
 
 
 

Manual de Laboratorio Microbiología 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Janeth Sanabria Gómez-Ph. D 
Danny Mercedes Acevedo. -Microbióloga 

 
 
 
 
 
 

CURSO DE MICROBIOLOGIA AMBIENTAL 
PARA:  Estudiantes de  Ingenieria Sanitaria y Ambiental 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

UNIVERSIDAD DEL VALLE 
FACULTAD DE INGENIERIA 

ESCUELA DE INGENIERIA  RECURSOS NATURALES Y DEL AMBIENTE 
AREA DE INGENIERIA SANITARIA Y AMBIENTAL 

LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA 
Derechos reservados 2001  



TABLA DE CONTENIDO 
 
 
 
 

0 INTRODUCCIÓN 

1. 
 
NORMAS Y SUGERENCIAS PARA TRABAJAR EN EL 
LABORATORIO DE MICROBIOLOGÍA 

2. 
 

 
IDENTIFICACIÓN DE MATERIALES Y EQUIPOS USADOS EN 
MICROBIOLOGIA 
 

3. LAVADO Y ESTERILIZACIÓN DE MATERIALES  

4. PREPARACIÓN DE MEDIOS DE CULTIVO   

5. TOMA DE MUESTRAS, PROCESAMIENTO Y SIEMBRA 

6. AISLAMIENTO DE CULTIVO PURO O AXENICO 

7. 

PROCESAMIENTO Y RECUENTO DE COLIFORMES 
TOTALES Y FECALES POR NUMERO MÁS PROBABLE 
(NMP). 
 

8. 
PROCESAMIENTO Y RECUENTO DE COLIFORMES 
TOTALES Y FECALES POR FILTRACION POR MEMBRANA 
 

9. OBSERVACIÓN E IDENTIFICACIÓN DE BACTERIAS 
COLORACIÓN SIMPLE Y DE GRAM 

 
10. 
 

 
METABOLISMO BACTERIANO 
 

11. BACTERIAS PATOGENAS 

12. IDENTIFICACIÓN DE HONGOS, ALGAS Y PROTOZOOS 
 

13. 
 
GLOSARIO 
 

14. BIBLIOGRAFÍA 
 
 
 
 
 
 



 
INTRODUCCION 

 
 
 
El estudio de la Microbiología es un campo muy amplio que posee varias áreas de 
aplicación en las que se destaca la Microbiología medica, industrial, agrícola, de 
alimentos y ambiental.  Cada una de estas áreas posee un objeto de estudio 
especifico el cual se relaciona con un conjunto de problemas particulares. 
 
La Microbiología ambiental se destaca por estudiar no solo un microorganismo, 
sino consorcios de los mismos que actúan conjuntamente para transformar un 
contaminante; en este sentido los métodos de estudio de la Microbiología 
Ambiental deben contemplar la diversidad microbiológica de cada sistema en 
estudio  y de las diferentes relaciones que se establecen entre ellos así como el 
entorno físico y químico en que ellos se encuentran.  
 
Por otra parte la Microbiología Ambiental considera él diagnostico de 
microorganismos patógenos presentes en aquellos desechos, sistemas o 
subproductos de estos, que pueden entrar por diferentes vías en contacto con el 
humano. 
 
Teniendo en cuenta el objetivo por el cual se estudian los microorganismos, 
también serán importantes grupos microbianos específicos, en este sentido la 
Microbiología Ambiental considera grupos específicos, dependiendo de los 
sistemas de tratamiento, los contaminantes que degraden, las condiciones 
ambientales y los patógenos de interés.  Podemos destacar entre las bacterias los 
degradadores de la materia orgánica (heterótrofos), aerobios y anaerobios; 
oxidadores y reductores de compuestos de azufre; nitrificantes y denitrificantes; 
Pseudomonas, Coliformes fecales y otros entéricos.  Virus, protozoos y algas. 
 
Aunque los helmintos son gusanos planos y redondos característicos por ser 
parásitos del humano y otros animales, se han incluido en el estudio para este 
curso debido a su interés sanitario y su presencia en diferentes sistemas de 
tratamiento. 
 
Aquí planteamos un curso para capacitarse en el manejo  del laboratorio y en 
algunas pruebas especificas.  Sin embargo el desarrollo de las diferentes 
actividades propias del estudio microbiológico de los sistemas de tratamiento 
dependerá del interés y apoyo a la investigación que pueda tener el laboratorio. 
 
Se propone para el logro de los objetivos un mínimo de 10 prácticas, cada práctica 
se propone para un máximo de tres personas. 
 
 
 
 



 
NORMAS Y SUGERENCIAS PARA TRABAJAR EN ÉL 

LABORATORIO DE MICROBIOLOGÍA 
 
 
 
 Normas a seguir en el laboratorio 
 

1. El uso de la bata de laboratorio es indispensable para asistir a la práctica. 
2. No se debe comer, fumar, ni beber en el laboratorio. 
3. Mantenga la mesa libre de todo lo que no sea esencial. 
4. Limpiar y desinfectar la superficie de mesones antes y después del trabajo 

del día. 
5. Lave sus manos con agua y jabón antes y después de cada práctica.  

Luego asegure de frotarse las manos con alcohol. 
6. Llevar registro de sus análisis indicando: Tipo de muestra, procedencia, 

fecha, tipo de siembra o método,  cultivos empleados y resultados 
obtenidos. 

7. Identificar las muestras antes de comenzar el análisis, no desechar hasta 
obtener el resultado (contramuestra). 

8. El material a examinar debe tocarse exclusivamente con instrumentos 
estériles. 

9. En caso de regarse un cultivo sobre la mesa o el piso o cualquier accidente 
como cortadura, quemaduras, caída del material infectado en la conjuntiva 
ocular, ruptura de una lámina montada al microscopio de aviso inmediato al 
profesor o monitor. Tome todas las precauciones posibles para evitar estos 
accidentes. 

