorganismos lipoliticos, como varios mohos, levaduras y
bacterias (Pseudomonas, Achromobacter, Alcaligenesy otras). Sin embargo, muchos
microorganismos no pueden desarrollarse en ese sustrato.

B) Fuente de Nitrdgeno

Proviene de aminoacidos, nucleétidos, péptidos y proteinas, ademas de otros compuestos
nitrogenados. Los aminoécidos son la fuente mas importante de nitrégeno para los
microorganismos.

C) Fuente de Vitamina

Generalmente, los alimentos poseen la cantidad de vitamina necesaria para el desarrollo de los
microorganismos. Por ejemplo, frutas pobres en vitaminas del Complejo B no favorecen el
desarrollo de algunas bacterias. Las bacterias Gram-positivas son mas exigentes que las Gram-
negativas y los mohos, que pueden sintetizar algunas de esas vitaminas. Las mas importantes
son las vitaminas del Complejo B, la biotina y el &cido pantoténico.

D) Sales Minerales

Pese a usarse en pequefias cantidades, son factores indispensables para el desarrollo de
microorganismos, debido a su papel en las reacciones enzimaticas. Los mas importantes son
sodio, potasio, calcio y magnesio.

5. PRESENCIA DE SUSTANCIAS ANTIMICROBIANAS NATURALES

La estabilidad de algunos productos de origen animal y vegetal ocurre, en la naturaleza, debido
a la presencia de sustancias antimicrobianas. Estos son algunos ejemplos:

Huevo: Posee la lisozima (muramidasa), que destruye la pared celular de bacterias Gram
positivas. En la albimina del huevo existe la avidina, sustancia que actla contra algunas
bacterias y levaduras.
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Clavo: Tiene eugenol (aceite esencial), que actla contra bacterias (Bacillus, S. aureus,
Aeromonas, y Enterobacteriaceae).

Mora, Ciruela y frutilla: Poseen el &cido benzoico con accion bactericida y fungicida, siendo
mas eficaz en valores de pH entre 2,5y 4,5.

Canela: Tiene aldehido cinamico y eugenol, que actGan contra mohos y bacterias,
respectivamente.

Ajo: Tiene alicina, sustancia que combate la Salmonella, Shigella, micobacterias, I. plantarum,
S. aureus, Leuconosac mesenteroides, C. botulinum, Candida albicans, A. flavus y Penicillium,
entre otras.

Leche: En la leche cruda existen muchos grupos de sustancias con actividad antimi-crobiana,
como el sistema lactoperoxidasa, lactoferrina y otras proteinas que se asocian al hierro,
protegiendo la leche contra el deterioro e inhibiendo el desarrollo de bacterias patogénicas.

6. MICROBIOTA COMPETITIVA

La competicion de la microbiota del alimento puede favorecer o inhibir algunas especies o
grupos de microorganismos. Las bacterias lacticas, por ejemplo, pueden producir &cido lactico
y bacteriocinas que inhiben o eliminan otros microorganismos presentes en el mismo alimento.

Determinadas bacterias, como S. aureus y C. botulinum, son competidoras pobres y por €so no
se desarrollan bien en alimentos con concentracion elevada de otros microorganismos como en
los alimentos crudos (carne, pescado, verduras de hoja, legumbres, incluyendo palmitos,
hongos, etc.).

FACTORES EXTRINSECOS
Temperatura

El factor ambiental que mas afecta el desarrollo de los microorganismos es la temperatura, a
pesar de que los microorganismos existentes son capaces de proliferar a diferentes intervalos.
Desde -8° a +90°C (17,6 a 194°F), la temperatura Optima para casi todos los patdégenos es 35°C
(95°F). La temperatura puede afectar la duracion de la fase latente, la velocidad de crecimiento,
las exigencias nutricionales y la composicién quimica y enzimética de las células de los
microorganismos.

Humedad Relativa

La humedad relativa influye directamente sobre la actividad de agua del alimento. Si un
alimento con baja actividad de agua est4 almacenado en un ambiente con alta humedad relativa,
la actividad de agua de ese alimento aumenta, permitiendo la multiplicacion de
microorganismos.

La combinacion entre humedad relativa y temperatura no puede ser despreciada. Generalmente,
cuanto mayor es la temperatura de almacenaje, menor la humedad relativa, y viceversa.
Modificando el gas de la atmosfera es posible retardar el deterioro sin disminuir la humedad
relativa.
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Composicién de la Atmdsfera
* Influencia de CO2
* Influencia del O3 (Ozono)
» Organismos indicadores

» Algunas bacterias patogénicas causantes de ETA

Influencia de CO2

El almacenaje de alimentos en atmoésferas gaseosas (como CQO2), en cantidad previamente
establecida, se denomina “atmosfera controlada”. Esta técnica se usa para frutas (como manzana
y pera), retardando la putrefaccién por hongos filamentosos.

Probablemente, a la inhibicién de la produccion de etileno por el gas carbonico, pues el etileno
actla en las frutas como un factor de madurez. Ademas, considerando que los mohos son
microorganismos aerdbicos, la merma en la concentracion de oxigeno en la atmdsfera no
favorece su desarrollo. La concentracion de CO2 no debe exceder 10%.

Las atmosferas de gas carbdnico se usan para aumentar el tiempo de almacenaje de carnes. Las
bacterias Gram-negativas son mas sensibles al CO2 que las Gram-positivas. Atmdsferas con
CO2 y 02 son mas eficaces que aquellas que contienen sélo gas carbdnico.

Influencia del O3 (Ozono)

Algunos vegetales, especialmente las frutas, se conservan en atmosferas con Os, entre 2 y 3
ppm. Ese tipo de atmdsfera no es recomendable para alimentos con alto tenor de lipidos, ya que
el ozono acelera la oxidacion.

El ozono y el gas carbonico:
» Son eficaces para retardar las alteraciones en la superficie de carnes almacenadas.

*  Se usan para aumentar el tiempo de almacenaje de carnes. Las bacterias Gram-negativas son
mas sensibles al CO- que las Gram-positivas.

Atmadsferas con CO; y O, son mas eficaces que aquellas que contienen sélo gas carbénico.

ORGANISMOS INDICADORES

Los organismos indicadores en un alimento no representan un peligro directo para la salud, sin
embargo, son grupos o tipos de microorganismos que, por su origen, procedencia, resistencia
térmica, temperatura Optima para desarrollo y otras caracteristicas, pueden indicar exposicion,
manipulacién y conservacion inadecuadas del producto alimenticio. Son (tiles también para
indicar la presencia de un peligro potencial para la salud, cuando se consideran -por ejemplo- el
mismo origen o procedencia. Generalmente, estos organismos o pruebas relacionadas pueden
indicar:

1. La posible presencia de patdgenos y toxinas.
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2. La posibilidad de practicas inadecuadas de higiene durante la produccion, el procesamiento, el
almacenaje y/o la distribucion.

Los organismos indicadores se usan para indicar una contaminacion de origen fecal o falla en
la higiene durante el proceso. Las bacterias coliformes y la Escherichia coli son dos indicadores
bastante usados con ese proposito. Deben ser de deteccion rapida y facil; ser facilmente
distinguibles de la microbiota natural de alimentos y del agua; tener el mismo origen y
procedencia que el organismo patogénico; tener caracteristicas de multiplicacién y muerte
similar al microorganismo patogénico para el mismo tipo de alimento; y estar ausente o en
cantidad minima en el alimento cuando el patégeno esté ausente. Sin embargo, no siempre se
encuentran todas esas condiciones.

ALGUNAS BACTERIAS PATOGENAS CAUSANTES DE ENFERMEDADES DE
TRANSMISION ALIMENTARIA (ETA)

« Salmonella spp.

»  Shigella spp.
« Escherichia coli.

» Yersinia enterocolitica.

«  Campylobacter spp.

MEDIOS DE CULTIVO

Un medio de cultivo es una sustancia que contiene nutrientes necesarios para permitir, en
condiciones favorables de pH y temperatura el crecimiento de los microorganismos.

Generalmente se presentan desecados en forma de polvo fino o granular antes de ser preparados;
ya preparados pueden encontrarse en estado sélido, semisélido o liquido.

El objetivo de utilizar un medio de cultivo es variado por ejemplo para identificacion,
multiplicacion y antibiograma.

Uno de los sistemas mas importantes para la identificacion de microorganismos es observar su
crecimiento en sustancias alimenticias artificiales preparadas en el laboratorio. EI material
alimenticio en el que crecen los microorganismos es el Medio de Cultivo y el crecimiento de
los microorganismos es el Cultivo.

Para que las bacterias crezcan adecuadamente en un medio de cultivo artificial se debe reunir
una serie de condiciones como: temperatura, grado de humedad y presion de oxigeno adecuadas,
asi como un grado correcto de acidez o alcalinidad.

Existen rangos de temperatura dénde la tasa maxima de crecimiento se encuentra entre 20 y 40
°C. A esas bacterias se las conoce como mesdfilas.
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Un medio de cultivo debe contener los nutrientes minimos para establecer un medio que
contenga los componentes necesarios para el crecimiento y debe estar exento de todo
microorganismo contaminante.

Medios de Cultivo o——
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Clasificacion de los medios de cultivo:

Sequn sus cualidades fisicas

e Liquidos: Las bacterias aerdbicas de los cultivos con mayor profundidad crecen solamente en
la superficie; mientras que las de menor profundidad se desarrollan por debajo de las
condiciones y cada vez son mas anaerdbicas.

e Semisolidos

e Solidos: Para obtener un medio de cultivo solido se introduce a los caldos de cultivos sustancias
solidificantes, como por ejemplo agar agar, que dan a la disolucidn una consistencia gelatinosa.

Seqgun su origen

o Naturales: Son los preparados a partir de sustancias naturales de origen animal o vegetal como
ser extractos de tejidos o infusiones y cuya composicion quimica no se conoce exactamente.

e Sintéticos: Son los medios que contienen una composicion quimica definida cualitativamente y
cuantitativamente. Se utilizan para obtener resultados reproducibles.

e Semisintéticos: Son los sintéticos a los que se les afiaden factores de crecimiento bajo una forma
de un extracto organico complejo, como por ejemplo extracto de levadura.
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Segun su formulacién

e Quimicamente definidos: Se conoce la cantidad exacta de cada uno de los compuestos que hay
en el medio.

e Complejos: Se realizan a partir de extractos naturales (extracto de levadura, sangre, etc.); no se
conoce exactamente cual es la composicion del medio; sin embargo, presenta la ventaja de que
ya estan presentes todos o casi todos los elementos que una célula puede requerir. También para
algunos grupos de organismos es comun usar: mosto, leche de coco, jugo de zanahoria, etc. A
este tipo de cultivo se lo denomina también no definido.

Sequln su uso

e Medio general: Medio en donde crecen todo tipo de microorganismos, excepto los que necesitan
condiciones especiales (por ejemplo, agar nutritivo).

Medio selectivo: permite seleccionar el crecimiento de una especie 0 grupo determinado
(hongos, bacterias entéricas, protozoos). Ejm: Agar Baird Parker

Medio diferencial: Permite identificar una especie con otra, ambas en el mismo medio. Puede
ser por su crecimiento, su metabolismo, su respiracion, etc. (por ejemplo, medio Mac Conkey).
Medio de enriquecimiento: Contiene los nutrientes necesarios para apoyar el crecimiento de una
amplia variedad de microorganismos, se utiliza para la cosecha de diferentes tipos de
microorganismos en un mismo medio. (ejm: caldo selenito, caldo tetrationato)

Medio minimo: Contiene la minima cantidad de nutrientes posible que permite el crecimiento
de una especie. Ejm: PCA

Medio de transporte: preparado para servir como almacenamiento temporal a especimenes
transportados o en transferencia; mantienen su viabilidad y su concentracion simple. Ejm: Cary
Blair.

PREPARACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO
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PRACTICA
PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO

I.-OBJETIVO: Preparar dos medios de cultivo para bacterias y dos medios de cultivos para hongos
utilizando medios de cultivo comerciales.

II.-FUNDAMENTO TEORICO

53

Dra. FLOR TERESA GARCIA HUAMAN
BIOLOGA - MICROBIOLOGA



UNIVERSIDAD NACIONAL TORIBIO RODRIGUEZ DE MENDOZA DE AMAZONAS
MANUAL TEORICO - PRACTICO DE MICROBIOLOGIA

IV.-RESULTADOS
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MICROORGANISMOS INDICADORES Y PATOGENOS DE IMPORTANCIA EN LA
AGROINDUSTRIA

MICROORGANISMOS INDICADORES

Los microorganismos indicadores son organismos utilizados para evaluar la calidad
microbiolégica de ambientes, alimentos, agua, suelo, entre otros. No necesariamente causan
enfermedades, pero su presencia indica una posible contaminacién por patégenos o condiciones
sanitarias inadecuadas.

Principales tipos de indicadores:

1) Indicadores de contaminacion fecal:
Coliformes totales: Grupo que incluye diversas bacterias presentes en los intestinos de
humanos y animales, pero también en el suelo y la vegetacién.
Coliformes termotolerantes (o fecales): Subconjunto de coliformes que crecen a 44,5°C;
Indican contaminacion por heces de sangre caliente.
Escherichia coli (E. coli): Bacteria mas especifica para indicar contaminacion fecal reciente.
Enterococos (estreptococos fecales): Otro indicador de origen fecal, méas resistente en
ambientes salinos (por ejemplo, agua de mar).

2) Indicadores de higiene para alimentos y superficies:
Staphylococcus aureus: Indica mala manipulacién de alimentos (presente en piel y mucosas).
Bacterias mesofilas aerdbicas: Indican la carga bacteriana total; Los recuentos altos sugieren
una higiene deficiente o un almacenamiento inadecuado.
Mohos y levaduras: Comunes en alimentos y ambientes himedos; Puede causar deterioro.

3)Indicadores de procesos industriales y control sanitario:
Clostridium perfringens: se utiliza para verificar la eficacia de los tratamientos térmicos y el
control de esporas.
Bacterias reductoras de sulfato: indican condiciones anaerdbicas y presencia de procesos de
corrosion en las industrias.

Los microorganismos indicadores se usan por lo siguiente:

» Son ma facil y mas barato de detectar que los patégenos.

» Permiten una evaluacion rapida de las condiciones sanitarias.

» Sirven como base legal y regulatoria (ejem: normas de Anvisa, OMS, EPA, etc.).

MICROORGANISMOS PATOGENOS

Un microorganismo patégeno es un organismo microscopico (como bacterias, virus, hongos o
parasitos) que causa enfermedades en humanos, animales o plantas. La palabra "pat6geno™
proviene del griego pathos (enfermedad) y genes (productor), por lo que literalmente significa
"productor de enfermedad".

Tipos de microorganismos patégenos

1. Bacterias
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Son organismos unicelulares que pueden vivir en distintos ambientes. Algunas bacterias
beneficiosas habitan en el cuerpo humano (como en el intestino), pero otras causan
enfermedades. Ejemplos de bacterias patogenas:

» Escherichia coli (ciertas cepas causan diarrea)

*  Mycobacterium tuberculosis (tuberculosis)

+ Salmonella sp.

2. Virus
Son més pequefios que las bacterias y no pueden vivir ni reproducirse por si solos. Necesitan
invadir células para multiplicarse. Ejemplos de virus patdgenos:

* Virus de la hepatitis A

* Norovirus

* Rotavirus

» Adenovirus entérico

3. Hongos
Pueden ser unicelulares (como las levaduras) o multicelulares. Algunos causan infecciones,
especialmente en personas inmunodeprimidas. Ejemplos de hongos patdgenos:

*  Penicillum

»  Aspergillus spp. (aspergilosis)

* Fusarium

*  Claviceps purpurea

4. Protozoarios
Son organismos unicelulares eucariotas. Viven en ambientes himedos o acuaticos, y algunos
pueden infectar humanos. Ejemplos de protozoos patégenos:

*  Plasmodium spp. (malaria)

* Giardia lamblia (giardiasis)

* Entamoeba histolytica (amebiasis)

AISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS Y TECNICAS DE SIEMBRA MICROBIANA

TECNICA DE SIEMBRA POR ESTRIA

La siembra por estria es un método cualitativo de aislamiento de microorganismos por
agotamiento en placa a partir de una muestra natural o de un cultivo de laboratorio. Este método
estd basado en arrastrar, mediante un asa de siembra, un nimero cada vez mas pequefio de
individuos. Esta técnica se utiliza para aislamiento primario de microorganismos.

El método més usado es la siembra por estria sobre un medio de cultivo sélido adecuado
dispuesto en una placa de petri. Para ello se toma una pequefia cantidad de muestra con un asa
bacterioldgica y se reparte sobre la superficie del medio de cultivo. Sobre el medio quedan
separadas e inmovilizadas las células bacterianas.

56

Dra. FLOR TERESA GARCIA HUAMAN
BIOLOGA - MICROBIOLOGA



UNIVERSIDAD NACIONAL TORIBIO RODRIGUEZ DE MENDOZA DE AMAZONAS
MANUAL TEORICO - PRACTICO DE MICROBIOLOGIA

Sembrar o inocular es introducir artificialmente una porcién de muestra (in6culo) en un medio
adecuado, con el fin de iniciar un cultivo microbiano, para su desarrollo y multiplicacion.

En la Siembra por agotamiento o aislamiento en estria, se toma con el asa de siembra (previamente
esterilizado por flameado) una cantidad adecuada de muestra problema depositando el inoculo en
uno de los extremos superiores de la placa; a partir de aqui se realizardn movimientos en zig-zag
de un extremo a otro de la placa no tomandose en ningin momento nuevo inoculo y no levantandose
el asa hasta concluir la siembra de toda la placa.
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TECNICA DE SIEMBRA POR PUNTURA

En esta técnica de siembra el medio de cultivo que se emplea esta solidificado en tubo en forma
vertical y la siembra se realiza con asa bacteriologica en punta, la que se introduce con el in6culo
en el centro del medio de cultivo y se retira de la misma forma por donde ingresé el asa
bacteriolégica en punta. La puncion se realiza en el centro del medio del agar inclinado.

Consiste en la utilizacion de las dos técnicas
anteriormente descritas. Este método se lleva a

[
cabo cuando el medio es sélido y esta inclinado. SAL
Primero se realiza la siembra por picadura y { ,-/ { /,,/

posteriormente la siembra por estria; son
ejemplos de este tipo de siembra la prueba en
medio KIA y la prueba en medio citrato, entre

otres. nEE ]

A '
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Se toma con asa de siembra previamente esterilizada por flameado una cantidad de muestra
adecuada. Se coloca la muestra en el tubo desde el fondo hasta la superficie de este, realizando
movimientos en zig- zag hasta completar toda la superficie del medio. Este método es utilizado
para conservar cepas durante largos periodos, asi como para la realizaciéon de ciertas pruebas
biogquimicas, como, por ejemplo, la prueba de la ureasa, TSI, LIA, Citrato.

%

TECNICA DE SIEMBRA POR INCORPORACION

La metodologia de recuento en placa por plaqueo es una metodologia ampliamente utilizada
(Hoben y Somasegaran, 1982), que consiste en realizar diluciones seriadas 1:10 y extender 100ul
de cada dilucion en una placa; las placas se incuban hasta que las colonias son apreciables para su
recuento.

El recuento en placa es uno de los métodos mas utilizados para determinar cual es el nimero de
microorganismos viables en una muestra. Cuando la concentracién es baja se procede a filtrar la
muestra a través de una membrana que sera pasada al medio de cultivo, en una placa de Petri.
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TECNICA DE SIEMBRA POR DISEMINACION

En esta técnica de siembra se deposita, una asada 0 una gota con pipeta del material a sembrar, sobre
el medio sélido contenido en la placa, luego se extendera por toda la superficie del medio con una
espatula de DRIGALSKY.

