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Objetivo:

e Aprender la técnica de siembra adecuada dependiendo de la consistencia del medio
de cultivo y la finalidad de dicha siembra
e Manipular los medios de cultivo en placa para obtener

Introduccion.

En la presente practica hacemos referencia a la creacién y al uso de medios de cultivo;
un medio de cultivo es una técnica de laboratorio con el objetivo de hacer crecer un
microorganismo como bacterias, virus y hongos, aunque también se utilizan para el crecimiento de
células o tejidos, esto se hace con el fin de separar diferentes especies bacterianas. La elaboracion
de estas manipulaciones debe ser llevadas a cabo de tal manera que se impida la contaminacion en
el area de trabajo. En la gran mayoria de cultivos sélidos se utiliza el agar como agente
gelificante, ya que no es reactivo con otros compuestos quimicos y la gran mayoria de
microorganismos no son capaces de degradarlo.

En pocos casos se obtendra cultivos bacterianos puros, ya que regularmente las bacterias
existen en poblaciones mixtas.

Lo que se utilizo en esta practica para realizar los cultivos fueron un trozo de carne de
puerco, jitomate y tortilla; estos alimentos se humedecieron y se conservaron en un
recipiente con tapa 8 dias antes de ser cultivadas; pasando este tiempo, en el laboratorio
hay que sacar la muestra de forma pura (que no se contamine), y asi tenir la muestra y poder
pasarla al microscopio y observar la presencia o ausencia de una bacteria.

Material.

Cajas Petri con medio de cultivo

Mechero

Medios de cultivo elaborados en la practica anterior
Caja de material

Hisopos

Asa bacterioldgica


http://www.agargel.com.br/agar-es.html

PROCEDIMIENTO
Preparacion del medio de cultivo

2.

3.

Diluir 5 gramos de grenetina en 100ml de agua fria, una vez diluida se debe calentar
para deshacer cualquier particula solida que haya quedado. No debe ebullir.

Se debera cubrir el matraz con un tapon hecho de algodon para que la solucién no
se contamine y se debera poner a hervir a fuego lento.

Dejar que se enfrié cerca del mechero; en ningin momento se debe apagar el
mechero y tampoco separa la solucion de él.

Vaciado

l.
2.

oUW

14.

Lavar previo a su uso cualquier material de cristaleria, en especial las cajas Petri.
Desinfectar con solucion clorada y colocar en posicion invertida, cercana al
mechero.

Marcar en la parte lateral la caja Petri previo a ser usada.

La caja Petri debera cerrarse previo al vaciado.

Se flameara la boca del matraz antes de hacer el vaciado.

Se acerca el matraz y la caja a la flama, se vacia una porcion del medio de cultivo en
la caja Petri en una porcion menor a la mitad de la caja, para ello:

Tomar una caja con la mano izquierda, colocarla frente al mechero y destaparla
parcialmente.

Verter aproximadamente 20 ml del medio en la primera caja de Petri con la mano
derecha.

Tapar inmediatamente la caja de Petri.

. Trasladar la caja debidamente tapada, a la derecha del mechero con la mano

izquierda, evitando agitar el contenido de la caja. (No la aleje mas de 50 cm. de
distancia de la llama del mechero)

. Flamear de nuevo la boca del Erlenmeyer.
12.
13.

Repetir el mismo procedimiento desde el inciso

Con la mano izquierda, destapar parcialmente la caja de Petri, sin soltar la tapa
superior.

Dejar solidificar el medio por término de 30 minutos

Toma de inoculo

w

Esterilizar el asa bacteriologica colocandola en un angulo de 45° en la periferia de la
flama del mechero hasta que tome un color rojo vivo en las tres cuartas partes del
filamento del asa.

Si el con el hisopo no se debe flamear, solo tomar la muestra, pues el hisopo esta
estéril.

Tomar el recipiente de la cepa con la mano izquierda

Introducir el asa tocando las paredes de la caja para enfriarla o tocar un extremo del
agar donde no haya crecimiento.

Tocar con el asa el crecimiento (no debe ser muy denso el indculo). Retirar el asa,
flamear la parte de la caja en cuestion y tapar.

Siembra de microorganismos.



7. Dejar al menos 48-72 hrs las cajas con el cultivo para incubar y observar el
crecimiento bacteriano.
Siembra

|. Tomar la placa Petri con la mano izquierda por la base con los dedos medio a mehique y
la tapa con los dedos pulgar e indice. Abrir la placa cerca del mechero.