10.Cuando tenga el asa bacteriológica cargada con algún cultivo de 
microorganismos no se desplace de un área a otra ya que puede crear 
aerosoles, trabaje solo en su puesto. 

11.Flamee el asa antes y después de usarla. 
12.Descarte todo el material usado en recipientes destinados para tal fin por 

ningún motivo en los desagües o lavatorios. 
13.Tenga cuidado con las preparaciones teñidas ya que puede salpicar 

colorantes a mesones y pisos. 
14.Al final de la práctica dejar el lugar limpio y ordenado. 
 
 

Sugerencias para el trabajo en el laboratorio 
 
1. Es muy importante la asistencia a la práctica a la hora indicada, ya que las 

explicaciones se darán en los primeros minutos. 
2. Antes de comenzar la práctica, léase la guía de laboratorio.  Esto le ayudará 

a entender mejor y a realizar un ordenado y eficiente trabajo de laboratorio. 
3. Anote todos los resultados y las explicaciones pertinentes. 
4. Cada sesión de laboratorio deberá iniciarse con una corta explicación.  No 

empiece a trabajar hasta que haya recibido todas las instrucciones.  



La buena técnica de laboratorio depende primordialmente de que se sepa lo 
que se va a hacer. 

5. Los instrumentos de laboratorio son muy delicados.  Tenga mucho cuidado 
al manejarlos.  Cualquier pequeño descuido puede ocasionar una pérdida 
irreparable. 

6. El material entregado para la práctica debe ser devuelto antes de 
abandonar el laboratorio. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



IDENTIFICACION DE MATERIALES Y EQUIPOS UTILIZADOS EN 
MICROBIOLOGIA 

 
 
 
 
OBJETIVOS 
 
Al finalizar el presente laboratorio el estudiante estará en capacidad de reconocer 
las diferentes partes del microscopio y utilizarlas correctamente.  También 
conocerá los diferentes instrumentos y materiales usados en el laboratorio de 
microbiología. 
 
 
INTRODUCCIÓN 
 
La microbiología es una ciencia muy interesante y fascinante y para su estudio y 
comprensión es necesario efectuar algunas determinaciones prácticas para lo cual 
es necesario el conocimiento y manejo de algunos materiales e instrumentos de 
uso común; por esa razón en este material bibliográfico se hizo un apartado al 
inicio para presentar el nombre, uso y clasificación de algunos materiales que se 
usan con mucha frecuencia en esta ciencia. Es bueno mencionar que este 
apartado se trata en forma somera porque no es un libro cuyo objetivo principal 
sea el profundizar en el uso y clasificación del instrumental de laboratorio. 
 
 
EL MICROSCOPIO 
 
Un microscopio simple no es más que una lente biconvexa, es decir solo tiene un 
sistema de lentes, pero el microscopio compuesto emplea dos sistemas de lentes 
separados, consiguiendo con ellos mayores aumentos. Al ser el microscopio 
compuesto un instrumento fundamental en microbiología, el conocer los principios 
básicos de la microscopía y la pericia en el empleo y la  manipulación de este 
instrumento, son requisitos imprescindibles para casi cualquier estudio en esta 
ciencia. 
 
 
DESCRIPCIÓN DE LAS PARTES DEL MICROSCOPIO  
 
 
Parte Mecánica 
 
Pie base o soporte basal:  Es una pieza maciza y pesada para asegurar la 
estabilidad del aparato y servir de soporte a sus demás partes. 
 
Platina:  Es una pieza metálica redonda o cuadrada, donde se colocan las 
preparaciones; tiene en le centro una abertura por la cual pasan los rayos 



luminosos procedentes del sistema de iluminación. En los microscopios corrientes 
puede estar fija o adosada a un carro con los tornillos de cremallera que permiten 
dos movimientos de traslación para controlarla, y también, si los tornillos están 
graduados para medir sus desplazamientos. 
 
Las preparaciones sujetas con las platinas fijas, por medio de dos palanquitas 
móviles y en las platinas de carro por un reborde, en forma de escuadra y pestillo 
que le impide cualquier movimiento imprevisto. 
 
Tubo:  En el está instalado el sistema óptico. Esta constituido por dos tubos o 
cuerpos. Uno de ellos externo, en el cual se encuentran la cremallera y el ocular y 
otro interno adosado al interior, donde esta el objetivo. Son corrientes en los 
aparatos modernos los binoculares, que facilitan la visión con ambos ojos. 
 
Revolver :Pieza circular y giratoria. En ella se insertan en sentido antihorario los 
objetivos; sin embargo  su movimiento, para colocar en posición un objetivo, debe 
ser en sentido horario. 
 
Brazo o soporte vertical:  Parte por medio de la cual debe asirse el microscopio 
para transportarlo de un lugar a otro. 
 
Carro o escuadra, Pinzas:  Parte mecánica accionable, mediante dos tornillos 
que permiten movimientos laterales o longitudinales para colocar la preparación en 
posición de observación. En algunos casos es reemplazable por pinzas. 
 
Tornillo macrométrico:  Tornillo de paso largo y por el cual se ejecutan 
desplazamientos a veces imperceptibles a simple vista. 
 
Tornillo micrométrico:  En contraposición al anterior su paso es pequeñísimo y 
sus desplazamientos a veces imperceptibles. Debe utilizarse con sumo cuidado. 
 