*La espatula se introduce inmediatamente después de su uso en un recipiente para su esterilizacion
en autoclave o en formaldehido al 5 %.

» ASA DE DIGRASKY: Son asas de vidrio con forma de triangulo. Se utilizan para extender el
inoculo liquido previamente adicionado en la placa. Se esterilizan en estufa, en autoclave,
aunque generalmente se puede hacer metiéndola en alcohol y prendiendo la llama hasta agotar
el alcohol del asa.

» HISOPOS: Sirve para extender la muestra a través del hisopo en el medio cultivo. Se suele
comercializar ya estéril, listo para utilizar y desechables.
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TECNICA DEL NUMERO MAS PROBABLE (NMP)

La técnica del NMP consiste en la inoculacidn de una muestra diluida en tubos que contienen medio
de cultivo liquido selectivo. Lo que se busca es saber si presenta la muestra tiene algin tipo de
contaminacion bacteriana.

La determinacion de microorganismos coliformes totales por el método del NUmero mas
Probable (NMP), se fundamenta en la capacidad de este grupo microbiano de fermentar la lactosa
con produccion de acido y gas al incubarlos a 35°C + 1°C durante 48 h., utilizando un
medio de cultivo que contenga sales biliares.

La determinacion del nimero mas probable de microorganismos coliformes fecales se realiza a
partir de los tubos positivos de la prueba presuntiva y se fundamenta en la capacidad de las bacterias
para fermentar la lactosa y producir gas cuando son incubados a una temperatura de 44.5 + 0.1°C por
un periodo de 24 a 48 h.
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PRACTICA
TECNICAS DE SIEMBRA

I.-OBJETIVO: Realizar las técnicas de siembra para aislar e identificar bacterias a partir de
muestras de carne.

I1.-FUNDAMENTO TEORICO
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IV.-RESULTADOS
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ALTERACIONES QUIMICAS POSITIVAS Y NEGATIVAS CAUSADAS POR
MICROORGANISMOS

Los microorganismos pueden provocar tanto alteraciones quimicas positivas como negativas en diversos
contextos, dependiendo de su tipo, del entorno y del sustrato en el que actdan.

ALTERACIONES QUIMICAS POSITIVAS

Estas son transformaciones que benefician al ser humano o al ambiente. Generalmente se utilizan en
procesos biotecnoldgicos, industriales o ecoldgicos.

1. Fermentacion
o Microorganismos: Levaduras, bacterias lacticas.
o Productos: Alcohol, pan, yogur, queso, vinagre.

o Reaccion quimica: Transformacion de azucares en alcohol o &cidos (como acido lactico
0 acético).

2. Produccion de antibidticos

o Microorganismos: Hongos como Penicillium y bacterias como Streptomyces.

o Ejemplo: Produccion de penicilina mediante fermentacion.
3. Biorremediacion

o Microorganismos: Bacterias degradadoras (como Pseudomonas).

o Aplicacion: Degradan hidrocarburos, metales pesados y otros contaminantes toxicos.
4. Fijacion de nitrégeno

Microorganismos: Bacterias como Rhizobium en simbiosis con leguminosas.

Funcion: Convierten el nitrogeno atmosférico en formas asimilables por plantas (como
nitratos y amonio).

5. Digestion anaerobia / produccion de biogas
Microorganismos: Bacterias metanogénicas.

Resultado: Conversion de residuos organicos en metano (CHa) y dioxido de carbono
(CO2).

ALTERACIONES QUIMICAS NEGATIVAS
Estas transformaciones tienen efectos nocivos sobre la salud, los alimentos o el medio ambiente.
1. Putrefaccion
o Microorganismos: Bacterias proteoliticas y anaerobias (ej. Clostridium).

o Reaccién: Degradacion de proteinas en carne, pescado o huevos, liberando compuestos
toéxicos como aminas, amoniaco, sulfuros, etc.
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2. Contaminacion de alimentos

o Microorganismos: Salmonella, Listeria, Escherichia coli patdgena.

o Resultado: Produccidn de toxinas o alteracion de compuestos que causan enfermedades.
3. Corrosion microbiana

o Microorganismos: Bacterias sulfato-reductoras (ej. Desulfovibrio).

o Reaccién: Generacién de &cido sulfhidrico que corroe metales (problema en tuberias y
estructuras industriales).

4. Formacion de biopeliculas en sistemas industriales 0 médicos
o Microorganismos: Pseudomonas, Staphylococcus, entre otros.

o Efecto quimico: Produccion de polimeros extracelulares que dificultan la limpieza y
aumentan la resistencia quimica de las superficies.

5. Acidificacion no deseada de suelos o aguas
o Microorganismos: Bacterias oxidantes del azufre o nitrificantes en exceso.

o Consecucion: Conversion de compuestos en acidos (como &cido nitrico o sulfarico),
afectando el pH y la vida bioldgica.
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PRACTICA
ANALISIS MICROBIANO DE ALIMENTOS FRESCOS

I.- OBJETIVO: Realizar el andlisis microbioldgico de dos alimentos utilizando técnicas de aislamiento

microbiano.

I1.- FUNDAMENTO TEORICO:

Los microorganismos pueden provocar tanto alteraciones quimicas positivas como negativas en diversos

contextos, dependiendo de su tipo, del entorno y del sustrato en el que actdan.

El analisis microbiano de alimentos frescos es un proceso clave en la evaluacion de la calidad sanitaria

e inocuidad de frutas, verduras, carnes, pescados, entre otros productos no procesados. Este analisis

permite detectar y cuantificar la presencia de microorganismos patdgenos y alterantes, asegurando que

los alimentos sean aptos para el consumo humano.

Los objetivos principales de un andlisis microbiolégico son:

Detectar microorganismos patégenos: como Salmonella spp., Listeria monocytogenes,
Escherichia coli (particularmente la E. coli 0157:H7), Clostridium perfringens, entre otros.
Evaluar la carga microbiana total: incluyendo bacterias aerobias mesofilas, coliformes totales y
fecales, mohos y levaduras.

Verificar condiciones higiénico-sanitarias durante la produccion, almacenamiento y transporte.

Prevenir brotes de enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS).

l1l.- MUESTRAS BIOLOGICAS

100 ml. de leche de vaca
100g. de queso.

IV.-MATERIALES Y REACTIVOS

Medios de Cultivo: Agar Mac Conkey, Agar TSI, Agar LIA, Agar Citrato.
Matraces

Tubos de ensayo 13x100mm

Placa Petri de vidrio 90mm

Mechero de alcohol

Asa bacterioldgica

Gradilla

V.-EQUIPOS

Autoclave
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e Estufa

VI.-PROCEDIMIENTO:

1) Preparacion de los medios de cultivo: Agar Mac Conkey, agar TSI, agar LIA, Agar Citrato.

2) Aislamiento primario de microorganismos por la “Técnica de siembra por estria” en agar
Mac Conkey.

3) ldentificacion biogquimica de los microorganismos en agar TSI, agar LIA, Agar Citrato por
la “Técnica de siembra por estria”.

4) ldentificacion de microorganismos Gram positivos y Gram negativos.

VII.-RESULTADOS
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DETERIORO MICROBIANO EN LA AGROINDUSTRIA

El deterioro microbiano en la agroindustria es un proceso en el que microorganismos (como
bacterias, hongos y levaduras) afectan negativamente los productos agricolas y sus derivados,
causando pérdidas econdmicas, disminucion de la calidad, riesgos para la salud humana y
complicaciones en la comercializacion.

Los principales factores que propician el deterioro microbiano incluyen:
e Presencia de agua (actividad de agua alta).
e Temperaturas inadecuadas de almacenamiento.
e Contaminacién cruzada durante el procesamiento.
¢ Higiene deficiente en maquinaria o personal.

e pH favorable para el crecimiento microbiano.

Microorganismos comunes implicados
e Bacterias: Salmonella, Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Clostridium botulinum
e Hongos y mohos: Aspergillus, Penicillium, Fusarium

e Levaduras: Saccharomyces, Candida

Productos comunmente afectados

e Frutas y verduras frescas (moho, podredumbre)

o LActeos (fermentacion indeseada, mal olor)

e Carnes y embutidos (bacterias patdgenas y putrefaccion)
e Cereales y granos (micotoxinas por mohos)

e Jugos y bebidas (contaminacién por levaduras o bacterias)

Medidas preventivas

e Buenas Practicas de Manufactura (BPM).

e Control de temperatura y humedad.

e Envases herméticos o atmésfera modificada.

e Uso de conservantes naturales o quimicos.

e Procesos de pasteurizacion, irradiacion o desinfeccion.

e Higiene y capacitacion del personal.
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Impacto del deterioro microbiano
e Econdmico: Pérdidas por productos no comercializables.
e Sanitario: Riesgo de enfermedades alimentarias.

¢ Ambiental: Incremento del desperdicio de alimentos.

METODOS DE CONTROL MICROBIANO

Los métodos de control microbiano en la agroindustria son estrategias fisicas, quimicas y biolédgicas
disefiadas para prevenir, reducir o eliminar el crecimiento de microorganismos no deseados en los
alimentos y sus procesos de produccion.

1. Métodos fisicos
a) Temperatura
o Calor (pasteurizacion, esterilizacion): elimina la mayoria de los microorganismos.
o Frio (refrigeracién, congelacion): ralentiza el crecimiento microbiano.
b) Deshidratacion
Reduce la actividad de agua (Aw), impidiendo el desarrollo microbiano.
¢) Radiacion

Irradiacién ionizante (rayos gamma o electrones): destruye ADN microbiano sin afectar
demasiado la calidad del producto.

d) Filtracion
Uso en liquidos (como jugos o leche) para remover microorganismos sin aplicar calor.
e) Presion hidrostatica

Tecnologia de altas presiones para destruir microorganismos sin calor (HPP - High Pressure
Processing).

2. Métodos quimicos
a) Conservantes quimicos
e Acidos organicos: 4cido acético, sorbico, benzoico.
e Nitratos y nitritos: en carnes curadas.
¢ Sulfito y dioxido de azufre: en frutas secas y jugos.
b) Gases antimicrobianos
Uso de atmésferas modificadas (COa, N2) para inhibir microorganismos.
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c) Desinfectantes

Hipoclorito de sodio, peréxido de hidrégeno, ozono: usados en limpieza y desinfeccién de
superficies e instalaciones.

3. Métodos biologicos

a) Uso de microorganismos beneficiosos

e Fermentacidn controlada: bacterias lacticas que inhiben patdgenos.
e Probidticos: compiten con microorganismos dafiinos.

b) Bacteriocinas

Proteinas antimicrobianas (como la nisina) producidas por bacterias, usadas como conservantes
naturales.

c) Enzimas antimicrobianas

Como la lisozima, que destruye paredes celulares bacterianas.

4. Buenas Practicas de Higiene y Manufactura
e Control de puntos criticos (HACCP).

e Limpiezay desinfeccion de equipos.

e Capacitacion del personal.

e Control de plagas y materias primas.

Combinacion de métodos: Hurdle Technology

El uso combinado de varios métodos (temperatura, pH, conservantes, etc.) genera maltiples
"barreras” para impedir el desarrollo microbiano, maximizando la inocuidad sin afectar la
calidad.
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FUNDAMENTO DE MEDIOS DE CULTIVO

AGAR MAC CONKEY

Es un agar selectivo para el aislamiento de Salmonellas, Shiguellas y bacterias coniformes a partir de
heces, orina, alimentos, aguas residuales, etc.

Formas de Actuacién:

Las sales biliares y el cristal inhiben considerablemente la flora Gram Positiva. La lactosa junto con el
indicador de pH rojo neutro, sirven para la comprobacion de la degradacion de dicha azucar.

Los medios de cultivo preparados son claros y de color rojo parduzco.

Empleo e Interpretacion:

Sembrar las placas por el método de estria. Incubar de 18 a 24 horas a 37 °C.

Las colonias Lactosa negativas son incoloras y las lactosa positivas son rojas con un halo turbio debido
al descenso de pH provocado por los acidos biliares.

COLONIAS MICROORGANISMOS

Incoloras, transparentes Salmonella, Shiguella, Proteus y otros
Grandes, rojas y halo turbio Escherichia Coli
Més grandes, rosadas, mucosas Enterobacter, Klebsiella
Diminutas, de crecimiento aislado y | Enterococos, Estafilococos y otros
opacas.

Agar MacConkey con colonias Lac+ (izquierda)
y colonias Lac- (derecha).
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CITRATO SIMMONS

Para la demostracion de la utilizacion microbiana del citrato. Este medio de cultivo sirve especialmente
para la identificacion de Escherichia coli, se utiliza para la identificacion de microorganismos
especialmente de enterobacterias y ciertos hongos, basado en el empleo de citrato como Unica fuente de
carbono.

Forma de Actuacion:

La degradacidn del citrato por los microorganismos da lugar a una alcalinizacién del medio de cultivo,
lo que se manifiesta por un viraje a azul oscuro del indicador de pH azul de bromotimol.

Empleo e Interpretacion:

Placas o tubos con medio de cultivo son claros y de color verde.

CRECIMIENTO MICROORGANISMOS

Positivo: Medio de cultivo azul oscuro. Citrato Positivos:

Citrobacter, Enterobacter, Salmonella
paratyphi B., Klebsiella, Serratia.

Negativo o inhibido Citrato Negativos:

Shiguella, Escherichia, S. Typhi, otros.

Prueba negativa  Pruebao positivo

AGAR HIERRO TRES AZUCARES (TSI)
Para la identificacion de enterobacteriaceas.

Forma de Actuacién:

La degradacion del azucar con formacion de &cido se manifiesta por un cambio de color del indicador
Rojo de Fenol que vira de anaranjado rojizo a amarillo, o por un viraje a rojo intenso en caso de
alcalinizacion. El tiosulfato es reducido por algunos gérmenes a acido sulfhidrico, el cual reacciona con
la sal férrica produciendo sulfuro de hierro de color negro.
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Composicién:

Peptona de caseina, peptona de carne, extracto de carne, extracto de levadura, NaCl, lactosa, sacarosa,
glucosa, amonio de hierro (I11), citrato, tiosulfato sédico, rojo de fenol, agar.

*Color claro y rojo anaranjado.

Empleo e Interpretacion:

Se siembra el cultivo puro sometido a investigacion tanto por estria en la superficie inclinada como en
la columna vertical mediante puntura.

Microorganismo Tubo Gas H.S
Escherichia coli A/A + -
Salmonella enteritidis K/A + +

Diferentes cultivos de microorganismos en agar TSl:(de izquierda a derecha) E. coli, Shigella
flexneri, Salmonella Typhimurium, P. aeruginosa

Resultados de un agar TSI: (de izquierda a derecha)
Tubo control, P. aeruginosa, E. coli, Salmonella Typhimurium, Shigella flexneri.
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AGAR LISINA HIERRO (LIA)

Agar de ensayo para la demostracién simultanea de lisina descarboxilasa (LD) y de la formacion de H,S
(Acido sulfhidrico) para la identificacidn de enterobacteriaceas sobre todo Salmonellas y Arizona.

Forma de Actuacion:

La lisina puede ser descarboxilada por microorganismos LD positivos, que la transforman en la amina
Cadaverina. Esto produce un viraje al violeta del indicador de pH Pdrpura de bromo Cresol. Puesto que
la descarboxilacion solo tiene lugar en medio acido (pH inferior a 6), es necesario que se produzca
previamente la acidificacion del medio de cultivo, por la fermentacion de la glucosa. Por este motivo,
este medio de cultivo solo puede utilizarse para la diferenciacion de cultivos que fermentan la glucosa.

Los microorganismos LD (-) pero fermentadores de la glucosa, producen un viraje al amarillo de la
totalidad del medio de cultivo. La incubacion prolongada puede ocasionar una alcalinizacion en la zona
de la superficie del medio y en consecuencia, se produce un viraje al violeta. La formacién de H.S
produce una coloracion negra debida al FeS producido.

Las cepas del grupo Proteus-Providencia, con excepcion de algunas cepas de Proteus morganii,
desaminan a la lisina a &cido alfa cetocarbdnico. Este Gltimo forma compuestos pardo rojizos en la
region superficial del medio de cultivo con la sal de hierro y bajo la influencia de oxigeno.

Empleo e Interpretacion:

Este medio nutritivo se siembra con el cultivo puro sometido a ensayo, tanto por estria sobre la
superficie inclinada como por picadura central en la columna vertical subyacente.

Incubacién 16-18 horas a 37°C.

Microorganismo Tubo H>S
Escherichia coli K/A -
Microorganismos Color del medio de cultivo Formacion de H2S

Superficie Inclinada | Columna vertical
Arizona Violeta Violeta +
Salmonella Violeta Violeta +
Proteus mirabilis Pardo rojizo Amarillo +
Proteus vulgaris Pardo rojizo Amarillo +
Proteus morganii Pardo rojizo Amarillo -
Proteus rettgeri Pardo rojizo Amarillo -
Providencia Pardo rojizo Amarillo -
Citrobacter Violeta Amarillo +
Escherichia Violeta Amarillo o - -
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Shiguella Violeta Amarillo -

Klebsiella Violeta Violeta -

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS
Decarboxilacién de fa lisina:

Resultado Positivo: zuperficie acalina / profunddag alcalng (p
o vioketa / fondo woleta)

Resultado negativo: superficie slcalina /prolundidad dcda (pico

violeta / fonde amanlio)

Desaminacion de la lisina:
Resultado positivo: superlicie rojza

suceds con cepas del géneno Frol

Marganeda spn

Produccion de SH;

Resultado positivo: enr egrecimento del mean de culbvo (espe
cumenie en ¢ Emite entre s suparfice y profundidad),
Resultado negativo: of medio de cultiva permanece sn cambio

da color

CALDO VERDE BRILLANTE BILIS LACTOSA (CALDO BRILA)

Para el enriquecimiento selectivo y numeracion de Escherichia coli en aguas, leche, alimentos y otros
materiales mediante la determinacion del titulo segin la Técnica del Numero Mas Probable (NMP).

Forma de Actuacién:

La bilis y el verde brillante inhiben notablemente el crecimiento de la flora indeseable acompafante,
incluso clostridios degradadores de la lactosa (Por ejemplo Clostridium perfringes). La fermentacion de
la lactosa con formacion de gas, que es un indicativo de la presencia de E. coli, se demuestra mediante
campanas de Durham, los restantes coliformes no fecales también crecen en este medio, pero casi
siempre sin formacion de gas.

75

Dra. FLOR TERESA GARCIA HUAMAN
BIOLOGA - MICROBIOLOGA



UNIVERSIDAD NACIONAL TORIBIO RODRIGUEZ DE MENDOZA DE AMAZONAS
MANUAL TEORICO - PRACTICO DE MICROBIOLOGIA

El caldo preparado es claro y de color verdoso.

Coliformes: Escherichia coli, Citrobacter, Salmonella, Proteus.

Empleo e Interpretacion:

Incubar 24 — 48 horas a 37°C o0 a la temperatura indicada.

El titulo de E. coli corrsponde al volumen mas pequefio de material a investigar que todavia produce
gas. Como garantia de la investigacion hay que complementar el estudio con la diferenciacion del cultivo
desarrollado.

AGAR SALMONELLA SHIGUELA (SS AGAR)

Para el aislamiento de Salmonellas y Shiguellas a partir de heces, alimentos y otros materiales objeto de
investigacion.

Forma de Actuacion:

El verde brillante, la bilis de buey y la elevada concentracién de tiosulfato y de citrato inhiben
considerablemente la flora acompafiante. Con el tiosulfato e iones de hierro se pone de manifiesto la
formacion de sulfuro por el ennegrecimiento de las correspondientes colonias.