2. Descargar en un primer cuadrante masivamente, hasta la mitad de la placa. Tapar la caja.
3. Girar la placa 90°.
4. Esterilizar el asa. Enfriar tocando una parte de la periferia del agar (alejada de la parte
donde se hizo la descarga).
5. Tocar con el asa el primer cuadrante tres veces y estriar el segundo cuadrante hasta la
mitad de la caja. (2° cuadrante)
6. Nuevamente esterilizar el asa como se procedié anteriormente y realizar un 3er.
Cuadrante (la estria es mas abierta de manera que se obtengan colonias aisladas)
Tincion de cultivo

|. Colocar la placa en una guardilla de tincion.

2. Cubrir el frotis con colorante Violeta de Genciana y esperar | minuto.

3. Escurrir el colorante de Violeta de Genciana sin enjuagar, cubrir con solucion Yodo

Gram y esperara | minuto.

4. Lavar con solucién de Acetona-Alcohol la mezcla para decolorar, dejar actuar de 5-
I5 segundos, en frotis delgados y de 15-60 segundos en frotis gruesos.
Enjuagar para remover restos de colorante.
Cubrir el frotis con colorante de Safranina y esperar | minuto.
Lavar repetidas veces con agua corriente o destilada hasta aclarar.
8. Secar al aire y observar al microscopio con objetivo de 100 X.

Now

Cuidados y otros aspectos relevantes de seguridad

|. Lavese las manos después de realizar cualquier tarea dentro de laboratorio de
microbiologia.

2. Todo el material empleado en las practicas microbiologicas se descarta en las bolsas

3. No dejar por ninglin motivo cajas, tubos o cualquier otro material contaminado, en
lugares que no corresponda al area de trabajo.

4. NINGUN EQUIPO DE PROTECCION SUSTITUYE EL CUIDADO, ORDEN Y
PRECAUCION QUE DEBE TENER CADA ESTUDIATE AL REALIZAR SU TRABAJO

Observaciones
Preparacion del medio de cultivo y vaciado:
I. Al entrar al laboratorio se desinfecto nuestra area de trabajo y los materiales que
ibamos a utilizar.
2. Se conecto el mechero al gas y lo encendimos.
3. Enun vaso precipitado se agregd 100ml y /2 cucharadita de grenetina, con el agitador
se mezcld hasta que ya no quedaron grumos, para después colocarlo en el mechero
para que la solucion se calentara.



Se retiro el vaso precipitado del mechero y después se vacio el contenido en el
matraz y se le coloco un tapéon hecho de algoddn y sobre este, se le coloco un
gorrito hecho de papel estraza.

Se coloco el matraz en el mechero hasta que el contenido comenzara a burbujear,
lo que significo que ya se encontraba en su punto de ebullicion. Se espero 5 min para
que se enfriara.

Teniamos 3 cajas Petri a las cuales les rotulamos un nombre para poder identificarlas;
después se flameo la caja Petri y el matraz con la sustancia para poder agregar la
sustancia a la caja Petri, cuidando que no se contaminara. Este procedimiento se
repitié 3 veces.

Se dejaron reposar las cajas Petri con la sustancia durante 2 dias y pasando este

Toma de in6culo y siembra

2.
3.

Después de dos dias entramos nuevamente al laboratorio, se limpié nuestra area
de trabajo y los materiales a utilizar.

Se encendi6 el mechero.

En la parte de debajo de las cajas Petri se coloco una cruz con plumén y para poder
dividirlas en 4 cuadrantes.

Nuestro primer cultivo para analizar fue el trozo de carne, la cual llevaba un olor
desagradable. Se flameo el asa bacteriologica y la caja Petri que contenia el medio
de cultivo. El asa bacterioldgica se paso sobre el cultivo de carne y después al medio
de cultivo donde se froto en forma de zigzag en cada uno de los cuadrantes sin que
chocaran unos con otros.

El segundo cultivo fue un jitomate, se flameo el asa bacterioldgica y la caja Petri que
contenia el medio de cultivo; el asa bacteriolégica se paso sobre el cultivo del



tanto este se volvio liquido

jitomate y después se paso al medio de cultivo y de igual manera se froto en forma
de zigzag en cada uno de los cuadrantes sin que chocaran unos con otros.

El tercer cultivo fue una tortilla, se flameo el asa bacteriologica y la caja Petri que
contenia el medio de cultivo; el asa bacteriologica se paso sobre el cultivo de la
tortilla y después se paso al medio de cultivo y se froto en forma de zigzag en cada
uno de los cuadrantes sin que chocaran unos con otros.