Parte óptica  
 
Objetivos:  Son uno de los elementos más importantes del microscopio. Están 
formados por la reunión de varias lentes para corregir las aberraciones. Deben 
tratarse con mucho cuidado, pues cualquier golpe puede variar la posición de las 
lentes y averiarlas. Se atornillan a la parte del tubo o al revolver porta-objetivos.    
En cuanto a los objetivos tenemos dos clases: 
 

• 

• 

Objetivos secos: Son los que se emplean mas corrientemente. Entre la 
lente frontal y el porta objetivos sólo hay aire. A este grupo pertenecen los 
objetivos de menores aumentos tales como 10X y 40X. 

 
Objetivos de inmersión:  Como se había mencionado anteriormente se 
llama así a aquellos en los cuales, para la observación de interponerse 
entre la lente frontal y la preparación un líquido como por ejemplo aceite. 

 



 
Oculares:  Los forman dos lentes separados por un diafragma y van montados en 
la parte superior del tubo. La lente superior se llama lente ocular; la inferior lente 
de campo. 
 
Sistema de Iluminación:  Se encuentra situado bajo la platina y tiene la misión de 
iluminara los objetivos por medio de la luz transmitida, con excepción de los 
microscopios que  utilizan el sistema de epiluminación descrito anteriormente. 
Puede constar de: Fuente de luz natural o artificial. En este último caso es muy 
común el uso de un filamento de tungsteno incandescente por la corriente 
eléctrica. 
 
Espejo:  Redondo y adaptable a las mas variables posiciones, tiene una superficie 
plana y otra cóncava que pueden intercambiarse a voluntad. 
 
Diafragma:  Va montado sobre la platina y permite graduar según la necesidad, la 
intensidad luminosa; el mas usado hoy es el tipo iris, accionable mediante 
manecilla lateral. 
 
Condensador:  Consta de un sistema de lentes colocados bajo la platina. Su 
función es condensar el haz de rayos luminosos, permitiendo una iluminación 
uniforme del campo microscópico. Se acciona por medio de un tornillo, el cual 
permite graduar la intensidad. 
 
 
RECOMENDACIONES PARA LA ADECUADA CONSERVACIÓN DEL  
MICROSCOPIO 
 
• No tocar nunca las lentes: Si se ensucian estas, limpiarlas suavemente con 

papel de seda especial para lentes. 
• No dejar el porta-objetos sobre la platina, cuando no se esta usando el 

microscopio. 
• Limpiar siempre el objetivo de inmersión después de usarlo. Si 

involuntariamente los objetivos de pocos aumentos se manchan de aceite, 
limpiarlos suavemente con papel especial.  

• Mantener seca y limpia la platina del microscopio, si se derrama sobre ella 
algún líquido, secarla con un paño. 

•  No inclinar el microscopio cuando se esta trabajando con aceite de inmersión. 
Este puede caer al sistema mecánico de la platina de donde es difícil limpiarlo, 
o puede gotear al condensador y allí solidificarse. 

• Cuando no este en  uso el microscopio, cubrirlo con la funda y guardarlo. 
• No forzarlo nunca. Todas las conexiones deben funcionar suave y fácilmente. 

Si algo no funciona bien, no intentar arreglarlo uno mismo. Llamar 
inmediatamente al instructor. 

• Las lentes objetivo no deben tocar nunca el porta-objetos. 



• No bajar el tubo del microscopio con el tornillo de enfoque grueso mientras se 
esta mirando  por el ocular. 

• No intercambiar los objetivos o los oculares del microscopio distintos, y bajo 
ninguna circunstancia, separar las lentes frontales de los objetivos. 

• Cuando no se usa, guardar el microscopio en su caja. Dejarlo con el objetivo 
de pocos aumentos y asegurarse que la parte mecánica de la platina no 
sobresalga del borde de la misma. 

 
Grupo 1 de Aparatos (ABMM) 
 
 

DIBUJO NOMBRE USO 
    
      
 

 
 
 

Balanza Analítica 

 
Es un aparato que tiene una 
gran sensibilidad, algunas 
tienen hasta 1 diezmilésima 
de sensibilidad. 
 

 
     
 

 
 
 

Balanza 

 
 
Es una aparato que permite 
pesar sustancias, su 
sensibilidad es de 1 décima de 
gramo. 
 

 
 
Grupo 2 de Aparatos (ABME). 
 

DIBUJO NOMBRE USO 
 
       
 
 

 
 
 
 

Autoclave 

 
Es un equipo que se utiliza 
para la esterilización de 
material, tanto de limpio como 
contaminado, que se basa en 
la producción de vapor 
contenido a altas presiones. 
 

 
        
 

 
 
 
 

Vortex 

 
 
 
Es un aparato que permite 
agitar sustancias en forma 
homogénea. 

     
      
 

 
 
 

PH-metro 

 
 
Es un aparato que permite 
medir el pH  
de las sustancias. 
 

 
          
 

 
 
 

Destilador 

 
Equipo que permite la 
reducción de la cantidad del 
total de sales disueltas (TSD) 



de aguas dulces a salobres 
 

  
 
           

 
 
 

Cámara de Anaerobiosis 

 
Es una cámara con atmósfera 
controlada por medio de 
gases especiales para el 
cultivo de bacterias 
anaerobias. 
 

 
 
        

 
 
 

Incubadora 

 
Se Usa para mantener a una 
temperatura constante los 
cultivos microbiológicos, y 
asegurar el crecimiento de los 
microorganismos. 
 

 
 
      

 
 
 
 

Cromatógrafo con integrador 

 
Se usa en la identificación de 
los gases producidos en el 
metabolismo bacteriano.  El 
integrador reporta los 
resultados obtenidos por el 
cromatógrafo. 
 