Las colonias de coliformes quedan sefialadas por la demostracion de la degradacién de lactosa a acido
a cargo del indicador de pH rojo neutro.

Las placas con medio de cultivo son claras y parduzcas.

Empleo e interpretacion:

Sembrar por estria la superficie del medio de cultivo con el material de muestra o con el procedente de
un cultivo de enriquecimiento previo.

Las colonias de gérmenes lactosa negativas son incoloras y las de gérmenes lactosa positivas son rosadas
hasta rojas.

Las colonias de microorganismos formadores de H,S presentan um centro negro.

76

Dra. FLOR TERESA GARCIA HUAMAN
BIOLOGA - MICROBIOLOGA



UNIVERSIDAD NACIONAL TORIBIO RODRIGUEZ DE MENDOZA DE AMAZONAS
MANUAL TEORICO - PRACTICO DE MICROBIOLOGIA

COLONIAS MICROORGANISMOS
Incoloras, transparentes Shiguellas y la mayoria de Salmonellas
Transparentes con centro negro Proteus y algunas Salmonellas
Rosadas hasta rojas Escherichia coli

Mayores que las de E.coli rosadas hasta de | Enterobacter aerogenes
color cremoso-blanquesinas, opacas Yy
mucosas.

AGUA PEPTONADA O TRIPTONADA

Para la demostracion de la formacién microbiana de indol en la identificacion bioquimica de
microorganismos.

Forma de actuacion:

La peptona de caseina (Triptona) contiene una elevada proporcion de triptdfano, el cual es degradado
por los microorganismos indol positivos formandose indol. La formacion del indol se comprueba con el
reactivo de KOVACS.

AGAR XLD

El agar XLD (Xilosa, Lisina, Desoxicolato) es un medio selectivo diferencial, utilizado para el
aislamiento y diferenciacion de patdgenos entéricos Gram negativos, especialmente. del género
Shiguela.

Composicion

o Xilosa3,75¢g

e L-Lisina50¢g

e lactosa7,5¢g

e Sacarosa’7,5¢g

e Cloruro de Sodio 5,0 g

e Extracto de Levadura 3,0 ¢

e Rojo Fenol 0,08 g

e Desoxicolato de Sodio 2,5 g

e Tiosulfato de Sodio 6,8 g

e Citrato Férrico de Amonio 0,8 g
e Agarl50¢g

e Agua destilada c.s.p. 1000 mL
e pHfinal 7,4£0,2

La degradaciéon de los carbohidratos presentes en el medio (xilosa, lactosa y sacarosa) genera la
produccién de acido haciendo virar el indicador (rojo fenol) de rojo a amarillo. En este medio se
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incorpora la xilosa porque es practicamente fermentada por todas las enterobacterias con excepcion de
los microorganismos pertenecientes al género Shigella.

La lisina se incluye para aumentar la diferenciacion de los microorganismos pertenecientes al género
Salmonella, ya que sin la lisina estos microorganismos rapidamente fermentan la xilosa produciendo la
acidificacion del medio y no se pueden diferenciar de otras especies no patdgenas. Como la cantidad de
este carbohidrato es limitada, una vez que estos microorganismos lo consumen, comienzan a utilizar la
lisina lo cual produce la alcalinizacion del medio; este hecho se evidencia porque el rojo fenol
nuevamente vira a un color rojo.

En el caso de los coliformes lisina positiva, para prevenir la alcalizacion del medio por la utilizacion de
la lisina, se incorpora en el medio un exceso de lactosa y sacarosa.

El medio también tiene la capacidad de detectar la produccion de H2S, a través del sistema indicador
tiosufalto de sodio y citrato férrico amonio. Cuando el microorganismo produce H2S se observan
colonias con el centro negro.

Los microorganismos no patégenos productores de H2S no descarboxilan la lisina; cuando estan
presentes estos microorganismos la reaccion &cida producida por la utilizacion de los carbohidratos
previene en ennegrecimiento de las colonias.

El desoxicolato de sodio es utilizado como un inhibidor de los microorganismos Gram positivos.

Las colonias sospechosas de Shigella sobre el agar XLD son transparentes y parecen rojas por el color
del medio. Este género bacteriano al no fermentar la xilosa, la lactosa, ni la sacarosa, no da lugar a que
el rojo fenol vire a amarillo. Como estos microorganismos tampoco tienen la capacidad de alcalinizar el
medio por la descarboxilacion de la lisina, no se produce color rojo parpura alrededor de las colonias.

Las colonias tipicas de la Salmonella son de color rojo con el centro negro debido a la produccion de
H2S. Mientras que las de E. coli son grandes, amarillas con o sin precipitado de bilis.
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AGAR BAIRD PARKER

El Agar Baird - Parker es un medio moderadamente selectivo usado para el aislamiento, la enumeracion
e identificacion presuntiva de Staphylococcus aureus a partir de diversos materiales, tales como
alimentos, cosméticos, aguas y muestras ambientales, incluyendo muestras clinicas.

Férmula (en gramos por litro)

e Peptona de caseina 10.0

e Extracto de carne 5.0
e Extracto de Levadura 1.0

e Cloruro de Litio 5.0
e Glicina 12.0

e Piruvato de sodio 10.0
e Agar 17.0

e Ph Final: 6.8+/-0.2

*Agregar 50 mL. Yema telurito

El agar Baird Parker, es un medio altamente nutritivo, en el cual la peptona de caseina y el extracto de
carne constituyen la fuente de carbono y nitrdgeno, el extracto de levadura aporta vitaminas del complejo
B, la glicina y el piruvato estimulan el crecimiento de los estafilococos.

El agar es el agente solidificante. Permite el crecimiento selectivo de estafilococos ya que el telurito de
potasio y el cloruro de litio inhiben el desarrollo de la flora acompafiante presente en la muestra.

La yema de huevo permite demostrar la actividad lecitinasica de los microorganismos.

Los estafilococos coagulasa positiva reducen el telurito a teluro y originan colonias de color griséceo-
negro, y tienen actividad lecitindsica, por eso acttian sobre la yema de huevo produciendo un halo claro
alrededor de la colonia.

Interpretacion de Resultados
Observar las caracteristicas de las colonias

Bacterias que reducen el telurito de potasio: Colonias de color grisaceo-negro.

e Bacterias que no reducen el telurito de potasio: Colonias de color del medio, transparentes.
Bacterias con actividad lecitinasica: Halo claro en el medio de cultivo alrededor de la colonia.
Pueden existir también un halo opaco alrededor de la colonia con un halo claro externo.

e Bacterias sin actividad lecitinasica: Ausencia de halo claro alrededor de la colonia.
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AGAR NUTRITIVO
Es un medio utilizado para para el aislamiento de microorganismos con pocas exigencias nutritivas.

El medio contiene extracto de carne, peptonay agar, siendo una formulacién suficiente para el desarrollo
de los microorganismos. El extracto de carne proporciona al medio fuente de carbohidratos, de nitrégeno
y vitaminas.

Escherichia coli: Colonias grandes, crema brillante y lisas,
Staphylococcus aureus: Colonias grandes ligeramente amarillas, brillantes y lisas,

Enterococcus faecalis: Colonias pequefias, crema opacas y lisas

80

Dra. FLOR TERESA GARCIA HUAMAN
BIOLOGA - MICROBIOLOGA



UNIVERSIDAD NACIONAL TORIBIO RODRIGUEZ DE MENDOZA DE AMAZONAS
MANUAL TEORICO - PRACTICO DE MICROBIOLOGIA

PRACTICA
INTERPRETACION Y FUNDAMENTACION DEL CRECIMIENTO MICROBIANO

INSTRUCCIONES:

Utilizando los medios de cultivo proporcionados por el profesor explique el fundamento del crecimiento
bacteriano (observe cambios de color en los medios de cultivo y relacione con la composicién quimica
del medio).
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CONTROL DEL DESARROLLO MICROBIANO

El control del desarrollo microbiano se refiere al conjunto de métodos utilizados para eliminar,
inhibir o limitar el crecimiento de microorganismos (como bacterias, hongos, virus y protozoos)
en distintos entornos, incluyendo alimentos, equipos médicos, superficies, agua y organismos
ViVos.

PRINCIPALES METODOS DE CONTROL MICROBIANO
1. Métodos fisicos
Calor
» Calor seco (como en hornos): destruye microorganismos por oxidacion.

»  Calor humedo (como en autoclave o ebullicion): desnaturaliza proteinas; el mas eficaz
es el autoclave (121 °C, 1 atm, 15-20 min).

El calor seco elimina los microorganismos mediante la oxidacion de los componentes celulares,
incluyendo proteinas, lipidos y acidos nucleicos. A diferencia del calor himedo (como el vapor
de autoclave), el calor seco no penetra tan eficientemente en los materiales, por lo que se
requieren temperaturas mas altas y tiempos de exposicion més prolongados para lograr una
esterilizacion efectiva.

Mecanismo de accion:

» Desnaturalizacién y coagulacion de proteinas: aunque esto es mas eficiente con humedad, el
calor seco también produce efectos destructivos a nivel molecular.

»  Oxidacién de lipidos de membrana: lo que compromete la integridad de la célula.
» Desecacidn del contenido celular: contribuye a la inactivacién microbiana.
» Destruccion del ADN y ARN: a altas temperaturas.
Condiciones tipicas del horno de calor seco:
* 160 °C durante 2 horas
* 170 °C durante 1 hora
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e 180 °C durante 30 minutos

Estas condiciones aseguran la destruccién de esporas bacterianas, que son las formas mas
resistentes.

Ventajas del calor seco:

» Ideal para materiales que no pueden ser esterilizados con humedad (vidrio, metales, polvos,
aceites).

* No corroe ni dafia instrumentos quirtrgicos metalicos.
Limitaciones:

* No adecuado para materiales sensibles al calor.

* No es eficaz para liquidos o medios de cultivo.

* Requiere mas tiempo y energia que el calor humedo.

El calor himedo, aplicado mediante un autoclave, es uno de los métodos mas eficaces y
ampliamente utilizados para la esterilizacion de materiales y medios de cultivo en
microbiologia, medicina y otras ciencias bioldgicas. Este método emplea vapor de agua a alta
presion, lo que permite alcanzar temperaturas superiores a los 100 °C, tipicamente 121 °C a
latm durante 15 a 20 minutos.

Mecanismo de accion del calor himedo:

* Coagulacion y desnaturalizacion de proteinas celulares: el vapor de agua transfiere calor de
manera eficiente, lo que causa una répida y profunda desnaturalizacion de las proteinas
microbianas.

* Ruptura de membranas celulares y paredes celulares.
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» Desnaturalizacion de acidos nucleicos (ADN y ARN).
» Destruccion de esporas bacterianas (forma mas resistente de vida microbiana).

La eficacia del calor himedo es mayor que la del calor seco debido a la mejor transferencia de
calor del vapor, lo que permite un mayor poder penetrante y una accion mas rapida sobre las
estructuras microbianas.

Condiciones estandar del autoclave:

Temperatura: 121 °C

Presion: 1 atm(libras por pulgada cuadrada)

Tiempo: 15-20 minutos (segun el tipo y volumen del material).

Otros ciclos posibles:
* 134 °C por 3 minutos (uso hospitalario o materiales especiales)
* 115°C por 30 minutos (para materiales sensibles)

Ventajas del calor himedo:

» Altamente eficaz para eliminar bacterias, virus, hongos y esporas.

» Raépido y confiable.

» Seguro para esterilizar liquidos, textiles, instrumentos quirdrgicos, vidrio y medios de
cultivo.

Limitaciones:

* No se puede usar con materiales termosensibles o que se dafien con la humedad (plasticos,
polvos, aceites).

* Algunos tipos de plasticos pueden deformarse.

* Requiere un equipo especializado (autoclave) y seguimiento de protocolos de seguridad.

La pasteurizacion o pasterizacion es un proceso térmico que es realizado
en liquidos (generalmente alimentos, como por ejemplo la leche), con la intencién de reducir la
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presencia de agentes patégenos (como por ejemplo
ciertas bacterias, protozoos, mohos, levaduras, etcétera) que puedan contener.

Debido a las altas temperaturas (80 grados), la gran mayoria de los agentes bacterianos mueren.
Este proceso fue descubierto por el cientifico quimico francés Louis Pasteur, junto a Claude
Bernard, el 20 de abril de 1864.

Uno de los motivos del tratamiento térmico es un método de control de microorganismos de los
alimentos liquidos, alterando lo menos posible su estructura fisica, sus componentes quimicos
y sus propiedades organolépticas.

En la pasteurizacion, los productos tratados se enfrian rapidamente y se sellan herméticamente
con fines de seguridad alimentaria; por esta razon, es basico en la pasteurizacion el
conocimiento del mecanismo de la transferencia de calor en los alimentos.

A diferencia de la esterilizacion, la pasteurizacion no destruye completamente las esporas de
los microorganismos, ni elimina todas las células de microorganismos termofilos.

Louis Pasteur mejoré la calidad de vida al hacer posible que productos alimenticios basicos,
como la leche, se pudieran transportar largas distancias sin ser afectados por la descompaosicion.
En la pasteurizacion, el objetivo primordial no es la eliminacion completa de los agentes
patégeno sino la disminucion sustancial de sus poblaciones, reduciéndolas a niveles que no
causen intoxicaciones alimentarias a los humanos (siempre que el producto pasteurizado se
mantenga refrigerado correctamente y que se consuma antes de la fecha de caducidad indicada).

La pasteurizacion es un proceso térmico quimico realizado a los alimentos. Los procesos
térmicos se pueden realizar con la intencién de disminuir las poblaciones patdgenas de
microorganismos o para desactivar las enzimas que modifican los sabores de ciertos alimentos.
No obstante, en la pasteurizacion se emplean generalmente temperaturas por debajo del punto
de ebullicion (en cualquier tipo de alimento), ya que en la mayoria de los casos las temperaturas
superiores a este valor afectan irreversiblemente ciertas caracteristicas fisicas y quimicas del
producto alimenticio.

Asi, por ejemplo, si en la leche se sobrepasa el punto de ebullicion, las micelas de la caseina se
coagulan irreversiblemente. El proceso de calentamiento de la pasteurizacion, si se hace a bajas
temperaturas, tiene ademas la funcién de detener los procesos enzimaticos.

La pasteurizacion se realiza a los alimentos en un proceso industrial continuo aplicado a
alimentos viscosos, con la intencion de utilizar la energia de manera eficiente y disminuir asi
también costes de produccidn.

Existen tres tipos de procesos de pasteurizacion:
1) Proceso VAT (LTL, Low Temperature, Long Time) o lenta 63 °C durante 30 minutos.

2)Proceso a altas temperaturas durante un breve periodo
(HTST, High Temperature/Short Time), 72 °C durante 15 segundos.
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3) Proceso a altas temperaturas (UHT, Ultra-High Temperature), 138 °C durante un periodo de
al menos 2 segundos.

Radiacion
* UV: dafia el ADN, util en superficies y aire.

» lonizante (rayos gamma, X): rompe enlaces del ADN, usado para esterilizar materiales médicos.

Filtracion

* Retiene microorganismos en una membrana con poros pequefios (usado para liquidos sensibles
al calor como antibi6ticos).

Desecacidn y presion osmoética

* La eliminacion de agua o el uso de alta sal o azlcar impide el crecimiento microbiano
(conservacidn de alimentos).

2. Métodos quimicos

» Desinfectantes (para superficies inanimadas)
Ej.: cloro, alcohol, peroxido de hidrégeno.

»  Antisépticos (para tejidos vivos)
Ej.: yodo, clorhexidina.

* Antibioticos y quimioterapéuticos

Sustancias gque inhiben o matan bacterias dentro del cuerpo.

3. Control bioldgico

Uso de otros microorganismos o productos derivados para controlar el crecimiento de patdgenos
(bacterias beneficiosas, fagos).

4. Préacticas de asepsia y antisepsia

Esterilizacion de instrumentos, lavado de manos, uso de guantes y mascarillas para prevenir
contaminacion.
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OBJETIVOS DEL CONTROL MICROBIANO

Prevenir enfermedades infecciosas.

Conservar alimentos y bebidas.

Evitar la contaminacion en laboratorios y hospitales.

Proteger productos industriales y farmacéuticos.

Ventajas y desventajas de la aplicacion de métodos fisicos

Tipw

Fisico

Método Ventajas
Calor seos (horne) - I:.hmr._ para.loh]ch mietilicos
- Mo deja residuos
Calor himedo - Esterilizacion ripida v eficaz
{autaclave) - Mata csporas
- Rapido

Radiacion UV

- Sin residuos quimicos

- ldeal para superficies y aire

Radiacion ionizante

Filtracion

- Alta penetracion
- Esteriliza productos empagquetados

- Conserva la actividad de compuestos

termasensibles

- Método econdmico

Desecacion/osmitica

- Unl en conservacion de alimentos

Aplicacion de Métodos de Control Microbiano

Tipo de material

Frascos de vidrio y

pinzas

Medios de cultivo
liguidos

Superficies de

trabajo

Manos

Metodo aplicado

Calor seco (horno)

Calor hitmedo
(autoclave)

Desinfectante
quimico

del personal  Antiséptico quimico

Tipo de control
microbiano

Esterilizacion fisica

Esterilizacion fisica

Diesinfieccion
quimica

Antisepsia quimica

Desventajas

= Tiempo prolongado

= Mo apte para materiales
sensibles al calor

- Mo se puede usar en materiales
termosensibles

- Baja penetracion

- Ineficaz en liquidos o solidos
opacos

- Costoso

- Requicre equipos especiales y
medidas de seguridad

- Solo retira microorganismos, no

lovs mmata
- Puede obstruirse facilmente

= Mo elimina todos los

IV CTEWTZAT SIS

- Algunos sobreviven en estado
latente

Detalles de
aplicacion

160°C durante 2
horas

121 *C, 1 atm, 13-
20 minutos
Alcohol al 70 % o

solucidn de
hipoclorito

(el hidroalcohdlico

o lavado con jabon
antiséptico
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PRACTICA

FACTORES QUE AFECTAN A LA TERMORRESISTENCIA, AGENTES
FISICOQUIMICOS Y CIRCULO DE SINNER

I.- OBJETIVO:

Comprender como los factores que afectan la termorresistencia, agentes fisicoquimicos y circulo de

Sinner se aplican en la higiene, control microbiolédgico y seguridad alimentaria.

I1.-FUNDAMENTO TEORICO

La termorresistencia se refiere a la capacidad de los microorganismos para resistir temperaturas

elevadas. Los factores que la afectan incluyen:

e Tipo de microorganismo: Algunos son mas resistentes que otros. Por ejemplo, las esporas
bacterianas (como Bacillus o Clostridium) son mas resistentes que las bacterias en estado

vegetativo.

e Estado fisioldgico del microorganismo: Microorganismos en fase estacionaria son mas

resistentes que en fase de crecimiento.

o Naturaleza del medio: Grasas, azUcares y proteinas pueden proteger a los microorganismos del

calor.

e Humedad: A mayor humedad, menor resistencia térmica. En medios secos,

microorganismos sobreviven mas tiempo.
e pH: Los extremos de pH (muy &cido o muy alcalino) reducen la termorresistencia.

los

e Presencia de sustancias antimicrobianas: Como sal, alcohol o conservantes que reducen la

resistencia térmica.

e Velocidad de calentamiento y enfriamiento: Cambios rdpidos pueden dafiar mas a los

microorganismos.
Los agentes fisicos y quimicos se usan para eliminar o inhibir microorganismos. Se dividen en:
Agentes fisicos:

o Temperatura: Elevada (esterilizacion, pasteurizacion) o baja (congelacion).
e Radiacion: UV, gamma (esterilizacién por dafio en ADN).

e Filtracién: Para remover microorganismos sin aplicar calor.

o Desecacidn: El secado inhibe el crecimiento microbiano.

e Presion osmdtica: Altas concentraciones de sal o azUcar.