Dejamos reposar las muestras por 5 dias y después de haber pasado este tiempo
nos dimos cuenta de que las bacterias se habian comido el medio de cultivo por lo

, pero aun tenia presencia de bacterias.
y o . VI

Tincioén de cultivo

Con el asa bacteriolégica tomamos una pequeha muestra del trozo de carne y se
hizo el frotis sobre el portaobjetos, este se colocoé en una caja Petri para poder
colocarle 2 gotas de colorante de violeta de Genciana y se esperd Imin, después se
le agregd 2 gotas de yodo y de igual manera se espero | min, pasando el minuto se
le agrego acetona-alcohol para quitar la violeta y asi agregarle 4 gotas de safranina,
también se espero | min. Al finalizar se llevo el portaobjetos al lavadero para quitarle
los restos del colorante. Se le coloco un cubreobjetos al portaobjetos para asi poder
llevarlo al microscopio.

Esta muestra se observo con el objetivo de 10 y se observaba mas bacterias rosas (negativas:

3/3) que moradas (positivas:1/3).




Con el asa bacteriologica tomamos una pequena muestra del jitomate y se hizo el
frotis sobre el portaobjetos, este se colocd en una caja Petri para poder colocarle 2
gotas de colorante de violeta de Genciana y se esperd Imin, después se le agrego 2
gotas de yodo y de igual manera se esper6 | min, pasando el minuto se le agrego
acetona-alcohol para quitar la violeta y asi agregarle 4 gotas de safranina, también se
espero | min. Al finalizar se llevé el portaobjetos al lavadero para quitarle los restos
del colorante. Se le coloco un cubreobjetos al portaobjetos para asi poder llevarlo
al microscopio.

Esta muestra fue observada con el objetivo de 10 y habia mas bacterias moradas

(positivas 3/3) y pocas bacterias rosas (ne

sativas 2/3).

Con el asa bacterioldgica tomamos una pequena muestra de la tortilla y se hizo el
frotis sobre el portaobjetos, este se colocd en una caja Petri para poder colocarle 2
gotas de colorante de violeta de Genciana y se esperd Imin, después se le agrego 2
gotas de yodo y de igual manera se esper6 | min, pasando el minuto se le agrego
acetona-alcohol para quitar la violeta y asi agregarle 4 gotas de safranina, también se
espero | min. Al finalizar se llevé el portaobjetos al lavadero para quitarle los restos
del colorante. Se le coloco un cubreobjetos al portaobjetos para asi poder llevarlo
al microscopio.



Esta muestra fue observada con el objetivo de 10, pudimos observar un tipo de nudo
que contenia mas bacterias moradas (positivas 3/3) y pocas bacterias rosas (negativas
1/3). En esta muestra las bacterias se cristalizaron porque no hubo una buena tincion.
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Resultados
En lo personal siento que el objetivo si se cumplio, ya que pudimos crear los medios de
cultivos sin que estos fueran contaminados, solo que los resultados finales no fueron tan
buenos ya que las bacterias causaron licuefaccion en el medio de cultivo y no pudimos
observar si habia colonias de bacterias.

Conclusion

El objetivo se cumplio, hicimos unas buenas siembras y tinciones de las muestras, aunque
nos hubiera gustado observar algunas colonias de bacterias.

Cuestionario

l.- {Qué es un medio sélido en microbiologia?

Se utilizan para obtener bacterias aisladas por la formacion de colonias sobre la superficie
del medio de cultivo y para el estudio de la morfologia de las colonias, lo que no permiten
los medios liquidos.

2.- ;Qué es flamear?

El flameado es un método de desinfeccion fisico por calor seco por fuego directo, con esto
conseguimos que el utensilio que vayamos a utilizar este desesterilizado para que no se
contamine nuestros utensilios.

3.- ;Como se realiza el método de siembra por estria?

La técnica de siembra en estria es usada para aislar cepas puras en una placa Petri a partir
de un indculo o muestra con diferentes especies. La técnica consiste en, mediante un asa
de siembra previamente esterilizada, rayar la superficie de cultivo de una placa Petri de
forma que en cada pasada sea menor el niUmero de células depositado, las ultimas pasadas
deberan

depositar un niumero tan bajo de células que, una vez incubadas, se formen colonias puras.

4.- ;Por qué no se debe hablar durante los procedimientos de determinacion de
presencia de microorganismos?

Porque nuestra area de trabajo debe de estar completamente estéril y al hablar se podrian
introducir microorganismos que contaminen nuestros cultivos.



5.- ;Qué son los medios de enriquecimiento?

Son aquellos que favorecen el crecimiento de determinado tipo de microorganismo sin
llegar a inhibir totalmente el crecimiento de los demas.

6. Investigue sobre las buenas practicas en un laboratorio de microbiologia.

Las buenas practicas en un laboratorio microbiolégico consisten en actividades que
dependen de varios principios: técnicas asépticas, control de medios, control de cepas de
referencia, operacion y control de equipos, registro detallado y evaluacién de datos, asi
como capacitacion del personal de laboratorio