 
           
 

 
 

Horno 
 
 

 
Se usa para secar el material 
de vidrio usado en el 
laboratorio, y guardar el 
material esterilizado. 
 

 
 
 
        

 
 
 
 

Nevera 

 
Se usa para almacenar 
material limpio y conservar los 
microorganismos.  También se 
emplea para conservar 
reactivos que requieren bajas 
temperaturas. 
 

 
 
     

 
 
 

Cuenta Colonias 

 
Se utiliza para aumentar la 
vista de las colonias en la caja 
de petri, con el fin de facilitar 
la identificación microscópica 
y el conteo. 
 
 

 
       
 

 
 

Plancha de calentamiento y 
agitación 

 
Es un aparato que permite 
calentar sustancias. 
 

 
        

 
 
 

Baño Marìa 

 
Es un aparato que se utiliza 
para desgelificar los medios 
de cultivo y mantenerlos a una 
temperatura constante. 
 



 
Grupo 3 Utensilios de sostén.  
 
Son utensilios que permiten sujetar algunas otras piezas de laboratorio. En este 
material bibliográfico se le asignaron las siglas UDS. Dentro de esta categoría 
tenemos a los siguientes utensilios. 
 

DIBUJO NOMBRE USO 
 
     

Gradilla. 

 
Utensilio que sirve para 
colocar tubos de ensayo. 
Este utensilio facilita el manejo 
de los tubos de ensayo. 
 

  
    
 

Pinzas para crisol. 
 
Permiten sujetar crisoles 
 

 
        
 

 
Pinzas para tubo de ensayo. 

 
Permiten sujetar tubos de 
ensayo  
 

 
 
Grupo 4 Utensilios de uso específico. 
 
Son utensilios que permiten realizar algunas operaciones específicas y sólo puede 
utilizarse para ello.  En este material bibliográfico se le asignaron las siglas UDUE. 
Dentro de esta categoría tenemos a los siguientes utensilios. 
 

DIBUJO NOMBRE USO 
 
         
 

Agitador de vidrio. 
Están hechos de varilla de 
vidrio y se utilizan para agitar 
o mover sustancias.. 

 
     
 Asa de siembras 

 
Se usan para inocular 
muestras o bacterias puras en 
los medios de cultivo. 
 

 
       
 Tapones caucho 

 
Se usan para taponar tubos 
de ensayo para análisis 
anaeróbicos. 
 

 
       

Pipeteador 

 
Se usa para absorber líquidos 
a través de pipetas. 
 
 

 
       
 

Jeringas Se utilizan para tomar e 
inocular sustancias. 

 Cubetas para tinción  



         Se usan para contener los 
colorantes y sumergir en ellas 
el material a teñir. 
 

 
           
 Pipetas Pasteur 

 
Se usan para tomar pequeños 
volúmenes de sustancias. 
 

 
        
       

Portaobjetos 

 
 
Se usan para depositar en 
ellos las muestras a observar 
al microscopio. 
 
 

 
        

Cubreobjetos 

 
Se usan para cubrir las 
muestras que están sobre el 
portaobjetos. 
 
 

 
       Cajas de petri 

 
 

 
Se usan para contener los 
medios de cultivo donde 
posteriormente se realiza la 
siembra. 
 

 
      

Cámara de Newbauer. 

 
 
Se usa para el conteo de 
células. 
 
 

 
       
  

Crisol  

 
Permite realizar calentamiento 
de sustancias a altas 
temperaturas.  
 

 
        

Embudo de polietileno. 

  
 
Es un embudo que presenta 
un diámetro de 90 mm. Se 
utiliza para envasar sustancias 
o soluciones. 
 
 

 
       

Espátula 

 
 
Permite tomar sustancias 
químicas y medios de cultivo. 
 
 
 

 
 
            

Mechero bunsen 
 
Son utensilios metálicos que 
permiten calentar sustancias. 



 
 
       
             

Presentan una base, un tubo, 
una chimenea, un collarín y un 
vástago. 
Con ayuda del collarín se 
regula la entrada de aire. Para 
lograr calentamientos 
adecuados hay que regular la 
flama del mechero a modo tal 
que ésta se observe bien 
oxigenada (flama azul). 
 
 

 
 
           

Mortero de porcelana con 
pistilo o mano. 

 
Son utensilios hechos de 
diferentes materiales como: 
porcelana, vidrio o ágata, los 
morteros de vidrio y de 
porcelana se utilizan para 
triturar materiales de poca 
dureza y los de ágata para 
materiales que tienen mayor 
dureza. 
 

 
 
          
 Termómetro 

 
 
Es un utensilio que permite 
medir la temperatura que 
tienen algunas sustancias . 
 
 
 

 
 
            

Malla de asbesto 

 
Son mallas de hierro más o 
menos finas, a veces con un 
circulo de asbesto en el centro 
(malla de asbesto). Son 
usadas cuando no se requiere 
calentamiento a fuego directo, 
el asbesto es buen aislante 
del calor. 
 

 
                   

Escobillas O Churruscos 

 
Para el lavado del material de 
vidrio. Los más comunes se 
utilizan para tubos de ensayo, 
buretas y para balones. 
 

 
Grupo 5 Utensilios volumétricos.  
 
Son utensilios que permiten medir volúmenes de sustancias líquidas. En este 
material bibliográfico se le asignaron las siglas UV.  De esta categoría tenemos a 
los siguientes utensilios. 
 



DIBUJO NOMBRE USO 
    
 
            

 
Balon aforado 

 

 
 
Son matraces de vidrio que 
permiten realizar soluciones 
valoradas, los hay de diversas 
medidas como: 50ml, 100ml, 
250 ml, 500 ml,1L etc. 
 