Agentes quimicos:

e Alcoholes (etanol, isopropanol): Desnaturalizan proteinas.

e Hald6genos (cloro, yodo): Oxidan componentes celulares.

e Fenoles y derivados: Dafian membranas celulares.

e Compuestos cuaternarios de amonio: Disruptores de membranas.
« Oxidos (como el 6xido de etileno): Esterilizantes gaseosos.
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CIRCULO DE SINNER

El Circulo de Sinner es un modelo que describe los factores que intervienen en la limpieza efectiva,
especialmente en la industria alimentaria, farmacéutica y hospitalaria.

Sus cuatro factores principales son:

Tiempo: Duracién del proceso de limpieza.

Temperatura: Grado de calor usado.

Accion mecénica: Agitacion, friccion o presion que facilita la remocidn de suciedad.
Accion quimica: Detergentes, desinfectantes o agentes quimicos utilizados.

NS

Si uno de los factores disminuye, otro debe aumentar para mantener la eficacia del proceso. Ejemplo: si
se reduce la temperatura, se puede compensar aumentando el tiempo o la accién quimica.

Es importante porque:

e Garantiza eliminacion eficaz de residuos organicos y microorganismos.
e Previene contaminacion cruzada entre lotes de alimentos.

e Mejora la vida util del producto.

e Cumple con normas de seguridad alimentaria (HACCP, 1SO 22000, etc.)

El modelo del Circulo de Sinner se aplica principalmente en la industria alimentaria en:

e Limpieza de lineas de produccion (equipos, tanques, cintas transportadoras, etc.)
e Lavado de frutas y verduras.

o Higienizacion de superficies y utensilios.

e Control de contaminantes bioldgicos (microorganismos), fisicos y quimicos.

Factores del Circulo de Sinner en la industria alimentaria:

Factor Ejemplo en la industria alimentaria

Uso de agua caliente (5085 °C) para limpieza o desinfeccion térmica. En procesos

Temperatur .

emperatura CIP (Clean in Place) se usan temperaturas controladas.
Accién Uso de detergentes alcalinos, cidos o enzimaticos y desinfectantes como
guimica hipoclorito, acido peracético, amonios cuaternarios.
Accion Presion del agua en boquillas, turbulencia en tanques, cepillado automatico,
mecénica limpieza por aspersion o chorros de agua (sistemas CIP/SIP).
Tiempo Tiempo de contacto de detergentes y desinfectantes, tiempo de ciclo de limpieza,

remojo o lavado.
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Ejemplos de aplicacion del Circulo de Sinner: Interaccion de cuatro factores: Tiempo, temperatura,

accion quimica y accion mecanica):
1) Lavado de vajilla en un restaurante industrial

e Temperatura: 60—70 °C en lavavajillas industrial.
e Accion quimica: Uso de detergente alcalino.

e Accion mecénica: Chorros de agua a presion.

e Tiempo: Ciclos de 2-5 minutos.

Si se reduce la temperatura para ahorrar energia, se puede aumentar el tiempo de lavado o usar un

detergente mas fuerte.
2)Limpieza de superficies en la industria alimentaria

e Temperatura: Agua caliente o a temperatura ambiente.

e Accion quimica: Desinfectantes como hipoclorito o acido peracético.

e Accion mecénica: Cepillado, presién con méquinas o esponjas industriales.
e Tiempo: Depende del nivel de suciedad; puede ser de varios minutos.

Si hay acceso limitado a agua caliente, se aumenta el tiempo de contacto con el desinfectante.

3) Limpieza de un tanque de leche en una planta lactea (CIP)

e Temperatura: Agua a 60—80 °C para desinfeccion térmica.

e Accion quimica: Detergente caustico seguido de acido para eliminar residuos de proteinas y

minerales.
e Accion mecénica: Aspersores rotativos internos que aplican presion.

e Tiempo: Cada fase dura varios minutos (prelavado, lavado caustico, enjuague, lavado acido,

desinfeccion final).

Si baja la temperatura, puede compensarse con mas detergente o mayor tiempo de accion.

111.-EXPLIQUE COMO APLICARIA EL CIRCULO DE SINNER EN LA PRODUCCION DE

ALIMENTOS

--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

....................................................................................................................

oooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooo
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CRITERIOS MICROBIOLOGICOS PARA EVALUACION DE LA CALIDAD DE
PRODUCTOS ALIMENTARIOS Y NO ALIMENTARIOS

La calidad e inocuidad de los productos alimentarios y no alimentarios son de vital importancia para la
proteccién de la salud publica como también de una garantia de productos seguros al consumidor. Por
lo que, en este contexto, los criterios microbioldgicos se constituyen de una serie de herramientas
esenciales que son necesarios para evaluar la aceptabilidad de materias primas, procesos de elaboracién

y productos culminados.

Estos criterios son definidos en funcién de la presencia, ausencia o concentracion de determinados
microorganismos presentes como también sus toxinas que se tiene que evitar en su gran mayoria, dichos
criterios permiten establecer pautas de riesgo, orientar acciones correctivas y asegurar el cumplimiento

de Buenas Préacticas de Manufactura (BPM), Programas de Higiene y sistemas de gestion como HACCP.

Para productos alimentarios, los criterios que se definen son la aceptabilidad de materias primas,
procesos Yy productos finales se usan limites cuantitativos y cualitativos. Su disefio considera factores
como la epidemiologia de enfermedades transmitidas por alimentos, las caracteristicas intrinsecas del

producto y las précticas de manufactura.

Para productos no alimentarios, que cuentan con especificaciones diferentes, se mantiene el principio
de prevenir riesgos microbioldgicos mediante controles en diversas etapas productivas (verificacion de
sistemas preventivos, proteccion al consumidor, armonizacién regulatoria, etc.). La interpretacién
adecuada de dichos resultados microbiolégicos requiere no solo de métodos analiticos estandarizados y
validados, sino también de un informe de estandarizacidn del cual se obtienen las muestras, como el tipo
de producto (crudo o listo para consumo), condiciones de proceso, almacenamiento, distribucion y

caracteristicas del consumidor objetivo.

Por lo tanto, en alimentos convencionales como en formulaciones innovadoras, el monitoreo
microbioldgico cobra gran importancia permitiendo validar la inocuidad y vida atil, cumpliendo con las

normativas vigentes.

Los criterios microbiolégicos son parametros que estan establecidos, los cuales nos van a permitir
evaluar la calidad higiénico-sanitario de los productos alimentarios y también los no alimentarios, tienen
como fin proteger la salud del consumidor y que se garantice la inocuidad en la produccion,
procesamiento, almacenamiento y comercializacion. Es un componente esencial de los sistemas de
gestion de inocuidad, como el Andlisis de Peligros y Puntos Criticos de Control (HACCP), el cual
establece puntos criticos donde se deben aplicar medidas de control especificas para reducir o eliminar
peligros microbioldgicos (FAO/WHO, 2006).
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La evaluacion sistematica de estos criterios a lo largo de la cadena productiva va a ayudar a tomar

decisiones informadas que influyen directamente sobre la calidad, seguridad y viabilidad comercial de
los productos (1SO, 2020).

Ademas, consisten en la presencia, ausencia o0 nimero de microorganismos. Pueden ser patégenos los

cuales causan enfermedades, o microorganismos indicadores los cuales evidencian fallas durante el

proceso, o alterantes que afectan las propiedades sensoriales o tecnoldgicas del producto sin representar

un riesgo sanitario directo, permitidos en una cantidad determinada de un producto, su aplicacion va a

permitir lo siguiente:

1)

2)

3)

4)

Verificar el cumplimiento de las buenas précticas de manufactura (MBP): En si las MBP
comprenden lo que es un conjunto de procedimientos que aseguran condiciones higiénicas
adecuadas durante la produccién, manipulacion y almacenamiento. Un resultado
microbiolégico que exceda los limites establecidos puede revelar fallos en aspectos como la
limpieza del equipo, la higiene del personal, el control ambiental o el manejo de materias primas.
Evaluar la eficacia de los procesos de conservacion: se le cuenta como a la pasteurizacion,
esterilizacion, refrigeracion o en todo caso adicién de conservantes. Puede que se encuentre o
detecte microorganismos termorresistentes en un producto que ha sido sometido a
pasteurizacion, esto nos indicard una falla térmica en el proceso, una contaminacion o también
puede haber presencia de esporas resistentes.

Toma de decision respecto a la aceptabilidad o rechazo de un lote de productos: en el control de
calidad de un alimento los resultados microbiolégicos funcionan como criterio de corte; si en
lote estad dentro del rango permitido el lote sera considerado aceptable, en cambio si los
resultados superan el rango permitido se toman acciones correctivas en la procesamiento, volver
a etiquetar o en peor de los casos destruccion del producto, todo va a depender del riesgo
involucrado.

Garantizar que el producto sea seguro y apto para el consumo humano o algun uso industrial: la
ausencia de patogenos y la limitacion de microorganismos alterantes ayudan a eliminar o
disminuir brotes de enfermedades transmitidas por alimentos (ETA), alargar la vida atil del

alimento, preservar su calidad organoléptica y mantener la confianza del consumidor.

Componentes de un criterio microbiologico:

- Microorganismo objetivo: Puede ser patégeno, indicador de higiene o alterante.

-Categoria del producto: Alimento o no alimento, en una etapa especifica (procesamiento,

almacenamiento o0 consumo).
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-Limite microbiol6gico: Generalmente expresado como UFC/g (unidades formadoras de colonias por

gramo), NMP/g (nimero mas probable) o presencia/ausencia en una cantidad determinada de muestra

- Plan de muestreo: Incluye el nimero de muestras que se deben tomar (n), el nimero maximo permitido
de muestras con resultados positivos (c), y los valores microbiol6gicos aceptables (m) y tolerables (M),

especialmente en planes de muestreo de tres clases.

-Accion a tomar: Determina las medidas correctivas (rechazo del lote, reprocesamiento, etc.).

Criterios microbioldgicos para la evaluacion de la calidad de productos alimentarios

e Seguridad alimentaria: Disefiada para proteger la salud del consumidor y prevenir enfermedades
transmitidas por alimentos, en este caso los microorganismos que se tienen en cuenta son: Salmonella

spp, Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Clostridium botulinum, Staphylococcus aureus .

e Higiene del proceso: verificacion de la salubridad durante el procesamiento, produccion y
almacenamiento del producto. Se determina con la ayuda de indicadores como: Escherichia coli

Aerobios mesdfilos coliformes totales y fecales Enterobacterias

e Calidad microbiologica: se evalta la vida Util del producto, se realiza especialmente en productos de
fermentacion o no esterilizados. Los microorganismos que intervienen son: Levaduras y mohos

Bacterias lacticas, Psicrotrofos, Bacillus spp

Criterios microbioldgicos para la evaluacion de la calidad de productos no alimentarios

e Recuento microbiano total: Evaluacion de la carga microbiana del producto. Se analiza la presencia d

Bacterias aerobias mesofilas, Mohos y levaduras.

e Presencia de microorganismos patdgenos: Entre ellos se controla cominmente: Pseudomonas

aeruginosa, Candida albicans, Salmonella spp.

Tipos de evaluacion de la calidad de los productos

Las evaluaciones de calidad de un producto se refieren a la manera de revisar un producto y comprobar
si este cumple con estandares o requisitos para establecer la garantia al consumidor, eficacia y aceptacién

de este.
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1) Evaluacion cualitativa: En este tipo de evaluacion se utiliza para confirmar la ausencia o
presencia de microorganismos patdégenos en una muestra mas no el conteo. Existen dos posibles
resultados:

Estan presentes: Los resultados después de hacer las pruebas a las muestras dan presencia de
microorganismos, siendo indicadores en los alimentos.

No presentes: Este resultado no significa que no existan microorganismos patégenos, sino que
no fueron detectados o la prueba que se realizd no detecta a estos microorganismos.

2) Evaluacion cuantitativa: En esta evaluacion se detectan microorganismos patégenos por lo cual
se va a realizar un conteo de la cantidad de microorganismos que tiene ese alimento y si es

seguro para el consumo humano.

En conclusion, los criterios microbiolégicos son herramientas esenciales para evaluar la calidad y
seguridad de los productos alimentarios y no alimentarios, permitiendo verificar la eficacia de los
sistemas de higiene y los procesos de produccion. Por lo que su aplicacion, basada en analisis de riesgos,

optimiza recursos y esfuerzos para ofrecer alimentos seguros al consumidor.

Una correcta aplicacion de los criterios microbiolégicos contribuye significativamente a la proteccion
de la salud del consumidor, al establecer limites aceptables para microorganismos patdgenos y sus
toxinas en los alimentos, estos criterios se dividen en criterios de seguridad alimentaria y criterios de

higiene del proceso.

La armonizacion de los criterios microbioldgicos facilita el comercio internacional y asegura el
cumplimiento de estandares de calidad, promoviendo la confianza del consumidor y la competitividad
de la industria alimentaria, dicho cumplimiento de las normas microbiol6gicas evita crisis alimentarias

y permite la exportacién de productos alimenticios.

Los criterios microbioldgicos son importantes, pero como no son suficientes por si solos para garantizar
la inocuidad de los alimentos, es necesario una implementacion de Buenas Précticas de Manufactura
(BPM) y un sistema HACCP para un control integral de la calidad. El analisis microbiologico es una

herramienta para mejorar la calidad de los alimentos y su procesamiento.
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MUESTREO MICROBIOLOGICO

Un muestreo microbioldgico es el proceso de tomar y analizar muestras de un entorno, producto,
superficie, agua, aire, alimentos, entre otros, con el fin de detectar, identificar y cuantificar

microorganismos presentes (como bacterias, hongos, virus, levaduras, etc.).

Un plan de muestreo microbioldgico es un conjunto estructurado de procedimientos que
establece como, donde, cuando y cudntas muestras deben recolectarse con el propdésito de
detectar, identificar o cuantificar microorganismos en un producto, superficie, ambiente o
sistema determinado. Este plan forma parte fundamental de los sistemas de control de calidad e

inocuidad en diversas industrias, especialmente en la alimentaria, farmacéutica y ambiental.

El objetivo principal de este plan es obtener resultados confiables y representativos de la
situacion microbiolégica de un entorno o producto, permitiendo tomar decisiones adecuadas en
funcidn de los riesgos identificados. Un plan bien disefiado considera varios aspectos esenciales:
el tipo de muestra, el tamafio muestral, la frecuencia de muestreo, la técnica de recoleccion, los
métodos analiticos y los criterios de aceptacion o rechazo segin normativas vigentes (I1SO,
2017).

La seleccion de un plan de muestreo adecuado depende del propdsito del anélisis, la naturaleza
del producto o matriz, el nivel de riesgo microbioldgico, asi como del cumplimiento de
requisitos legales y reglamentarios. Por ejemplo, en alimentos listos para el consumo, se

requieren planes mas rigurosos por su alto riesgo para la salud del consumidor.

Ademas, los planes pueden ser cualitativos (presencia o ausencia de un microorganismo) o
cuantitativos (recuento de unidades formadoras de colonias por gramo o centimetro cuadrado),
y pueden aplicarse tanto a productos terminados como a materias primas, utensilios, equipos o

ambientes.
Obijetivos del Plan de Muestreo Microbiolégico

e Clasificacion de un lote como aceptable o no aceptable a partir del resultado de la
inspeccion o analisis de una muestra.

e Tomar la decision de aceptacion o rechazo, basado en las caracteristicas del plan de
muestreo acordados de antemano.

e Evaluar la seguridad y calidad microbioldgica de alimentos, agua, superficies u otros
productos, identificando la presencia o concentracion de microorganismos patégenos o

indicadores

98

Dra. FLOR TERESA GARCIA HUAMAN
BIOLOGA - MICROBIOLOGA



UNIVERSIDAD NACIONAL TORIBIO RODRIGUEZ DE MENDOZA DE AMAZONAS
MANUAL TEORICO - PRACTICO DE MICROBIOLOGIA

e Cumplir con normativas y criterios microbiol6gicos establecidos por organismos
reguladores y estandares internacionales (codex Alimentarius, etc.)
e Proveer informacidn relevante para la toma de decisiones en sistemas de gestion de

inocuidad alimentaria (por ejemplo, HACCP).

ELEMENTOS FUNDAMENTALES DE UN PLAN DE MUESTREO

1. Definicidn del objetivo y alcance: Especificar el proposito del muestreo (por ejemplo, control
de calidad, cumplimiento normativo, investigacion de brotes, etc.) y el producto, proceso o
sistema al que se aplica.

2. Seleccion del microorganismo o parametro a analizar: Determinar qué microorganismos,
toxinas 0 metabolitos se buscaran y por qué, considerando el riesgo sanitario y la relevancia
para el producto.

3. Unidad de muestra y representatividad: Definir la unidad de muestra (por ejemplo, gramos,
mililitros, piezas) y asegurar que las muestras sean representativas del lote o area a evaluar.

4. Numero de muestras y tamafio de cada unidad (n): Establecer cuantas unidades se tomaran
del lote y el tamafio minimo de cada una, segun el analisis a realizar y la heterogeneidad
esperada.

5. Criterios de aceptacion/rechazo (c, m, M): Definir:

n: nimero de unidades de muestra a analizar.

c: nimero maximo de unidades no conformes admitidas.

m: concentracion méaxima permitida para considerar una unidad como
aceptable.

M: concentracion méaxima absoluta, por encima de la cual la unidad es
inaceptable (en planes de tres clases).

6. Procedimiento de muestreo: Describir como, cuando y donde se tomaran las muestras,
incluyendo puntos criticos del proceso, métodos de seleccion aleatoria y medidas para evitar
contaminacion cruzada.

7. Manipulacion, conservacion y transporte: Especificar las condiciones para la manipulacion,
conservacion y transporte de las muestras hasta el laboratorio, para evitar alteraciones que
afecten los resultados (por ejemplo, temperatura, tipo de envase, tiempo méaximo de
traslado).
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8. Métodos analiticos: Seleccionar y documentar los métodos de analisis microbiol6gico a
emplear, preferiblemente validados y reconocidos por organismos oficiales 0 normas
internacionales.

9. Documentacion y trazabilidad: Registrar toda la informacion relevante sobre la toma de
muestras, condiciones, responsables, fechas, lotes y cualquier factor que pueda influir en la
interpretacion de los resultados.

10. Interpretacion y medidas correctivas: Establecer los criterios para la interpretacion de
resultados y las acciones a tomar en caso de incumplimiento (rechazo del lote, investigacién
de causas, acciones correctivas, etc.).

METODOS DE ANALISIS MICROBIOLOGICO

Segun el tipo de muestra bioldgica y los objetivos especificos del analisis microbiolégico, los
especialistas de laboratorio pueden aplicar una variedad de métodos técnicos para obtener datos
precisos sobre la composicion microbiana de una muestra algunas de las técnicas mas utilizadas

son:

1) Cultivo microbioldgico: Esta técnica tradicional implica la siembra de la muestra en un
medio de cultivo especifico que contiene los nutrientes necesarios para favorecer el crecimiento
de ciertos microorganismos. Luego, se incuba a una temperatura controlada durante un tiempo
determinado. El crecimiento de colonias microbianas permite a los profesionales identificar
visualmente los tipos de microorganismos presentes, analizar sus caracteristicas morfologicas y

realizar pruebas bioquimicas para su clasificacién.

2) Microscopia: Utilizando microscopios 6pticos o electronicos, los técnicos pueden observar
directamente los microorganismos presentes en una muestra. Para mejorar la visibilidad y
diferenciar tipos de bacterias, se emplean técnicas de tincidn, siendo una de las més comunes la
tincion de Gram. Esta permite distinguir entre bacterias Gram positivas y Gram negativas en

funcidn de las caracteristicas de su pared celular.

3)Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (PCR): La PCR es una técnica molecular avanzada que
permite amplificar fragmentos especificos de ADN microbiano. Esto facilita la deteccién rapida,
sensible y especifica de microorganismos, incluso cuando estan presentes en cantidades muy
pequefias. Es especialmente Util en diagndsticos clinicos y en el analisis de patdgenos dificiles

de cultivar.
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4) Inmunoensayos: Estos meétodos se basan en la interaccion entre antigenos (moléculas
presentes en los microorganismos) y anticuerpos especificos. A través de reacciones
inmunolégicas, como ELISA o inmunocromatografia, se puede detectar la presencia de
microorganismos o la respuesta inmune del organismo frente a ellos. Son técnicas muy

utilizadas por su rapidez y sensibilidad.

5)Espectrometria de masas: Esta tecnologia moderna y altamente eficiente permite identificar
microorganismos mediante el analisis de su perfil proteico. El procedimiento consiste en ionizar
las proteinas presentes en una colonia microbiana y analizar su masa con gran precision. La
informacion obtenida se compara con una base de datos para determinar la especie del
microorganismo en pocos minutos, lo que hace de esta técnica una herramienta ideal para

laboratorios clinicos con alta carga de trabajo.

Los microorganismos que se pueden encontrar mediante un plan de muestreo microbiol6gico
incluyen bacterias patdgenas como Salmonella spp., Escherichia coli patogena, Listeria
monocytogenes, Clostridium perfringens, y Staphylococcus aureus; ademés de levaduras,
mohos, virus y parasitos. La presencia de estos microorganismos en los alimentos se debe a
maltiples factores, como la contaminacion cruzada durante su manipulacion, condiciones
higiénicas deficientes, almacenamiento inadecuado, materias primas contaminadas 0 procesos

térmicos insuficientes.

El plan de muestreo permite establecer el nimero de unidades a inspeccionar, definir criterios
de aceptacion o rechazo del lote y asegurar que las muestras sean representativas y manejadas
adecuadamente para evitar alteraciones que afecten los resultados. Ademas, contribuye a
verificar el cumplimiento de normas y buenas practicas de manufactura, asi como a proteger a

grupos vulnerables de consumidores.

Por ello, su importancia del plan de muestreo radica en su capacidad para identificar y restringir
microorganismos dafiinos que pueden estar presentes en los alimentos, garantizando su
inocuidad y previniendo enfermedades transmitidas por estos(ETA). Estos planes se consideran
componentes esenciales de los sistemas de seguridad alimentaria, y pese a que no garantizan

una seguridad del 100%, contribuyen significativamente al bienestar de las personas.

El plan de muestreo microbiologico es clave para la seguridad alimentaria, detectando
patdégenos como Salmonella y E. coli derivados de la contaminacion. Implementarlo previene
enfermedades transmitidas por alimentos, protegiendo la salud publica, aunque no elimina todos

los riesgos.
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PRACTICA
PLAN DE MUESTREO MICROBIOLOGICO
I.- OBJETIVO:

Los estudiantes adquieren habilidades y conocimientos aplicados para realizar correctamente el proceso
de recoleccion, transporte y andlisis de muestras destinadas a identificar y cuantificar microorganismos
en diferentes alimentos.

I1.-FUNDAMENTO TEORICO

Un plan de muestreo microbioldgico se basa en principios cientificos y normativos que aseguran que las
muestras recolectadas representen adecuadamente la poblacion microbiana de un entorno o producto,
permitiendo realizar andlisis fiables, reproducibles y validos.

El muestreo microbioldgico es el proceso sistematico de recolectar una 0 mas porciones representativas
de un material o superficie con el objetivo de detectar, identificar y cuantificar microorganismos
presentes, tales como bacterias, hongos o virus.

El muestreo microbiol6gico es importante por lo siguiente:

v Permite evaluar la calidad microbioldgica de productos, superficies, aire, agua, alimentos, entre
otros.

v Sirve como base para la toma de decisiones en salud publica, inocuidad alimentaria, control
ambiental y procesos industriales.

v Es fundamental para cumplir con normativas y estandares (como 1SO, FDA, EPA, NOM, etc.).

Son principios bésicos del muestreo

o Representatividad: La muestra debe reflejar con precision las condiciones microbiolégicas del
lote, superficie o ambiente.

e Aleatoriedad: Minimiza el sesgo en la seleccion del sitio 0 muestra.

o Reproducibilidad: El procedimiento debe poder replicarse obteniendo resultados consistentes.

o Esterilidad y bioseguridad: Para evitar contaminaciones cruzadas y proteger al personal.

e Documentacion y trazabilidad: Permite la verificacion del proceso y seguimiento de resultados.

Los factores a considerar en un plan de muestreo son:

o Objetivo del muestreo: Deteccion de patdgenos, verificacidn de limpieza, evaluacién de calidad,
etc.

o Tipo de muestra: Alimentos, agua, superficies, aire, productos farmacéuticos, etc.

e Técnica de muestreo: Hisopado, filtracion, sedimentacién, muestreo en placa, muestreo
volumétrico, etc.

e Frecuencia de muestreo: Depende del riesgo, normativas, o procesos de control.

e Tamafio de muestra: Determinado estadisticamente o por normativa.

e Condiciones de transporte y conservacion: Temperatura, tiempo y tipo de envase.

o Maétodos analiticos posteriores: Cultivo, PCR, conteo en placa, etc.
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Normativas y guias comunes

ISO 18593: Superficies en contacto con alimentos.

ISO 14698: Ambientes controlados (aire).

FDA BAM (Bacteriological Analytical Manual).

NOM (Normas Oficiales Mexicanas para alimentos, agua y ambiente).

Errores comunes y como evitarlos

Uso de materiales no estériles.

[ ]

e Toma de muestra fuera del tiempo adecuado.
e Transporte incorrecto.

o Falta de registro de datos esenciales.

I11.-EXPLIQUE COMO REAIZARIA UN MUESTREO MICROBIOLOGICO DE ALIMENTOS
FRESCOS

---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
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PRACTICA
MICROORGANISMOS QUE CAUSAN RIESGO DIRECTO E INDIRECTO EN LA SALUD
I.- OBJETIVO:

Los estudiantes aplican técnicas de muestreo microbioldgico para alimentos frescos, incluyendo la toma
de muestra, diluciones seriadas y siembra en medios de cultivo, para evaluar la carga microbiana e
identificar microorganismos pat6genos.

I1.-FUNDAMENTO TEORICO

Los microorganismos son organismos microscopicos que incluyen bacterias, virus, hongos, protozoos y
algunos parasitos. Si bien muchos de ellos son inofensivos o incluso beneficiosos, algunos pueden
representar un riesgo para la salud humana, ya sea de forma directa o indirecta, al provocar infecciones,
enfermedades, o facilitar condiciones propicias para otros patdgenos.

El riesgo directo se refiere al dafio que un microorganismo puede causar al infectar directamente al ser
humano. Este tipo de microorganismos son conocidos como patégenos y pueden invadir tejidos, liberar
toxinas o desencadenar respuestas inmunolégicas peligrosas.

El riesgo indirecto se refiere a microorganismos que no causan enfermedad directamente, pero que:

1. Contaminan alimentos, agua, superficies u objetos, facilitando la transmision de enfermedades.
2. Alteran el equilibrio del microbioma, permitiendo que patégenos prosperen.
3. Afectan a personas inmunocomprometidas, actuando como patégenos oportunistas.

I11.-MATERIALES NECESARIOS

Muestras de alimentos frescos (ej. tomate, fresa, lechuga, cilantro, manzana, etc.)
Bolsas estériles o frascos con tapa
Solucidn salina estéril (0.85%) o agua peptonada
Pipetas estériles.
Tubos de ensayo estériles para diluciones (con 4.5mL de solucion salina)
Placas Petri con medios de cultivo:
o Agar Nutritivo (para aerobios mesofilos)
o Agar MacConkey (para coliformes)
o Agar PDA (para hongos y levaduras)
Incubadora (a 35-37 °C y 25 °C)
Rotuladores, etiquetas

IV.-PROCEDIMIENTO

1. Preparacion de la muestra:

o Seleccionar un alimento fresco sin lavar.

o Tomar aproximadamente 25 g del alimento (porcion representativa).
2. Colocar en bolsa estéril y afiadir 225 mL de solucién salina estéril (dilucion 10). Homogeneizar

durante 1 minuto. (manual, licuadora o stomacher) y continuar con las diluciones hasta 10

3. Siembra:

o Tomar 0.1 mL de cada dilucion y sembrar en agar nutritivo por la técnica de

incorporacion
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o Sembrar por estria en el agar MacConkey y PDA para identificar diferentes grupos
microbianos.
4. Incubacion:
o Incubar placas:
= A 35-37 °C por 24-48 h para bacterias mesofilas y coliformes.
= A 25°C por 3-5 dias para mohos y levaduras en PDA.
5. Andlisis de resultados:
o Contar UFC (unidades formadoras de colonias) en las placas con crecimiento.
o Calcular UFC/g segln la dilucion.
o Describir morfologia de colonias.

V.- RESULTADQOS
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PRINCIPIOS DE BUENAS PRACTICAS DE MANUFACTURA (BPM)

Las BPM son un conjunto de normas y procedimientos que garantizan la inocuidad, calidad y

trazabilidad de los productos alimentarios durante su fabricacion.

El objetivo principal es proteger la salud del consumidor y asegurar productos consistentes y seguros.

Se aplica en todas las etapas de produccion, desde la recepcién de materias primas hasta el despacho del
producto final.

PRINCIPIOS FUNDAMENTALES DE LAS BPM
a. Higiene y sanidad (personal e instalaciones)
* Instalaciones adecuadas: pisos, paredes, techos faciles de limpiar.

« Higiene personal: uso de ropa protectora, lavado de manos, prohibicion de fumar, comer o portar
objetos contaminantes.

» Control de plagas: programas de monitoreo y eliminacion.
b. Limpieza y desinfeccion
* Procedimientos documentados.

» Uso de detergentes y desinfectantes aprobados.

»  Frecuencia de limpieza establecida.

L

W

¢. Manejo de materias primas y productos
* Recepcion y almacenamiento adecuados.
* ldentificacion y trazabilidad.
»  Control de temperaturas.

= /
2 9
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d. Control de procesos
» Control de pardmetros criticos (tiempo, temperatura, pH, etc.).

*  Prevencion de contaminaciones cruzadas.

!

11F ]

i

b"% \

e. Documentacién y registros
* Manuales y procedimientos escritos.
* Registros de limpieza, produccion, mantenimiento, capacitacion.

» Facilitan auditorias y trazabilidad.

Datos de 1o empresa
CONTROL DE TRAZABILUDAD
5 ‘Alimento o . ;
Fechay Proveedores o Medidas
hora W"“""“.’” Caractaristicas: clientes relacionados |  correctivas Responsable

f. Capacitacion del personal
« Entrenamiento continuo en BPM.

» Concientizacion sobre la importancia de la inocuidad.
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IMPORTANCIA DE LAS BPM EN LA INDUSTRIA AGROINDUSTRIAL

» Prevencion de riesgos para la salud publica.

«  Cumplimiento normativo (ej. normas nacionales, Codex Alimentarius).
* Mejora de la calidad del producto.

« Acceso a mercados internacionales.
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PRACTICA
APLICACION DE BUENAS PRACTICAS DE MANUFACTURA
I.- OBJETIVO GENERAL:

Aplicar los principios bésicos de las Buenas Practicas de Manufactura en una simulacion de
procesamiento de alimentos, con énfasis en la higiene, seguridad y documentacién.

Objetivos Especificos:

1. Identificar los requisitos fundamentales de las BPM en un entorno de procesamiento
agroindustrial.

2. Ejecutar procedimientos de limpieza y desinfeccion del area de trabajo y utensilios.
3. Aplicar normas de higiene personal y control de contaminacion cruzada.
4. Elaborar registros basicos de control como parte de la documentacion requerida en BPM.

I1.-FUNDAMENTO TEORICO

I11.-MATERIALES Y EQUIPOS

Mesas de trabajo

Lavamanos con jabon y papel toalla
Termometro

Balanza digital

Registro de BPM (formato impreso)

Alcohol al 70%

Solucidn desinfectante (cloro o amonio cuaternario)

Guantes, mandiles, cofia y mascarilla

Alimento simple para simular procesamiento (ej. jugo, ensalada de frutas o yogurt)
Etiquetas para trazabilidad

IV.-PROCEDIMIENTO

4.1.-Elaboracion de Yogurt:
Muestra: Cultivos lacticos. Insumos: Leche fresca o leche en polvo o leche UHT
Materiales:

- Probeta de 100 ml.

- Matrazde1L.

- Vaso de precipitacion 500 ml.
- Tazon grande de aluminio

- Cuchara grande

- Cucharon pequefio
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1)

3)
4)

1)
2)
3)
4)

- Colador

- Embudo

- Mecheros

- Bolsas plasticas 3x8 mm

Equipos

-Bafio maria a 85°C

PROCEDIMIENTO:

Activacion del cultivo:

Medir un litro de leche fresca o 130g. de leche en polvo disuelta en 1 litro de agua hervida fria.
Calentar la leche a 85°C por 30 min. y luego retirar la nata. Dejar enfriar.

Agregar el sobre del cultivo lactico y mezclar suavemente (no burbujas).

Dividir en partes y colocar en recipientes pequefios o bolsitas plasticas de primer uso y congelar
hasta su utilizacién. Antes de utilizarlo en la preparacion del yogurt descongelar las bolsitas a
temperatura ambiente.

Nota:

El sobre de cultivo lactico es para 100 litros de yogurt. Por lo tanto, si preparamos un litro de
indculo, este rendira 100 litros de yogurt.

Se sugiere preparar indculos de 50ml. para 5 litros de yogurt (proporcién de 10ml. de indculo
para 1It. De yogurt).

Elaboracion del Yogurt

Calentar la leche a 62°C y dejar enfriar a temperatura ambiente.

Agregar el in6culo e incubar a 42°C a 45°C por 4h a 6h.

Batir el yogurt. Agregar el colorante y saborizante (puede agregar almibar de frutas).
Refrigerar por 2h.

Nota: El yogurt preparado no tiene conservantes.

4.2.-Elaboracion de Vino:

Muestra: Cultivo de Saccharomyces cerevisiae y Frutos maduros de Vitis vinefera “Uva”
Insumos: -Azucar comercial, -Bisulfito de sodio, -Sulfato de amonio.
Materiales:

- 1 probeta de 500 ml.
- 3matrazde 1 L.

- 1 densimetro

- 3tazones grandes

- 3coladores

- 3 embudos

- 1 m. detocuyo

- 1m. de gasa
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- 3 mecheros

-1 balde con tapa de 5 litros

- 75 cm. de manguera delgada 5mm (o tubo de latex)
- Botellas de 750ml. estériles

Equipos

-Bafio maria
-Balanza digital

PROCEDIMIENTO:

1) Pesar la uva y luego lavar. Despalillar y eliminar los granos que se encuentran en malas
condiciones. Nuevamente lavar los granos de uva.

2) Estrujar los granos de uva hasta que toda la pulpa sea desagregada y obtener el mosto.

3) Filtrar el mosto y separar las pepas y los hollejos. Luego medir el volumen y colocar en el
recipiente de fermentacion (lavado e higienizado).

4) Suplementar:

5) Adicionar bisulfito de sodio (antiséptico para la flora nativa y acompafiante). Alternativamente
el mosto puede ser higienizado por pasteurizacién a 87°C por 2 minutos y enfriando rapido a
15°C.

6) Adicionar hollejos de uva.

7) Adicionar azucar.

8) Adicion de fuente nitrogenada (sulfato de amonio, para el proceso de fermentacion de las
levaduras).

9) Adicionar el in6culo con Saccharomyces cereviciae

10) Cerrar herméticamente el recipiente y en el centro de la tapa colocar 75 cm. de manguera (para
permitir la salida del C0,). El dispositivo de salida del CO, puede sumergirse en una solucion
de cloruro de sodio saturada. La velocidad de burbujeo es un indicador de la velocidad de
fermentacion. El proceso debe monitorearse cada 24 horas, durante 5 a 8 dias.

11) Alcanzado el grado alcoholico y la concentracion de azucares residuales, deseados, se eliminan
los hollejos y el vino joven es vertido en las botellas de vidrio estériles.

12) Pasteurizacion: Las botellas con el vino joven son colocados en bafio maria y sometidas a
tratamiento térmico. La pasteurizacion se realiza a 65°C por 30 minutos.

13) Culminada la pasteurizacion se inicia el proceso de sedimentacion y posteriormente el trasiego.

14) Pasteurizar nuevamente las botellas y colocar el corcho para sellar la tapa.

4.3.- Andlisis microbioldgico del vino y yogurt:

Se realizard la determinacion de bacterias coliformes totales por el método del NUumero Mas
Probable (TNMP).

Se preparara Caldo Brila y se analizard una muestra de yogurt y otra muestra de vino para
determinar la presencia de bacterias coliformes totales.

Se realizara recuento de microorganismos en agar nutritivo mediante la técnica de incorporacion.
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V.- RESULTADOS

VI1.- CONCLUSIONES

VII. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
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ANEXOS: ACTIVIDADES COMPLEMENTARIAS

Actividad 1: Induccién y revision de higiene personal

e Uso correcto de mandil, guantes, mascarilla, cofia (gorro).
e Lavado de manos segun BPM
e Toma de temperatura corporal

Actividad 2: Preparacion del area de trabajo

e Limpiezay desinfeccidén de mesas, utensilios y superficies.
o Verificacion visual y sensorial.

Actividad 3: Simulacién del proceso de elaboracién de un alimento

o Seleccién y verificacion de materias primas.
e Preparacion del alimento siguiendo normas de inocuidad.
o Empacado y etiquetado simulado con informacion basica (fecha, lote, responsable).

Actividad 4: Documentacioén y control

e Llenado de formatos:
o Lista de verificacion de higiene personal
o Registro de limpieza
o Control de temperatura
o Bitacora de produccion

Cuestionario Post-Préctica (para discusion o informe)

¢Qué errores de higiene se pudieron observar o evitar durante la practica?
¢Qué importancia tiene la documentacién en un sistema de BPM?
¢Como se asegura la trazabilidad en un proceso agroindustrial?

¢Qué cambios aplicarias si esta fuera una produccion real?

el NS

Normas de Referencia

o Codex Alimentarius: Recomendaciones generales de higiene.

e Decreto Supremo N° 007-98-SA — Reglamento sobre vigilancia y control sanitario de
alimentos y bebidas (Peru).

e IS0 22000 e ISO 9001 como referencias complementarias.
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METODOS DE ANALIS APLICADOS A LA MICROBIOLOGIA

La ingenieria agroindustrial se erige como una disciplina fundamental en la salvaguarda de la
calidad y seguridad de los alimentos y productos derivados, desde su origen en el campo hasta
la mesa del consumidor. En este vasto y complejo &mbito, la microbiologia ocupa un lugar
central, ya que los microorganismos, sean benéficos o perjudiciales, ejercen una influencia
determinante sobre la vida Util, las propiedades organolépticas y, crucialmente, la inocuidad de
estos bienes. La presencia de patdgenos, el deterioro por accion microbiana o la necesidad de
optimizar procesos fermentativos son solo algunas de las razones que subrayan la indispensable
aplicacién de métodos de analisis microbiolGgico rigurosos y precisos.