 

 
 
 
 
 

Pipetas. 

 
Este material existe en dos 
presentaciones:  
Pipetas aforadas.  
Pipetas volumétricas. 
Las primeras permiten medir 
diversos volúmenes según la 
capacidad de esta, las 
segundas no están graduadas 
y sólo permiten medir un 
volumen único. 
 

        
 
           

Probeta. 

 
Este material permite medir 
volúmenes,  
las hay de vidrio y de plástico 
y de diferentes capacidades. 
 

 
Grupo 6 Utensilios usados como recipientes.  
 
 
Son utensilios que permiten contener sustancias, en este material bibliográfico se 
le asignaron las siglas UUCR. Dentro de esta categoría tenemos a los siguientes 
utensilios. 
 
 

DIBUJO NOMBRE USO 
     
      

 
 

Frasco gotero. 

 
Permite contener sustancias 
que se necesitan agregar en 
pequeñas cantidades. 
 
 

     
 
 
       
           

 
 
 
 
 
 

Frascos reactivos. 

 
Permite guardar sustancias para 
almacenarlas, los hay ámbar y 
transparentes, los de color ámbar se 
utilizan para guardar sustancias que 
son alteradas por la acción de la luz 
del sol, los de color transparente se 
utilizan para guardar sustancias que 



no son afectadas por la luz solar. 
 

 
           

 
 

Vasos de precipitado 

 
 
Permite calentar y contener 
sustancias 
. 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 

Matraces 
 
 

 
 Son recipientes de vidrio, esféricos, 
de fondo redondo, provistos de un 
cuello, sirven para calentar líquidos. 
Hay balones con cuello más largo y 
soldado a él un tubo estrecho 
inclinado ligeramente hacia abajo 
(balones de destilación).  
 

 
          

 
 
 

Matraz Erlenmeyer 

 
Es un utensilio que se emplea para 
contener sustancias, los hay de varias 
capacidades. 
 

           
 
         

 
 
 
 

Frasco lavador 

 
Es un recipiente que se utiliza para 
contener agua destilada, este 
utensilio facilita la limpieza de 
electrodos. 
 
 

  
       

 
 
 

Tubos de ensayo 

 
Estos utensilios sirven para hacer 
experimentos o ensayos los hay en 
varias medidas y pueden ser de vidrio 
o de plástico. 
 
 

 
       

Tubo de centrifuga 

 
 
 
Se usa para obtener precipitados de 
líquidos, por medio de la 
centrifugación. 
 
 
 

            
         
      

 
 

Frasco de rosca 

 
 
Se usa para la toma de muestras. 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
Su objeto es quitar humedad a 
algunas sustancias mediante otras 
sustancias que son ávidas de ella 
(ácido sulfúrico concentrado, cloruro 
de calcio fundido, carbonato de 



 
        

 
 
 

Desecador 
 
 
 

potasio, óxido de calcio, anhídrido 
fosfórico, etc.). La sustancia a 
desecar se coloca en recipientes 
especiales en el compartimiento 
superior, mientras la sustancia 
desecadora va en el compartimiento 
inferior comunicado con el anterior 
por un orificio. 
 

 
 

 
 
 
 

 
LAVADO Y ESTERILIZACIÓN DE MATERIALES 

 
 
 
OBJETIVOS 
 

• Reconocer cuales son los agentes de control más empleados para combatir 
los microorganismos. 

• Conocer el efecto que causa cada uno de los agentes de control microbiano 
sobre la célula. 

 
 
INTRODUCCIÓN 
 
Los microorganismos pueden producir enfermedades cuando infectan personas, 
animales y plantas y cuya gravedad oscila entre una infección débil, intoxicación e 
incluso la muerte.  Pueden contaminar los alimentos y producir cambios físicos y 
químicos en ellos, haciéndolos en algunos casos incomibles e incluso venenosos.  
Los microorganismos son responsables también de la alteración de muchos otros 
materiales, generando graves pérdidas económicas.  Por ello es indispensable 
disponer de procedimientos para controlar la contaminación y el crecimiento 
microbiano.  Las principales razones para controlar la contaminación y el 
crecimiento microbiano.  Las principales razones para controlar a los 
microorganismos pueden resumirse de la siguiente forma: 
 

• Para evitar la transmisión de las enfermedades y las infecciones. 
• Para eliminar los microorganismos de un hospedador que está 

infectado. 
• Para eliminar microorganismos de diferentes materiales y así evitar su 

deterioro y alteración. 
 
MARCO TEORICO  



 
 Los microorganismos pueden ser eliminados, inhibidos o muertos por agentes 
físicos, agentes químicos, o por procesos físicos y agentes quimioterapéticos.  Se 
dispone de una gran variedad de técnicas y agentes que actúan de maneras 
diferentes y cada uno tiene su aplicación y límite de uso.  
 
Un agente físico es una propiedad o condición que causa un cambio, por ejemplo 
la temperatura, la presión, radiación  y los filtros.  
 
Un agente químico es una sustancia que causa una reacción específica y que se 
caracterizan por una estructura molecular típica, por ejemplo tenemos los 
compuestos fenólicos, los alcoholes, alógenos (cloro y yodo), aldehídos, oxido de 
etilo, fenoles.  
 
Un proceso físico es un procedimiento que causa un cambio, por ejemplo la 
filtración la esterilización, incineración, higienización.  
 
Se utilizan varios términos específicos para escribir a estos agentes y 
procesos: 
 
Esterilización:  El proceso que destruye todas las formas de vida se llama 
esterilización. Un objeto estéril, en sentido microbiológico esta libre de 
microorganismo vivos.  Un objeto ó una sustancia está estéril ó no está estéril; no 
puede estar nunca semiestéril o casi estéril.  
 