ANALISIS MICROBIOLOGICO

Es un conjunto de técnicas que permiten identificar y cuantificar microorganismos en diferentes
muestras. Se lleva a cabo para evaluar la presencia de bacterias, virus, hongos y parasitos, lo
que ayuda a prevenir enfermedades y garantizar la calidad de los productos.

En el caso de la industria alimentaria, son esenciales para evitar el deterioro y garantizar la
calidad de los productos. Dicho de otro modo, permiten valorar la carga microbiana, identificar
y restringir los microorganismos dafiinos que puedan deteriorar los alimentos y garantizar la
seguridad frente a las ETA.

Segin Hernandez & Giles (2021), el analisis microbioldgico de un alimento se realiza
principalmente por tres razones:

o Realizar el control de la calidad y determinar la vida de anaquel.
e Verificar las técnicas de manipulacién y produccién higiénica
e Sospechar de intoxicaciones o infecciones a través de alimentos.

FUNDAMENTOS Y METODOS CLASICOS DE ANALISIS MICROBIOLOGICO

El analisis microbioldgico se cimienta sobre principios esenciales que permiten la deteccion,
identificacion, enumeracion y caracterizacion de microorganismos. Estos fundamentos son
universales y han sido la base de la microbiologia desde sus inicios.

Esterilizacion y Asepsia

Es el proceso de eliminar o destruir todas las formas de vida microbiana, incluyendo esporas.
La asepsia se refiere a las practicas que previenen la contaminacién con microorganismos no
deseados. Son cruciales para asegurar que los resultados de un analisis provengan Unicamente
de los microorganismos de interés y no de contaminantes ambientales o del material.

Preparacion de Medios de Cultivo

Los microorganismos requieren nutrientes especificos y condiciones ambientales como
temperatura, pH, humedad y atmoésfera para crecer y multiplicarse. Los medios de cultivo
proporcionan estos requisitos. Pueden ser liquidos (caldos) o sélidos (agares) y se formulan para
ser selectivos, favorecen el crecimiento de algunos y suprimen otros microorganismos o
diferenciales que permiten distinguir entre diferentes microorganismos.
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Aislamiento y Cultivo de Microorganismos

A partir de una muestra compleja (que contiene muchos tipos de microorganismos), es necesario
separar y obtener colonias puras de un solo tipo de microorganismo para su estudio detallado.
Esto se logra mediante técnicas de siembra como la siembra por estria, siembra por vertido en
placa o siembra por extension.

Recuento y Cuantificaciéon

Determina el nimero de microorganismos viables (Unidades Formadoras de Colonias, UFC) o
el namero total de células en una muestra. Métodos clasicos incluyen el recuento en placa
(siembra por vertido o extensién) y el método del NUmero Més Probable (NMP).

Identificacion y Caracterizacion

Una vez aislados, los microorganismos se identifican basandose en sus caracteristicas
morfoldgicas (observacion microscopica, tincion de Gram), fisiologicas y bioquimicas (pruebas
enzimaticas, fermentacion de azlcares, etc.), y en algunos casos, propiedades genéticas (aunque
los métodos genéticos son mas modernos, las pruebas bioguimicas siguen siendo un
fundamento).

Microscopia

El uso del microscopio para visualizar los microorganismos, determinar su morfologia (forma,
tamafio, agrupacion) y la respuesta a tinciones (gj., tincién de Gram). ES una herramienta
fundamental para la observacion directa de los microorganismos, proporcionando informacion
inicial crucial para su clasificacién e identificacion.

Meétodos Clasicos de Analisis Microbioldgico

Recuento en Placa

Se basa en la dilucion seriada de la muestra y la siembra de alicuotas en medios de cultivo
solidos (agar). Tras la incubacion, cada microorganismo viable, forma una unidad formadora de
colonias (UFC) visible que se puede contar.

Siembra por Vertido:

La muestra diluida se mezcla con agar fundido y se vierte en una placa de Petri. Las colonias
crecen tanto en la superficie como dentro del agar.

Siembra por Extension:

Una alicuota de la muestra diluida se extiende sobre la superficie de un agar solidificado. Las
colonias crecen solo en la superficie.

Método del Nimero Mas Probable

Es un método estadistico que se utiliza para estimar la concentracion de microorganismos en
muestras liquidas, especialmente cuando la carga microbiana es baja o los microorganismos
estan dispersos, haciendo inviable el recuento en placa. Se basa en la inoculacién de diluciones
seriadas de la muestra en multiples tubos con caldo de cultivo. ElI nimero de tubos positivos
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(con crecimiento microbiano) en cada dilucion se utiliza para calcular el NMP a partir de tablas
estadisticas. Comunmente empleado para el analisis de coliformes y E. coli en agua y algunos
alimentos.

Examen Microscopico y Tinciones
Tincion Gram:

Una de las tinciones diferenciales mas importantes. Clasifica las bacterias en Gram positivas
(color violeta) y Gram negativas (color rosa/rojo) basandose en las propiedades de su pared
celular. También revela la morfologia (cocos, bacilos, espirilos) y la disposicion de las células.

Tincion de Ziehl-Neelsen

Utilizada par la identificacion de bacterias &cido-alcohol resistentes como las micobacterias
(Mycobacterium tuberculosis)

Tinciones simples:
Utilizan un solo colorante para observar la forma y el tamafio general de los microorganismos.
Pruebas Bioquimicas

Se basan en la capacidad de los microorganismos para producir enzimas especificas o
metabolizar ciertos sustratos, lo que resulta en cambios de color, produccion de gases, 0 cambios
de pH. Estas reacciones son caracteristicas de diferentes especies o géneros bacterianos y
permiten su identificacién a nivel taxonémico.

METODOS RAPIDOS Y BIOQUIMICOS DE DETECCION E IDENTIFICACION
Pruebas bioquimicas

La exposicion de los microorganismos a diferentes sustratos o indicadores que cambian de color
0 producen un producto detectable si el microorganismo posee la enzima o la via metabodlica
necesaria.

Principalmente son utilizados los kits comerciales de sistemas miniaturizados y automatizados.
Los mas destacables en la actualidad son los sistemas APl (Analytical Profile Index), Biolog
0 Vitek, que son paneles de pocillos o microtubos que contienen una variedad de
sustratos bioquimicos deshidratados.

Una vez inoculados con microorganismos, los pozos incuban y, mediante cambios de color o
turbidez, se genera un perfil numérico que se compara con bases de datos para identificar la
especie bacteriana con precision.

Métodos inmunoldgicos

Estos métodos aprovechan la capacidad de los anticuerpos para unirse de forma especifica a
antigenos (proteinas o estructuras moleculares Unicas) presentes en los microorganismos.

Destacan dos principales:

1)Enzimoinmunoanalisis (ELISA)
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Este es uno de los métodos inmunoldgicos mas versatiles y ampliamente utilizados. Se basa en
el uso de anticuerpos marcados con enzimas que, al reaccionar con un sustrato, producen un
cambio de color detectable.

Desempefian un papel crucial en la produccion de alimentos al proporcionar una deteccion
rapida y precisa de alérgenos y micotoxinas, asi como también la deteccion de patogenos
como Salmonella o Listeria monocytogenes.

2)Pruebas de aglutinacion

Cuando los anticuerpos se unen a antigenos en células microbianas, provocan la formacion de
agregados visibles. Este principio se aplica en pruebas para identificar serotipos de bacterias,
siendo la prueba de aglutinacion de latex la mas comun en la industria alimentaria.

Kits rapidos (Lateral Flow Immunoassays)

Son las tipicas "tiras reactivas", donde la muestra migra a través de una tira que contiene
anticuerpos inmovilizados. Si el antigeno esta presente, se une a los anticuerpos y genera una
linea visible.

Otros métodos de deteccion rapida

Existen otras técnicas que monitorean la actividad microbiana de forma acelerada, a menudo en
tiempo real.

e Deteccion por impedancia y conductimetria
Los microorganismos producen iones al crecer y metabolizar nutrientes, lo que altera la
conductividad eléctrica del medio de cultivo. Sistemas automatizados monitorean
estos cambios, permitiendo detectar y cuantificar el crecimiento microbiano mas
rapidamente que los métodos tradicionales de cultivo.

e Turbidimetria y deteccion éptica
A medida que los microorganismos crecen en un medio liquido, la turbidez aumenta.
Equipos Opticos pueden medir este aumento continuamente, correlacionando la
velocidad de turbidez con la concentracidn inicial de microorganismos, lo que permite
estimar la carga microbiana o detectar el crecimiento.

e Bioluminiscencia (ATP)
Esta técnica detecta el Adenosin Trifosfato (ATP), la molécula de energia en todas las
células vivas. Utiliza la enzima luciferasa, que, al interactuar con ATP, emite luz. La
luz producida es proporcional a la cantidad de ATP, lo que indica el nivel de biomasa
microbiana o residuos organicos.

METODOS MOLECULARES AVANZADOS
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) y Variantes
La PCR es una técnica que permite la amplificacion especifica de fragmentos de ADN, lo que

facilita la deteccion de microorganismos incluso en bajas concentraciones
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Secuenciacion de ADN

Permite analizar genomas completos o regiones especificas, facilitando la identificacion precisa
de especies, el estudio de la diversidad microbiana y la deteccion de genes de resistencia.

Hibridacién de Sondas y FISH

La hibridacion de sondas de ADN o ARN permite la deteccion de secuencias especifica en
muestras biolégicas.

Espectrometria de Masas (MALDI-TOF)

La espectrometria de masas MALDI-TOF identifica microorganismos mediante el analisis de
su perfil proteico. Es una herramienta rapida y precisa, ampliamente utilizada en laboratorios
clinicos para la identificacion bacteriana y fangica.

Aplicaciones de los métodos moleculares avanzados

e Diagnostico rapido de enfermedades infecciosas. Vigilancia y control de brotes
epidemioldgicos.

o Deteccidn de genes de resistencia antimicrobiana.

e Estudios de diversidad y dindmica microbiana en ambientes clinicos y ambientales
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PRACTICA
METODO DE CONTEO DIRECTO E INDIRECTO DE MICROORGANISMOS
1.-OBJETIVO

¢ Realizar el conteo directo e indirecto de microorganismos de piel y muasculo de pescado que se
expende en los mercados de la ciudad de Chachapoyas.

Il.- FUNDAMENTO TEORICO

I11.-MUESTRA, MEDIOS DE CULTIVO, MATERIALES Y EQUIPOS
Muestras:
-10 g. de piel de pescado
-10 g. musculo de pescado

Medios de Cultivo:

- Agar PCA o Agar nutritivo
Materiales:

- Plumén marcador

- 16 tubos de ensayo 13x100mm., con 9ml. de agua destilada estéril
- 2gradillas

- 2vasos de precipitacion de 250ml (estéril)

- 8 placas petri (vacias) estériles

- 10 pipetas de 1ml. estériles

- 3 mecheros de alcohol

Equipos:

- Incubadoraa 37°C

IV.-PROCEDIMIENTO:

Utilizar piel y masculo de pescado y realizar diluciones hasta 10 8. Sembrar por la técnica “siembra por
incorporacion” en agar PCA o gar nutritivo las diluciones 10-° 10 107 108, Incubar a 37°C por 24h a
48h. Realizar el recuento microbiano.

Utilizar la piel y musculo de pescado y realizar diluciones 10~ 102 103 Sembrar en caldo BRILA.
Incubar a 37°C por 24h a 48h. Realizar el recuento utilizando la tabla del nimero mas probable.
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V.-RESULTADQOS

VI.-CONCLUSIONES

VII.-REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
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SIEMBRA POR INCORPORACION

Esta técnica tiene la ventaja de permitir el calculo del nimero de bacterias presentes en la muestra, si se

trabaja con exactitud.

Se realizan diluciones seriadas de la muestra y se coloca en placas petri estériles, por separado, el mismo
volumen en cada una. Luego se vierte el medio de cultivo fundido y a una temperatura aproximada de
45°C.,

El contenido se homogeneiza por rotacion suave, se dejan enfriar las placas hasta que se solidifique el

medio y posteriormente se incuban a la temperatura adecuada (siempre en posicion invertida).

*La rotacion de las placas permite que los microorganismos se distribuyan homogéneamente en el medio

de cultivo, permitiendo el desarrollo de colonias separadas por todo el agar.
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TECNICA DE SIEMBRA POR EL NUMERO MAS PROBABLE

La técnica de Numero méas probable o también llamada técnica de dilucién en tubo, proporciona una
estimacion estadistica de la densidad microbiana presente en donde los limites de confianza (Bajo y

Alto) son valores que no se suman ni restan al resultado, solamente son un dato de Calidad.

El método del nimero mas probable (NMP) se aplica para recuento de coliformes, coliformes fecales y
de cepas gasogenas (aerégenas) de Escherichia coli.

El método requiere la realizacion de una serie de diluciones en serie de la muestra de cultivo, en un
medio liquido adecuado para el crecimiento de dicho organismo de un volumen diez veces mayor.

Luego, se incuban las muestras de esos tubos y, pasado un tiempo, se examinan los tubos.

1 mi de musstrs l u/

2) Trabajar con pipetas estériles.

1 mi de 1 ml de 1 mi de 1 mi de
dilucidn 107" dilucidn 107 dilucidn 107  dilucién 10

A A

g-o
5
ge
2

g 2

muestra de sgue ko .

3) Después de la adi- :J ;
ci6n de 1 ml, agitar

cada tubo para ho- gi g &

mogeneizar la mez- ES €3

cla. & O

La lectura se realiza en la tabla del
Numero Mas Probable teniendo en
cuenta los tubos gas positivo
(presencia de gas en las campanas
Durham)
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AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE MICROORGANISMOS

El aislamiento e identificacién de microorganismos permiten estudiar con detalle organismos
presentes en mezclas complejas, obteniendo cultivos puros para un andlisis preciso.

La identificacion se basa en pruebas morfoldgicas, fisioldgicas y bioguimicas, como la
fermentacion de azucares y la produccion de enzimas, que diferencian especies bacterianas.

Ademas, las técnicas inmunolégicas, como los ensayos seroldgicos y la inmunofluorescencia,
identifican microorganismos mediante la interaccién especifica entre antigenos y anticuerpos.

Finalmente, los métodos genéticos, como el uso de sondas de ADN y la PCR, permiten una
identificacion rapida y precisa a nivel molecular, aunque requieren equipamiento especializado.

TECNICAS MICROBIOLOGICAS

A
e

SIEMBRA POR ESTRIA
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SIEMBRA POR INCORPORACION
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TECNICAS BIOQUIMICAS, INMUNOLOGICAS, INMOVILIZACION Y
GENETICAS

TECNICAS BIOQUIMICAS

Las pruebas bioguimicas son esenciales en microbiologia para identificar microorganismos
después de su aislamiento en cultivos. Este proceso permite separar especies y obtener colonias
puras para analisis detallados.

Su funcioén principal es detectar actividades metabdlicas especificas, la presencia de enzimas o
la capacidad de los microorganismos para transformar compuestos.

Pruebas Enzimaéticas y de Fermentacion

e Fermentacion de Azucares: Detecta la capacidad de fermentar carbohidratos (como glucosa o
lactosa) mediante cambios de color en medios con azUcares especificos e indicadores de pH.

o Hidrolisis del Hipurato: Identifica bacterias como Campylobacter jejuni por su capacidad de
hidrolizar hipurato sédico, usando reveladores especificos.

e B-galactosidase: Evalua la produccion de esta enzima, crucial para fermentar lactosa, utilizando
sustratos cromogénicos (como ONPG) que cambian de color.

Enzimas Clave para la Identificacion Bacteriana

Aminopeptidasa (PYR): Deteccion de pirrolidonil peptidasa, Gtil para identificar Streptococcus
pyogenes y Enterococcus spp., y diferenciar Staphylococcus lugdunensis de otros estafilococos
coagulasa negativa.

LAP (Leucina Aminopeptidasa: Detecta la enzima leucina aminopeptidasa, para identificar
€0C0S gram negativos, catalasa negativa, y diferenciar géneros como Aerococcus y Leuconostoc
de Streptococcus y Enterococcus.

Indol (IDOL):Determina la capacidad de producir indol a partir de triptéfano. Un anillo rojo
con caldo triptéfano y reactivo de Kovacs indica un resultado positivo.

Pruebas Enziméticas y de Fermentacion

Catalasa: Enzima presente en la mayoria de microorganismos con citocromos, utilizada para
separar Micrococcaceae (positiva) de Streptococcus spp. y Enterococcus spp. (negativa).

Oxidasa: Determina la presencia de enzimas oxidasas, crucial para la identificacion de ciertos
grupos bacterianos.

Ureasa: Determina la capacidad de un organismo para desdoblar la urea en amoniaco. Util para
diferenciar Moraxella spp., Helicobacter pylori y Brucella spp., y para identificar Cryptococcus

SppP.

Reduccion de Nitratos, Hidrolisis de Gelatina, Almiddn y Caseina: Utilizan medios especificos
y reactivos de deteccion (sulfanilamida, acido a-naftilamina, polvo de zinc, solucion de yodo)
para observar la actividad enzimatica.
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TECNICAS INMUNOLOGICAS

Las técnicas inmunoldgicas son herramientas para la deteccion répida y precisa de
microorganismos, tanto patégenos como benéficos, en alimentos y otros productos
agroindustriales. Estas técnicas se basan en la interaccion especifica entre antigenos vy
anticuerpos, permitiendo identificar y cuantificar microorganismos de intereés.

Ensayos inmunoenzimaticos (ELISA):

Es una técnica ampliamente utilizada para detectar patdgenos en alimentos y muestras
ambientales. Permite la deteccion de antigenos microbianos mediante la union de anticuerpos
especificos y la posterior sefializacién con enzimas.

Determinacién de Ag por ELISA

La modalidad mas frecuente del método ELISA para la determinacién de Ags es el modelo
ELISA "Sandwich" directo. En este modelo, el Ac especifico para el Ag de interés, se encuentra
absorbido en un soporte sélido (placa de Petri), sobre el que se afiadira la muestra bioldgica. En
el caso de que en dicha muestra se encuentre el Ag, quedara capturado en la placa y seré puesto
en evidencia tras la adicion de otro Ac especifico conjugado con la enzima. Por Gltimo, se afiade
el substrato, sustrato incoloro, que por accién de la enzima, dard un producto coloreado que
producira un color observable a simple vista y cuantificable mediante un espectrofotémetro.

Determinacién de Acs por ELISA

Para la determinacion de Acs especificos para un determinado Ag se utiliza normalmente la
modalidad de ELISA indirecto en donde el Ag de interés se encuentra absorbido en la placa de
ELISA. Se pueden utilizar como antigenos, proteinas virales o bacterianas e incluso virus
completos, pero cada dia es mas frecuente absorber exclusivamente las proteinas de interés
inmunoldgico.

Inmunofluorescencia:

Se utiliza para visualizar la presencia de microorganismos especificos en muestras mediante la
unién de anticuerpos fluorescentes. La inmunofluorescencia directa utiliza anticuerpos
marcados con fluorocromos, mientras que la indirecta utiliza un segundo anticuerpo que se une
al primero, amplificando la sefial.

e Inmunofluorescencia Directa (IFD):
Utiliza un solo anticuerpo ligado a un fluorocromo que reconoce y se une directamente a la
molécula diana. Es mas rapida, con menos etapas, y menos susceptible a interferencias, pero
puede ser menos sensible.

e Inmunofluorescencia Indirecta (IFI):
Usa dos anticuerpos; uno primario que reconoce la molécula diana y uno secundario marcado
con fluorocromo que reconoce al primario. Es mas complejo, con mas pasos, pero mas sensible
y flexible por su capacidad de amplificacion.
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Aglutinacion:
Las reacciones de aglutinacion ocurren cuando un antigeno (Ag) y un anticuerpo (Ac) se unen
para formar agregados visibles, como grumos. Generalmente se usan en cantidades iguales de
ambos reactivos. La diferencia principal con la precipitacion es que, en esta Ultima, el antigeno
es soluble, mientras que en la aglutinacién el antigeno es particulado, aunque también pueden
usarse antigenos solubles adheridos a particulas como latex.
Estas reacciones son faciles, rapidas y no necesitan equipo especializado, y tienen mayor
sensibilidad que las de precipitacién. Sin embargo, son menos sensibles que técnicas mas
avanzadas como ELISA o inmunofluorescencia y pueden ser afectadas por factores fisicos y
quimicos.

e Aglutinacion por método del latex
Esta basado en la prueba de aglutinacion. Los anticuerpos son adheridos a particulas de latex.
Al enfrentarse el latex sensibilizado con el Ag especifico se produce la agregacion entre estas
esferas y los antigenos. Este método ha sido usado principalmente en bacteriologia y en
virologia.

Western Blot (Inmunotransferencia):

Western blot es una técnica de laboratorio utilizada para detectar una proteina especifica en una
muestra de sangre o tejido. EI método implica el uso de electroforesis en gel para separar las
proteinas de la muestra. Las proteinas separadas se transfieren del gel a la superficie de una
membrana. La membrana se expone a un anticuerpo especifico contra la proteina en estudio. La
unién del anticuerpo se detecta usando un marcador radiactivo o quimico. Un Western Blot se
utiliza a veces para diagnosticar enfermedades.

TECNICAS DE INMUNO INMOVILIZACION

Las técnicas de inmuno-inmovilizacidn es un método que utiliza anticuerpos inmovilizados para
detectar y/o purificar antigenos especificos que implica la fijacion de anticuerpos a una fase
solida, como placas, membranas o microesferas, para luego ser utilizados en interacciones con
antigenos.

METODOS

e Adsorcién pasiva: Este método de inmovilizacién del anticuerpo por adsorcion pasiva es la
comunmente utilizada en los inmunoensayos de uso mas extendido como los ELISAs. Este
método destaca por su simplicidad y bajo costo.

e Inmovilizacién Covalente: La inmovilizacion covalente ofrece una unién mas fuerte, ya que la
union mas fuerte que existe en la naturaleza es el enlace covalente, proporcionando uniones
estables y duraderas.

e Inmovilizacién Orientada mediante Proteinas Mediadoras: EXxisten técnicas orientadas que
emplean proteinas mediadoras, como la proteina A o0 G, que permiten una unién orientada del
anticuerpo al unirse especificamente a la regién constante (Fc) del mismo, de forma que la
region variable de union al antigeno (Fab) queda accesible para la union antigeno-anticuerpo
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TECNICAS GENETICAS

Las técnicas genéticas en microbiologia son herramientas fundamentales que permiten estudiar
la diversidad, evolucion, fisiologia, patogenia y aplicaciones biotecnologicas de los
microorganismos.

Estas técnicas han revolucionado el campo de la microbiologia, ofreciendo una comprension
profunda de la informacién hereditaria de las bacterias, arqueas, hongos y protozoos.

Algunas de las técnicas genéticas mas importantes son:
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) y sus variantes:

PCR convencional: Permite amplificar de forma exponencial una secuencia especifica de ADN
a partir de una muestra. Es ampliamente utilizada para la deteccion cualitativa de
microorganismos patégenos.

RT-PCR (PCR con Transcriptasa Inversa): Se utiliza para amplificar secuencias de ARN, como
las de algunos virus, convirtiéndolas primero en ADN complementario (ADNCc).

PCR en tiempo real (qPCR o0 RT-gPCR): Permite cuantificar la cantidad inicial de ADN o ARN
en una muestra, detectando la acumulacién de producto amplificado en tiempo real mediante
fluorocromos. Es crucial para el diagnéstico y seguimiento de infecciones.

PCR digital (dPCR): Una técnica mas reciente que proporciona una cuantificacion absoluta de
acidos nucleicos, dividiendo la muestra en miles de reacciones individuales.

PCR multiplex: Permite amplificar simultaneamente mdltiples secuencias de ADN en una sola
reaccion, Util para detectar varios patdgenos a la vez o para identificar diferentes genes de
resistencia.

Secuenciacién del Genoma:

Secuenciacion Sanger: Fue la primera técnica de secuenciacion a gran escala y sigue siendo Util
para secuencias cortas y confirmaciones.

Secuenciacion de Nueva Generacién (NGS) o Secuenciacion Masiva en Paralelo (MPS): Ha
transformado la microbiologia, permitiendo secuenciar genomas completos de
microorganismos a una velocidad y costo sin precedentes. Esto tiene aplicaciones en:

» Identificaciébn de especies: Determinacion precisa de la identidad de wun
microorganismo.

» Tipificacidn molecular: Diferenciacién de cepas dentro de una misma especie para
estudios epidemioldgicos.

» Estudio de la resistencia a antibidticos: ldentificacién de genes de resistencia y
mutaciones asociadas.

* Vigilancia epidemioldgica: Seguimiento de la dispersion de patégenos y brotes.
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Metagendmica: Anélisis del ADN de comunidades microbianas directamente de una
muestra ambiental o clinica, sin necesidad de cultivo.

Hibridacion de Acidos Nucleicos:

Southern Blot: Detecta secuencias especificas de ADN en una muestra.

Northern Blot: Similar al Southern Blot, pero detecta secuencias de ARN.

Microarrays o microarreglos de ADN: Permiten analizar simultaneamente la expresion de miles
de genes o la presencia de multiples secuencias de ADN en una sola plataforma. Se utilizan para
la deteccion de patdgenos, el estudio de perfiles de expresion génica y la identificacién de
factores de virulencia.

Hibridacion in situ con fluorescencia (FISH): Utiliza sondas fluorescentes para detectar
secuencias especificas de ADN o ARN directamente en células intactas, permitiendo la
visualizacion de microorganismos o genes dentro de una muestra.

CONCLUSION

El aislamiento e identificacion de microorganismos es esencial para conocer su
naturaleza, funcion y posible impacto. Estas técnicas permiten detectarlos y
clasificarlos con precision, siendo fundamentales en areas como la salud, la industria y
la investigacién cientifica.

Las técnicas bioquimicas son fundamentales para identificar microorganismos
patégenos tras su aislamiento en medios de cultivo, detectando actividades metabolicas
y enzimaticas especificas. Estas incluyen pruebas de fermentacion de azlcares,
hidrélisis de compuestos y deteccién de enzimas como catalasa o B-galactosidasa,
usando sustratos y reactivos especificos. Su aplicacion permite diferenciar especies y
garantizar la seguridad alimentaria.

Las técnicas inmunolégicas son herramientas fundamentales en la biologia y la
medicina para detectar, identificar y cuantificar antigenos y anticuerpos con alta
especificidad y sensibilidad. Desde métodos simples como la aglutinacion, que ofrecen
rapidez y facilidad, hasta técnicas avanzadas como ELISA e inmunofluorescencia, que
proporcionan una mayor sensibilidad y precision, estas metodologias permiten un
amplio rango de aplicaciones clinicas, diagnosticas e investigativas.

La eleccion de una técnica adecuada depende de la naturaleza del analisis, la
sensibilidad requerida y los recursos disponibles, pero en conjunto, estas técnicas han
revolucionado la deteccion de patdgenos, la evaluacion de respuestas inmunitarias y el
desarrollo de tratamientos, confirmando su importancia en la ciencia y la salud.

Las técnicas genéticas han transformado radicalmente el campo de la microbiologia,
evolucionando de ser herramientas experimentales a convertirse en pilares
fundamentales para la investigacion, el diagndstico y la aplicacién biotecnoldgica. Su
impacto es vasto y multifacético, permitiéndonos no solo identificar y clasificar
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microorganismos con una precision sin precedentes, sino también desentrafiar sus
mecanismos mas intimos de funcionamiento, patogenicidad y adaptacion.

» Las técnicas de inmuno inmovilizacion son herramientas de vital importancia en la
biotecnologia y la inmunologia, ya que nos permiten la fijacion estable y especifica de
anticuerpos para aplicaciones analiticas y purificadoras. Entre los diversos métodos, la
adsorcion pasiva, la inmovilizacion covalente y la inmovilizacion orientada mediante
proteinas mediadoras ofrecen alternativas adaptables segun la aplicacién requerida.
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PRACTICA

TECNICAS BIOQUIMICAS, INMUNOLOGICAS, INMUNOMOVILIZACION Y
GENETICAS

I.-OBJETIVO

Realizar técnicas bioguimicas para identificacién de microorganismos utilizando colonias microbianas
aisladas de muestras de alimentos.

I1.-FUNDAMENTO TEORICO

I11.-PROCEDIMIENTO
Elija una colonia microbiana y realice las siguientes pruebas bioguimicas:

e Pruebas TSI, LIA, Citrato
e Prueba de catalasa

e Prueba oxidasa

e Prueba de Indol

e Prueba Voges Proskauer

IV.-RESULTADOS

V.-CONCLUSIONES

VI.-REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
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Técnicas Bioquimicas para ldentificacion de Microorganismos

Estas técnicas se basan en el perfil metabolico de los microorganismos, aprovechando sus capacidades
para fermentar azUcares, producir enzimas, degradar compuestos, entre otros.

1. Pruebas Bioquimicas Clasicas (Manual o Automatizado)

Pruebas individuales comunes:

Prueba Detecta Resultado positivo
Catalasa Enzima catalasa (convierte H202 en H.O + O2) Burbujeo
Oxidasa Enzima citocromo ¢ oxidasa Color parpura
Indol Produccion de indol a partir de triptéfano Capa roja con reactivo de

Kovacs
Rojo de metilo (MR) Produccién de acido mixto en fermentacion Cambio a rojo intenso
VP (Voges- Produccion de acetoina Color rojo tras reactivo
Proskauer)
Citrato Uso de citrato como Unica fuente de carbono  Medio cambia a azul
Ureasa Hidrdlisis de urea — amoniaco Color rosa intenso
TSI (Triple Sugar Fermentacion de glucosa, lactosa/sacarosa, -
., Colores y precipitados

Iron) produccion de H2S
)I&Ig,:\r()Lysme Iron Descarboxilacion y desaminacion de lisina Cambio de color, H2S

Fe,rmentamon de Capacidad de fermentar diferentes azlcares AC'dO./ gas (cambio de color,
azucares burbujas)

2. Sistemas Automatizados (Paneles Multiples)
Estos sistemas permiten una identificacion rapida y automatizada, basdndose en perfiles bioquimicos:

e API (Analytical Profile Index) — BioMérieux
o Paneles de microtubos con diferentes sustratos.
o Se comparan resultados con base de datos.
e VITEK 2 — BioMérieux
o ldentificacion automatizada y pruebas de sensibilidad.
e MicroScan — Beckman Coulter
e BD Phoenix™ — Becton Dickinson

3. Medios Selectivos y Diferenciales (semi-bioquimicos)
Aunque no son “pruebas bioquimicas” en si, ayudan en la identificacion por reacciones visibles:
e MacConkey: distingue fermentadores de lactosa (color rosado) en enterobacterias.
e Agar EMB: E. coli produce colonias con brillo metalico.
e Agar XLD: para Salmonella y Shigella.
e Agar MSA (Mannitol Salt Agar): para Staphylococcus spp., diferencia S. aureus (fermenta

manitol, medio amarillo).
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4. Identificacion Basada en Enzimas o Substratos Especificos

e Pruebas con aminoacidos: descarboxilacion o desaminacion.
e Pruebas de deshidrogenasas, proteasas, lipasas.
e Uso de sustratos cromogénicos para leer resultados facilmente.

Ejemplo: Identificacion de Escherichia coli

Prueba Resultado
Lactosa (MacConkey)  + (colonias rosadas)
Indol +
Citrato -

Rojo de metilo +
VP -
Ureasa —
TSI Acido/acido, gas, sin H2S

Técnicas moleculares o espectrométricas modernas
Aunque no son puramente biogquimicas, hoy en dia se usan como apoyo:

e MALDI-TOF MS (espectrometria de masas de ionizacion por laser) — identificacion rapida por
perfiles de proteinas.
e PCRy secuenciacion genética — para identificacion precisa.

Técnicas Inmunoldgicas para Identificacion de Microorganismos

Se basan en la reaccién antigeno-anticuerpo, que es altamente especifica. Estas técnicas permiten
detectar:

e Microorganismos completos (bacterias, virus, hongos, parasitos)
e Antigenos microbianos (componentes de la pared celular, toxinas, capsulas, etc.)
e Anticuerpos generados por el huésped frente al microorganismo

1. Aglutinacion
Tipos:
e Aglutinacion directa: el anticuerpo se une al antigeno en la superficie del microorganismo —
formacion de agregados visibles.

e Aglutinacién pasiva (indirecta): el antigeno o anticuerpo esta unido a particulas (latex,
eritrocitos).

Ejemplos:
e Prueba de Widal: deteccion de anticuerpos contra Salmonella typhi.

e Aglutinacién en latex: deteccion répida de Streptococcus pneumoniae, Cryptococcus
neoformans, etc.
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2. Inmunofluorescencia (IF)

e Usa anticuerpos marcados con fluorocromos (como fluoresceina).

e Puede ser:
o Directa: el anticuerpo marcado se une directamente al antigeno del patdgeno.
o Indirecta: un anticuerpo secundario marcado se une al primario.

Ejemplos:

o Deteccion de Chlamydia trachomatis, Legionella pneumophila o virus respiratorios en muestras
clinicas.
e Visualizacién mediante microscopio de fluorescencia.
3. ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
o Deteccidn cuantitativa de antigenos microbianos o anticuerpos especificos en suero o fluidos.

Tipos comunes:

e ELISA directa o indirecta (deteccion de antigenos o anticuerpos)
e Sandwich ELISA (altamente sensible)

Ejemplos:

e VIH, hepatitis By C, Helicobacter pylori, Campylobacter jejuni.

4. Western Blot

e Separacion de proteinas microbianas por electroforesis — transferencia a membrana —
deteccion con anticuerpos.

e Esuna técnica confirmatoria.
Ejemplo:

e Confirmacién de VIH y enfermedad de Lyme.

5. Inmunocromatografia (Pruebas Rapidas)

e Basadas en flujo lateral (tipo “test de embarazo”).
o Simples, rapidas y no requieren equipamiento especializado.

Ejemplos:
e Pruebas rapidas para SARS-CoV-2, Influenza, VIH, Streptococcus pyogenes, dengue, malaria.
6. Inmunodifusion e Inmunoelectroforesis

o Deteccidn de anticuerpos o antigenos en gel de agar.
e Menos utilizadas actualmente por ser menos sensibles y mas lentas.
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Ventaja Limitacion
Alta especificidad y sensibilidad Pueden requerir equipo especializado

Algunas pruebas no distinguen infeccion

Resultados rapidos (minutos a horas) activa/pasada

Utiles incluso si el microorganismo no crece en Requieren antigenos/anticuerpos bien
cultivo caracterizados

Técnicas de Inmovilizacion para Identificacion de Microorganismos

El término “inmovilizacién” puede referirse a distintos contextos, por lo que vamos a aclarar primero
a qué te podrias estar refiriendo.

Hay dos posibles enfoques principales:

1. Inmovilizacion inmunoldgica (prueba de inmovilizacion de anticuerpos):
o Usada para identificar microorganismos mdviles (especialmente protozoos y bacterias
moviles) mediante la inhibicién de su motilidad por anticuerpos especificos.
2. Inmovilizacion fisica (encapsulamiento o fijacion de microorganismos o enzimas):
o Técnica mas comin en biotecnologia o biosensores, pero también Util en ciertos
sistemas de diagndstico microbiano.

1. Prueba de Inmovilizacion por Anticuerpos (contexto inmunoldgico)

e Se mezclan microorganismos moviles (como Treponema pallidum, Leptospira, protozoos) con
suero que contiene anticuerpos especificos.

e Si el suero contiene los anticuerpos adecuados, estos se unen a los flagelos o a la superficie
del microorganismo y bloquean su movimiento.

Aplicaciones:
o Diagnostico de:
o Sifilis (prueba de inmovilizacion del T. pallidum o TPI)
o Leptospirosis
o Algunas infecciones por protozoos

Interpretacion:

e Inmovilizacion = reaccion positiva, indica presencia de anticuerpos especificos — infeccion
actual o pasada.
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2. Técnicas de Inmovilizacién Fisica de Microorganismos

Maés empleadas en:

e Biosensores microbianos
e Deteccién automatizada
e Fermentacion y biocatalisis

Métodos de inmovilizacion:
Método Descripcién Aplicacion posible

Encapsulamiento en gel (p. ej. Microorganismos quedan atrapados Puede usarse en biosensores o

alginato de calcio) en una matriz porosa sistemas de deteccidn
Adsorcion en superficies Adhesidn fisica a materiales (vidrio, Estabilidad de biopeliculas o
solidas polimeros, carbdn activado) chips microbianos

Entrampamiento en

Uso de membranas semipermeables Biotecnologia, biocaptura
membranas

Alta estabilidad, menor

Enlace covalente Union quimica a un soporte s N
viabilidad microbiana

No es una técnica directa de identificacion, pero puede integrarse en sistemas de biosensores que
detectan compuestos producidos por microorganismos inmovilizados o la interaccién con sustratos
especificos.

Conclusion
Técnica Tipo Uso en identificacion

Inmovilizacién por Si (detecta anticuerpos especificos frente a

. Inmunoldgica . . s
anticuerpos microorganismos moviles)
Inmovilizacién fisica Biofisica Indirecto (deteccion de metabolitos o actividad
(biotecnologia) microbiana en sensores)
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Técnicas Genéticas para Identificacion de Microorganismos

Las técnicas genéticas (o moleculares) han revolucionado la identificacion de microorganismos por su
alta sensibilidad, especificidad y rapidez, especialmente cuando los métodos tradicionales (como
cultivos) son lentos o poco concluyentes.

Se basan en la deteccion, amplificacion o secuenciacidn del material genético (ADN/ARN) de bacterias,
virus, hongos o parasitos.

1. PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa)
Amplifica regiones especificas de ADN microbiano (como genes 16S rRNA en bacterias).

Variantes:
Tipo de PCR Aplicacion

Convencional Identificacion general

PCR en tiempo real Cuantificacién del ADN (carga viral, por ejemplo)

(gPCR)
PCR mudltiple Detecta varios patdgenos a la vez
Conversion de ARN a ADNc (usado para virus de ARN como SARS-
RT-PCR
CoV-2)
Ejemplos:

o Identificacién de Mycobacterium tuberculosis
e Virus del papiloma humano (VPH)
o Salmonella, Listeria, E. coli enterohemorrégica

2. Secuenciacion del ADN
a) Secuenciacion del gen 16S rRNA (bacterias) / 18S rRNA (hongos y eucariotas)

e Ampliay analiza genes altamente conservados pero con regiones variables.
e Altamente precisa para clasificacién hasta género o especie.

b) Secuenciacion masiva (NGS — Next Generation Sequencing)

e Permite identificar todas las especies presentes en una muestra (microbioma).
e Muy util en muestras clinicas, ambientales o sin cultivo.