Desinfectante:  Un agente, usualmente un producto químico que mata las células 
vegetativas pero no necesariamente las formas esporuladas de los 
microorganismos productores de enfermedades, se denomina un desinfectante.  
El término se aplica comúnmente a sustancias usadas sobre objetos inanimados.  
La desinfección es el proceso mediante el cual se destruyen las células 
vegetativas pero no necesariamente las esporas de los agentes infecciosos. 
 
Antiséptico: Una sustancia que se opone a la infección (sepsis) o previene 
crecimiento o acción de los microorganismos, bien sea destruyendo o bien 
inhibiendo su crecimiento ó actividad, se denomina un antiséptico.  El término está 
usualmente asociado a sustancias aplicadas al cuerpo. 
 
Higienización:  Un agente que reduce la población microbiana hasta niveles que 
se juzgan seguros para las exigencias de la salud pública se denomina un 
higienizante.  Usualmente es un agente químico que mata el 99.9% de las 
bacterias en crecimiento.  Los higienizantes suelen aplicarse a objetos inanimados 
y generalmente se emplean en el cuidado diario de equipos y utensilios en las 
plantas lecheras y de preparación de alimentos,  así como para los vasos, platos y 
utensilios en los restaurantes.  El proceso de desinfección producirá higienización.  
Sin embargo en el sentido estricto, higienización implica una condición sanitaria ó 
de limpieza cosa que la infección no implica necesariamente.   
 



Germicida (microbicida):  Un agente que mata las células vegetativas pero no 
necesariamente las formas esporuladas de los gérmenes se llaman germicida 
(microbicida).  En la práctica, germicida es casi sinónimo de desinfectante.  Pero 
un germicida se usa generalmente para toda clase de gérmenes microbios y para 
cualquier aplicación.  
 
Bactericida:  Un agente que mata las formas vegetativas de las bacterias.  Del 
mismo modo, los términos fungicida, viricida y esporocida se refieren a agentes 
que matan a los hongos, virus y esporas respectivamente.   
 
Bacteriostasis:  Una condición en la que se previene (se inhibe) el crecimiento de 
las bacterias se denomina bacteriostasis (adjetivo: bacteriostático.  Del mismo 
modo, fungistático describe la acción de un agente que detiene el crecimiento de 
los hongos.  Los agentes que tienen en común la capacidad de inhibir los 
crecimientos de los microorganismos se designan colectivamente, como agentes 
microbiostáticos.   
 
Agente Antimicrobiano:  El término de agente antimicrobiano se refiere a un 
agente que interfiere con el crecimiento y metabolismo de los microbios.  En el uso 
común, el término denota inhibición de crecimiento y cuando se refiere a grupos 
específicos de organismos, suelen usarse con frecuencia los términos tales como 
antibacteriano ó antifungico.  Algunos agentes antimicrobianos se utilizan 
específicamente para el tratamiento de infecciones, estos se denominan agentes 
terapéuticos.   
 
 

CONTROL DE MICROORGANISMOS POR AGENTES FISICOS 
Y/O PROCESOS FISICOS 

 
 
Son una condición o propiedad física que causa un cambio.  La temperatura, la 
presión, la radiación, la desecación, así como la filtración son ejemplos de agentes 
físicos. 
 
TEMPERATURA 
 
Es un factor de enorme importancia ya que la temperatura influye mucho en las 
velocidades de reacción de todos los procesos químicos metabólicos ligados al 
crecimiento de todo organismo.  El aumento o la disminución de la temperatura 
pueden retardar en algunos casos el crecimiento, e incluso pueden destruir al 
microorganismo contaminante.  La temperatura es una magnitud que expresa el 
nivel de calor que sufre un cuerpo, entonces, el control de microorganismos por 
aumento de la temperatura es igual que por el aumento de calor del medio donde 
se encuentra. 
 
Es bien sabido que todos los organismos dependen del agua, la mayoría de su 
masa total es agua y todas las actividades metabólicas se realizan en medios 



acuosos (por ejemplo el citoplasma).  Al mismo tiempo uno de los factores 
externos que influye en el crecimiento y reproducción de los microorganismos es 
la temperatura.  Existen muchos microorganismos que crecen bien a temperaturas 
medias de 35ºC pero otros crecen mejor a temperaturas más altas o más bajas.  
En todo caso todos los microorganismos presentan una temperatura óptima, una 
temperatura máxima y otra temperatura mínima.  En el primer caso es la 
temperatura a la cual el desarrollo de un microorganismo es mayor, las otras 
temperaturas son puntos a los cuales tiene lugar el desarrollo pero de una manera 
más reducida, es decir disminuye la velocidad de crecimiento pero sin afectarlo.  
Las temperaturas por encima de la máxima conllevan a una letalidad para la 
célula, es decir, inhibe su crecimiento produciendo la muerte de la misma, las 
temperaturas inferiores a la mínima no matan al microorganismo paro si detiene su 
metabolismo, es decir, detiene su crecimiento. 
 
Así pues, la utilización de calor es un método bueno para lograr la esterilidad de 
los medios de cultivo, materiales y otros elementos, pero la combinación de la 
temperatura (calor) y agua (humedad) puede ser aplicado para la esterilización 
más efectiva de diferentes elementos y materiales. 
 
Los métodos más usados en el control de microorganismos con la temperatura 
incluyen el calor húmedo, el calor seco, la refrigeración y la congelación. 
 