¢) Metagen6mica

e Secuenciacion directa de todo el ADN microbiano de una muestra.
o Identificacién de especies incluso no cultivables.
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3. Hibridacion de Acidos Nucleicos
Técnicas:

e FISH (Fluorescence In Situ Hybridization): Usa sondas fluorescentes que se unen a
secuencias especificas de ARN/ADN en microorganismos — se observa bajo microscopio.

e Microarrays de ADN: Chip con miles de sondas de ADN que detectan multiples genes
microbianos al mismo tiempo.

4. Electroforesis de Fragmentos de Restriccién (RFLP, PFGE)

e RFLP: Compara patrones de corte de ADN por enzimas de restriccion.
e PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis): Separacion de fragmentos grandes — Ttil en
estudios epidemioldgicos (brotes).

5. LAMP (Loop-Mediated Isothermal Amplification)

e Técnica de amplificacidn genética més rapiday simple que la PCR.
e No requiere termociclador.
e Usada en kits portatiles para Zika, COVID-19, Salmonella, etc.

Comparacion Resumida
Técnica Aplicacion Ventajas Limitaciones

Amplificaciéon y
deteccion de ADN

Requiere primers

PCR/gPCR e
especificos

Muy sensible y rapida

Secuenciacion (16S, Identificacion general y ~ Muy precisa, detecta no Costosa, requiere analisis
NGS) completa cultivables bioinformatico

FISH Id_ejntlflclacmn directa en Visual y especifica Reqm_er(_a microscopia
tejido/células especializada

Deteccion masiva de

Microarrays genes Multiplexado Costo y complejidad
.. . Norequiere Menor versatilidad que
LAMP Diagnostico rapido in situ termociclador PCR
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PRUEBA DE LA CATALASA

La prueba de la catalasa detecta la presencia de la enzima catalasa, que descompone el perdxido de
hidrégeno (H20:) en agua (H:0) y oxigeno (0:). La Catalasa est4 presente en muchas bacterias
aerobias y facultativas.

Materiales necesarios:

Cultivo bacteriano (24 h, preferiblemente en agar sin sangre)
Peroxido de hidrégeno al 3%

Portaobjetos limpio o tubo de ensayo

Asa bacterioldgica o palillo de madera estéril

Gasa 0 papel absorbente (opcional, para seguridad)

Método 1: Sobre portaobjetos (rapido)

1. Coloca una gota de H20: al 3% en un portaobjetos limpio.

2. Usauna asa o palillo de madera para tomar una colonia del cultivo (NO usar palillos
metalicos — falsos positivos).

3. Mezcla la colonia con la gota de H20x.

4. Observa inmediatamente.

Método 2: En tubo de ensayo (menos comuin)

1. Coloca 1-2 mL de H20: en un tubo.
2. Anade la muestra bacteriana con un asa estéril.
3. Observa formacion de burbujas.

Interpretacién de resultados

Resultado Observacién Interpretacién

Positivo  Formacion inmediata de burbujas (O-) La bacteria produce catalasa

Negativo No se forman burbujas La bacteria no produce catalasa
Ejemplos
Microorganismo Resultado

Staphylococcus spp. Positivo
Streptococcus spp. X Negativo
Bacillus spp. Positivo

Clostridium spp. X Negativo (aunque variable)
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Precauciones

o NO usar cultivos de agar sangre — los eritrocitos contienen catalasa — falso positivo.
e Usa solo perdxido recién preparado (H20: pierde potencia con el tiempo).
e Ten cuidado con las salpicaduras de H.O: (puede irritar piel/o0jos).

PRUEBA DE LA OXIDASA

La prueba de la oxidasa es una prueba bioquimica rapida y atil para identificar bacterias que
producen la enzima citocromo c oxidasa, la cual participa en la cadena respiratoria de transporte
de electrones.

La prueba de la oxidasa detecta la presencia de la enzima citocromo ¢ oxidasa, que oxida un

reactivo especifico (generalmente tetrametil-p-fenilendiamina), provocando un cambio de
color.

Materiales necesarios

e Cultivo bacteriano fresco (18-24 h)

e Reactivo de oxidasa (disco comercial o solucidn recién preparada): Tetrametil-p-fenilendiamina
(al 1%)

o Palillo de madera estéril 0 asa plastica (no metalica)

e Papel filtro o disco impregnado con reactivo (opcional)

e Guantes y gafas de seguridad

Procedimientos

[EEN

. Método del disco oxidasa (mas comUn y seguro):

Toma un disco comercial oxidasa (ya impregnado con el reactivo).

Con un palillo de madera estéril, toma una pequefia muestra del cultivo bacteriano.
Frota la muestra sobre el disco.

Observa el cambio de color dentro de los primeros 10 segundos.

NS

2. Método del papel filtro:

=

Coloca un trozo de papel filtro sobre una placa o superficie estéril.

2. Afade una o dos gotas del reactivo oxidasa fresco (1% tetrametil-p-fenilendiamina) al
papel.

Usa un palillo para transferir una colonia bacteriana al &rea con reactivo.

4. Observa el color en 10-30 segundos.

w
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Interpretacion de resultados
Resultado Observacién Interpretacién

Cambio a violeta o parpura oscuro en <10 La bacteria produce citocromo c

Positivo .
segundos oxidasa

Negativo No hay cambio o aparece después de 30 segundos La bacteria no produce la enzima

Ejemplos
Microorganismo Resultado oxidasa

Pseudomonas aeruginosa & Positivo

Neisseria spp. Positivo
Vibrio cholerae Positivo
Escherichia coli X Negativo
Salmonella spp. X Negativo
Shigella spp. X Negativo

Precauciones importantes

o El reactivo se oxida rapidamente al aire, debe prepararse fresco y mantenerse protegido de la
luz.

e NO usar asas metalicas calientes (pueden dar falsos positivos).

e Elresultado debe leerse dentro de los primeros 10-30 segundos.

e No usar cultivos viejos (pueden perder actividad enzimatica).
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PRUEBA DE INDOL

La prueba de indol es una prueba bioquimica clésica usada para identificar bacterias capaces de degradar
el aminoacido triptéfano mediante la enzima triptofanasa, produciendo indol como producto.

Es especialmente Gtil para distinguir entre miembros de la familia Enterobacteriaceae, como Escherichia
coli (indol +) y Enterobacter spp. (indol -).

La prueba indol detecta la presencia de indol en el medio, producido por la accion de la triptofanasa
sobre triptofano.

Materiales necesarios

Caldo de tript6fano (u otro medio con triptéfano, como SIM)
Cultivo bacteriano puro (incubado 2448 h a 35-37 °C)
Reactivo de Kovacs (o Ehrlich, segln el método)

Tubos de ensayo

Asa bacterioldgica estéril

Guantes, gafas de proteccién

Procedimiento

1. Siembra la bacteria en un tubo con caldo triptéfano o medio SIM (Sulfuro-Indol-Movilidad).
2. Incuba a 35-37 °C durante 24 a 48 horas.
3. Afade cuidadosamente 5 gotas de reactivo de Kovacs al tubo sin agitar.
4. Espera unos segundos y observa la formacion de color en la capa superior.
Interpretacion de resultados
Resultado Observacion Interpretacion

Positivo  Capa superior rojo cereza o rosado La bacteria produce indol

Negativo No hay cambio, o capa amarilla ~ No hay produccion de indol

Ejemplos

Microorganismo Resultado
Escherichia coli Positivo
Proteus vulgaris Positivo
Klebsiella pneumoniae X Negativo

Enterobacter cloacae X Negativo
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Microorganismo Resultado
Salmonella spp. X Negativo

Shigella spp. Variable (+/-)

Precauciones

o El reactivo de Kovacs es toxico e inflamable — usar en campana o con ventilacion.
o No agitar el tubo después de afiadir el reactivo.
e Usar cultivos de 24-48 h, no mas viejos (pueden dar falsos negativos).

o No usar medios que contengan azucares o colorantes que interfieran con la observacion.

PRUEBA ROJO DE METILO

La prueba del Rojo de Metilo (MR) es una de las pruebas bioquimicas del grupo IMViC (Indol, Rojo de
Metilo, Voges-Proskauer, Citrato), muy util para la identificacion y diferenciacion de enterobacterias,
especialmente entre Escherichia coli y Enterobacter spp.

La prueba Rojo de Metilo detecta la capacidad de algunos microorganismos para realizar fermentacion
mixta, produciendo grandes cantidades de acidos estables (&cido lactico, formico, acético, succinico),
gue bajan el pH del medio por debajo de 4.4.

El indicador rojo de metilo cambia de color segun el pH:

e RojoapH é&cido (< 4.4)
e Amarillo a pH bésico (> 6.0)

Materiales

Medio de MR-VP (glucosa en peptona-buffer)
Cultivo bacteriano puro

Reactivo rojo de metilo (al 0.04% en etanol)
Tubos de ensayo

Asa bacterioldgica estéril

Agitador (opcional)

Guantes, gafas de proteccion

Procedimiento

Inocular un tubo con medio MR-VP con la bacteria en estudio.
Incubar a 35-37 °C durante 48 horas (minimo 24 h).

Tras incubacién, afiadir 5 gotas de rojo de metilo directamente al tubo.
Agitar ligeramente si es necesario.

Observar el cambio de color en los siguientes 5 minutos.

arwOdPE
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Interpretacion

Resultado  Observacion Interpretacion

Fermentaciéon mixta — produccion de &cidos

Positivo El medio se vuelve rojo intenso
estables

X Medio permanece amarillo

0 , . )
. . Produccion de &cidos neutros (pH maés alto)
Negativo  anaranjado

Ejemplos

Microorganismo Resultado MR
Escherichia coli Positivo
Salmonella spp. Positivo
Proteus spp. Positivo

Enterobacter cloacae X Negativo

Klebsiella pneumoniae X Negativo

Precauciones

o Elrojo de metilo puede manchar, usar guantes y gafas.

e No interpretar colores intermedios (naranja) como positivos; repetir prueba o extender
incubacion.

o No confundir esta prueba con la VVoges-Proskauer (VP) que se hace en el mismo medio, pero

mide produccion de acetoinas.

144

Dra. FLOR TERESA GARCIA HUAMAN
BIOLOGA - MICROBIOLOGA



UNIVERSIDAD NACIONAL TORIBIO RODRIGUEZ DE MENDOZA DE AMAZONAS
MANUAL TEORICO - PRACTICO DE MICROBIOLOGIA

PRUEBA VOGES PROSKAUER (VP)

La prueba de VVoges-Proskauer (VP) es otra de las pruebas bioquimicas del grupo IMViC (Indol, Rojo
de Metilo, VP, Citrato), utilizada para diferenciar bacterias enterobacterias segun el tipo de fermentacion
gue realizan.

La prueba VP detecta la capacidad de algunos microorganismos para fermentar glucosa mediante la via
butilenglicolica, produciendo &cido acético y acetoinas (especialmente acetilmetilcarbinol, también
Ilamada acetoin), que es un producto neutro.

El reactivo VP oxida la acetoin a diacetilo, que en presencia de guanidina del medio produce un color
rosado/rojizo.

Materiales

e Medio MR-VP (el mismo que para la prueba del Rojo de Metilo)
e Cultivo bacteriano (24-48 h a 35-37 °C)
e Reactivos de VP:
o Reactivo A: a-naftol al 5% en etanol
o Reactivo B: KOH al 40% (hidréxido de potasio)
Tubos de ensayo
Asa bacterioldgica estéril
Agitador o vortex
Guantes y gafas de proteccion

Procedimiento

Lo

Inocular el medio MR-VP con la bacteria a estudiar.

Incubar a 35-37 °C por 24-48 horas.

3. Después de la incubacion, tomar 1 mL del cultivo e introducirlo en un tubo limpio (puedes usar
el mismo si es necesario).

4. Afadir:
o 15 gotas de reactivo A (a-naftol)
o 5 gotas de reactivo B (KOH)

Agitar vigorosamente durante 30 segundos (uso de vortex recomendado).

Dejar reposar el tubo en posicién vertical.

7. Observar el color durante 15 a 60 minutos.

no

oo

Interpretacion

Resultado Observacion Interpretacion

Desarrollo de un color rosado o rojo El  microorganismo  produce  acetoin
Positivo  cerezaen la capa superior (fermentacion butilenglicélica)

X No se produce acetoin; no usa esa via de

. El medio permanece amarillo o cobre g
Negativo fermentacion
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Ejemplos
Microorganismo Resultado VP

Enterobacter cloacae Positivo

Klebsiella pneumoniae [ Positivo

Escherichia coli X Negativo
Proteus vulgaris X Negativo
Salmonella spp. X Negativo

Precauciones

e Lareaccion puede tardar hasta 1 hora, pero no debe leerse antes de 15 minutos.
o El orden de adicion de reactivos es importante: primero a-naftol, luego KOH.

o Agitar bien tras afiadir los reactivos: el oxigeno favorece la formacion de diacetilo.

146

Dra. FLOR TERESA GARCIA HUAMAN
BIOLOGA - MICROBIOLOGA



UNIVERSIDAD NACIONAL TORIBIO RODRIGUEZ DE MENDOZA DE AMAZONAS
MANUAL TEORICO - PRACTICO DE MICROBIOLOGIA

INTERPRETACION DE RESULTADOS MICROBIOLOGICOS
1.-OBJETIVO
e Realizar la interpretacion de los resultados de diferentes pruebas de laboratorio.
I1.-Interprete y analice los siguientes recuentos bacterianos:

En una muestra de jugo después de realizar un analisis microbiano se encontr6 el crecimiento de 147
colonias en toda la placa eso significa que:

Se utilizd6 como medio de cultivo:

En una muestra de leche después de realizar un analisis microbiano se encontr6 el crecimiento de 117
colonias en toda la placa eso significa que:

Se utilizd6 como medio de cultivo:
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Respecto al alimento se puede decir que:

I11.- Interprete y analice las siguientes pruebas bioquimicas:

Una muestra de queso se sembré en agar Mac Conkey y se crecieron colonias transparentes, estas se
sembraron en agar TSI, LIAy Citrato. En agar TSI se observa el tubo rojo en la parte inclinada y amarillo
en la base. En agar LIA se ve todo el tubo color violeta y en el centro del tubo una mancha negra. El
tubo con agar citrato de observa de color azul. Eso significa que:

Las colonias en agar Mac Conkey (con respecto a la 1actosa) son: ............cccoeviviiiiiiiiiiiiinaninn...
La lectura @0 TSI 8. ...ttt e e
La Lectura €n Agar LIA €. .oouuiiiiiiii ettt e e et e et e e e e e
La Lectura en agar CITAt0 €SI «.......eutuun ittt ettt ettt e et et ettt et e e e aaeeaes
La especie 0 genero del MiCTrOOTZANISITO ©5: . ....u.uuuuerteteninintet et et et et et e et e e eaeeeeaaaaas

Respecto al alimento se puede decir que:

Una muestra de verduras se sembrd en agar Mac Conkey y se crecieron colonias rosadas, estas se
sembraron en agar TSI, LIA y Citrato. En agar TSI se observa el tubo amarillo con burbujas de gas. En
agar LIA se ve todo el tubo color violeta. El tubo con agar citrato de observa de color verde. Eso significa
que:

Las colonias en agar Mac Conkey (con respecto a la 1actosa) SOm: ..........ooeveiiiiiiiiiiiiiiiiiiinen
La lectura €N TSI @8: ... neeini ittt e e e e

Lalectura en Agar LA €8 ...ouiiinit it e e e e
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La lectura en agar CIEIAL0 ©8: .....uietit ittt ittt et ettt et et ettt e et et et ettt et et et e e e e e e ananeas
La especie 0 genero del MiCrOOTZaniSMO ©S: ......ueuutttneitt ettt ettt ettt ettt et et e aee e aeeaaenenes

Respecto al alimento se puede decir que:

149

Dra. FLOR TERESA GARCIA HUAMAN
BIOLOGA - MICROBIOLOGA



UNIVERSIDAD NACIONAL TORIBIO RODRIGUEZ DE MENDOZA DE AMAZONAS
MANUAL TEORICO - PRACTICO DE MICROBIOLOGIA

ANEXOS
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INHIBIDORES DEL CRECIMIENTO DE LAS BACTERIAS

Cuando cultivamos hongos (levaduras o mohos), especialmente en medios como agar Sabouraud, es
comun agregar inhibidores para evitar el crecimiento de bacterias, en especial Gram negativas, y facilitar
el aislamiento de hongos. Aqui te explico los principales inhibidores usados:

Inhibidores de bacterias (especialmente Gram negativas) en cultivo de hongos

1. Cloranfenicol

Tipo: Antibidtico de amplio espectro.

Accién: Inhibe la sintesis proteica bacteriana (eficaz contra Gram positivos y negativos).
Concentracion tipica: 0.05 g/L (50 mg/L).

Uso: Muy comin en medios como Sabouraud + Cloranfenicol (SDA-C).

Ventaja: No inhibe el crecimiento flngico.

2. Gentamicina

e Tipo: Aminoglucosido.

e Accion: Inhibe bacterias Gram negativas.

e Concentracién tipica: 5-40 pug/mL (dependiendo del fabricante).

e Uso: Puede usarse en combinacion con cloranfenicol para inhibir una gama mas amplia de
bacterias.

3. Cicloheximida (uso selectivo)

Tipo: Antifungico selectivo.

Accién: Inhibe hongos saprofitos (ambientales), pero NO los patégenos dimérficos o levaduras.
Uso: En medios como SDA + Cloranfenicol + Cicloheximida (también llamado Mycosel).
Advertencia: No usar si se sospecha un hongo patégeno como Histoplasma, Cryptococcus, etc.,
ya que podria inhibirlos.

4. Estreptomicina

e Tipo: Aminoglucésido.
e Accion: Actla contra bacterias Gram negativas (y algunas Gram positivas).
e Uso: Alternativa menos comdn que gentamicina hoy en dia.

Resumen de medios selectivos comunes para hongos:
Medio Componentes inhibidores Usos
Inhibe bacterias, permite crecer a la

SDA-C Sabouraud + Cloranfenicol .
mayoria de hongos
Mycosel / Mycobiotic Sabouraud + Cloranfenicol + Aisla  dermatofitos, inhibe hongos
Agar Cicloheximida saprofitos y bacterias
SDA-GC Sabourauo_l + Gentamicina + Inhlbe_z bacterias Gram positivas Yy
Cloranfenicol negativas

151

Dra. FLOR TERESA GARCIA HUAMAN
BIOLOGA - MICROBIOLOGA



UNIVERSIDAD NACIONAL TORIBIO RODRIGUEZ DE MENDOZA DE AMAZONAS
MANUAL TEORICO - PRACTICO DE MICROBIOLOGIA

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

>

Adams, M. R., & Moss, M. O. (2007). Food Microbiology (3rd ed.). Royal Society of
Chemistry.

Doyle, M. P., Diez-Gonzalez, F., & Hill, C. (2019). Food Microbiology: Fundamentals and
Frontiers (5th ed.). ASM Press.

Forsythe, S. J. (2020). The Microbiology of Safe Food (3rd ed.). Wiley-Blackwell.

Frazier, W. C., & Westhoff, D. C. (1993). Microbiologia de los Alimentos (5.2 ed.). McGraw-
Hill.

ICMSF (1980-2005). Microorganismos en los alimentos (vols. 1 a 8). Acribia.

Jay, J. M., Loessner, M. J., & Golden, D. A. (2005). Microbiologia Moderna de los Alimentos
(7.2ed.). Acribia.

Ray, B., & Bhunia, A. (2014). Microbiologia de los alimentos: Un enfoque de laboratorio.

Acribia.

152

Dra. FLOR TERESA GARCIA HUAMAN
BIOLOGA - MICROBIOLOGA