Calor húmedo: 
 
El efecto que causa este calor es matar al microorganismo por la coagulación de 
sus proteínas cuando se encuentran en una zona atmósfera húmeda y sometidos 
a altas temperaturas, además, es mucho más rápido y efectivo en su acción. 
 
La acción letal del vapor proviene del calor latente liberado cuando se condensa 
en una superficie fría aumentando de esta manera la temperatura de la zona 
enfriada.  La destrucción de las esporas bacterianas sigue un comportamiento de 
forma similar en tanto que el vapor se condensa en la pared de la espora y 
aumenta su contenido en agua que finalmente hidroliza y degrada el contenido 
proteico. 
 
Este calor se aplica en forma de vapor de agua y a temperaturas mayores o 
menores de 100ºC combinadas con un aumento de la presión en algunos casos. 
 
• El uso de temperaturas por debajo de 100ºC son recomendadas para tratar 

medios que contienen compuestos sensibles a las altas temperaturas 
(evitando la desnaturalización de los mismos).  Esta practica no asegura 
una esterilización pero sí una desinfección.  Para una completa 
esterilización de estos medios se recomienda el medio de tyndalización o 
esterilización fraccionada. 

• El uso de temperatura de 100ºC se logra exponiendo el medio a tratamiento 
con agua hirviendo, la tyndalización o esterilización fraccionada también 
aplica a estas temperaturas.  El uso de las temperaturas anteriores 



usualmente destruye todos los microorganismos no esporulados y la 
mayoría de los esporulados en 10 minutos.  Esta practica no asegura una 
esterilización pero si una desinfección, por lo que no se debe confiar mucho 
en los métodos anteriores. 

• El uso de temperatura de 100ºC se logra con el uso de equipos especiales 
(Autoclave) que combinan el efecto de la temperatura con la presión, así, a 
una presión de 760 mm de Hg el agua hierve a 100ºC, pero si la presión es 
superior la temperatura del agua sube (Vapor de agua), por encima de los 
100ºC, por ejemplo, a 10 lb/pulg de presión la temperatura del vapor de 
agua e de 105ºC y a 15 lb/pulg es de 121ºC.  El uso de vapor de agua a 
temperaturas de 121ºC por 15 minutos mata todos los microorganismos 
incluyendo las esporas bacterianas.  Este proceso es el principio que aplica 
el autoclave y la olla a presión en los laboratorios de control microbiologíco. 

 
Pasteurización: 
 
Consiste en un tratamiento por calor controlado que mata a los microorganismos 
de ciertos tipos pero no a otros.  La temperatura seleccionada para la 
pasteurización depende del tiempo de muerte por calor del patógeno más 
resistente que se debe destruir.  Por lo tanto la sustancia pasteurizada no es una 
sustancia estéril. 
 
Calor seco: 
 
En una atmósfera seca, totalmente exenta de humedad, las bacterias como 
muchas proteínas son más resistentes y no mueren hasta que tiene lugar la 
oxidación de sus componentes, lo cual ocurre a temperaturas mucho más 
elevados que la que se requiere para coagular las proteínas. 
 
Se recomienda el calor seco siempre que el vapor de agua que se emplea no sea 
deseable o no sea posible que entre en contacto directo con el material que se va 
a esterilizar.  Este tipo de calor comprende: esterilización al rojo vivo, el flameado, 
aparatos que usan aire caliente y las radiaciones infrarrojas. 
 
• Incineración y esterilización al rojo:  Métodos usados para esterilizar asa 

metálicas, espátulas, destrucción de carcasas, animales de laboratorio y 
cualquier otro material de laboratorio infectado que es preciso eliminar o 
material que sólo se usa por el momento y constantemente.  Estos métodos 
consisten en la exposición directa del material a la acción de la llama hasta 
alcanzar una coloración roja. 

• Flameado: Método utilizado para esterilizar bisturíes, agujas hipodérmicas, 
boca de tubos de ensayo, porta y Cubreobjetos, etc.  Consiste en pasar 
varias veces el objeto (de 3 a 4 veces) a través de la llama sin permitir que 
este alcance el rojo. 

• Aire caliente:  Método usado para esterilizar material de vidrio y objetos 
metálicos.  Se debe envolver todo el material de laboratorio en papel, 



además, los tubos, erlemeyeres, pipetas y todo material en forma cilíndrica 
deben ser cubiertos por un tapón de algodón en su boca.  Se usan 
temperaturas de 160ºC por 2 horas y es suficiente para esterilizar el 
material. 

 
Bajas temperaturas:  Las temperaturas por debajo del óptimo de crecimiento 
microbiano disminuyen la tasa de metabolismo y si la temperatura es 
suficientemente baja, cesan el crecimiento y el metabolismo. 
 
Refrigeración:  Este método es muy utilizado en los laboratorios de microbiología 
para mantener y conservar cepas de microorganismos a temperaturas de 4ºC a 
7ºC durante algunos meses. 
 
Temperaturas bajo cero:  Las bacterias y los virus pueden conservarse a 
temperaturas de -20ºC (congeladores normales), a -70ºC (Hielo seco, gas 
carbónico) e incluso a -195ºC (Nitrógeno líquido).  En todos estos procedimientos, 
el congelamiento inicial mata a algunas de las células, pero la mayor parte de las 
supervivientes generalmente permanecen viables durante largos periodos de 
tiempo.  Por esto, las bajas temperaturas, aun las extremas no sirven para 
desinfectar ni esterilizar.  Los microorganismos mantenidos a estas temperaturas 
pueden considerarse como durmientes, no tiene ninguna actividad metabólica 
detectable.  Esta es la base de la conservación de los alimentos usando bajas 
temperaturas. 
 
PRESIÓN OSMÓTICA 
 
Es la fuerza o tensión ejercida por el agua que difunde a través de una membrana.  
A medida que una solución se carga con un soluto aumenta la presión osmótica 
del mismo por la aparente desecación del agua y por ello el agua contenida en 
una membrana tiende a difundirse (salir) en el medio que rodea a dicha 
membrana.  Este principio es usado para destruir microorganismos, los cuales se 
colocan en una solución concentrada de sal o azúcar para inducir la 
deshidratación del microorganismo (plasmólisis) al perder agua que se difunde en 
el medio.  Generalmente las concentraciones altas de sal (10 al 15%) y azúcar (50 
al 70%) son suficientes para inhibir el crecimiento de microorganismos.  Esta 
inhibición es la base de la conservación de los alimentos por "salazón" o 
"almibarados". 
 
RADIACIÓN 
 
Las radiaciones son letales para las células microbianas, así como para otros 
organismos.  De los varios tipos de radiaciones las empleadas con fines de 
esterilización se encuadran en dos grupos que se diferencian entre sí por su 
naturaleza y energía.  En un grupo se incluyen los rayos infrarrojos y ultravioletas 
que son de baja energía o de tipo no ionizante y en el otro grupo se encuentran las 
radiaciones gamma y los electrones de alta energía que constituye el tipo 
ionizante de elevada energía.  Estas radiaciones comprenden porciones del 



espectro electromagnético. 
 
Radiaciones no ionizantes:  Los tipos de radiaciones no ionizantes son rayos 
electromagnéticos (es decir, no partículas) de longitud de onda mayor que la luz 
visible y que en una gran proporción se absorben como calor. 
 
• Radiaciones infrarrojas: Método usado en los centros de salud para 

esterilizar material e instrumentos de vidrio y metálicos por tiempos no 
mayores de 30 minutos desde el inicio hasta que se enfría el material, esta 
radiación alcanza temperaturas de 190ºC.  Los microorganismos mueren 
por la oxidación como consecuencia del calor generado. 

• Radiaciones U.V.  Son germicidas en una longitud de onda de 260 a 270 
nm.  Son efectivas contra bacterias no esporuladas pero algunas esporas 
pueden sobrevivir si el tratamiento no se aplica con un tiempo efectivo.  
Este método de esterilización es usado en el laboratorio de microbiología 
para desinfectar superficies, aire, aguas, áreas de cirugía y cuartos 
estériles, no se trata de un agente esterilizante muy adecuado pues tiene 
bajo poder de penetración especialmente en atmósferas con excesiva 
cantidad de polvo o en aguas sucias. 

 
El efecto letal de estas radiaciones sobre los microorganismos es debido a 
la absorción de las mismas  por las proteínas y ácidos nucleicos y la 
muerte se produce por las reacciones químicas que tienen  lugar en el 
núcleo y en otros componentes de la célula. 

 
Radiaciones ionizantes: Este tipo de radiaciones pueden ser electromagnéticas 
o de partículas.  Las primeras son radiaciones de longitud de onda corta tales 
como los rayos X o los rayos Gamma (�) y los rayos cósmicos, y las segundas 
están constituidas por electrones de alta energía producidos por generadores de 
alto voltaje, los rayos catódicos son ejemplo del segundo tipo. 
 
• Los rayos X:  Son pocamente usados debido a su alto poder de 

penetración que no ha permitido usar protectores eficaces para los 
operarios, ya que son altamente letales para microorganismos, así como 
para formas de vida superiores, actúan ionizando las moléculas a su paso 
especialmente el DNA nuclear y sobre los componentes vitales de la célula.  
Su aplicación máxima en microbiología es para producir mutantes 
microbianos. 

• Los rayos gamma:  Es aún más enérgica que los rayos X y más eficaces 
aunque actúen de igual manera, tienen menor longitud de onda (10-10 a 10-

12 nm), atractivos para esterilizar material de alto grosor o volumen, el 
material de vidrio tiende a presentar un color pardusco.  Se emplean dos 
fuentes para generar estos rayos:  el Cobalto-60 y el Cesio-137 producidos 
por reacciones atómicas.  La desventaja de este método es la acción 
continua de los isótopos por lo cual no se puede suspender cuando se 
quiera. 



• Los rayos catódicos: Son usados para esterilizar material quirúrgico, 
drogas, y otras cosas en países avanzados.  La ventaja es que el material 
se puede esterilizar a temperatura ambiente después de haber sido 
empaquetado.  La ventaja es que esta radiación se genera con aparatos 
que se pueden conectar o desconectar cuando se requiera.  La desventaja 
es que tiene bajo poder de penetración por lo que se aplica en artículos de 
pequeño tamaño.  El tiempo de esterilización es de unos pocos segundos. 

 
FILTRACIÓN 
 
Es un proceso de remoción de bacterias de un fluido al pasarlos a través de un 
filtro con tamaño de poro tan pequeño que las bacterias no puedan pasar, este 
tamaño se mide en �m.  Los filtros modernos están diseñados para retener 
incluso algunos virus, estos filtros son aplicados especialmente para esterilizar 
antibióticos en solución, líquidos termolábiles como los sueros, soluciones de 
carbohidratos usados en medios de cultivo, recuperación de toxinas, etc. 
 
Hay varios tipos de filtros: 
• Filtros de tipo bujía (Berkefeld, Mandler).  Constituidos por tierras de 

diatomea, después de usarse deben cepillarse y hervirse con agua estéril, 
pueden ser de 3 tipos de acuerdo al tamaño del poro:  ordinario, fino e 
intermedio. 

• Filtros de porcelana (Chamberland, Doulton):  Hechos en porcelana, sin 
vidrios y con varios tamaños de poros, por el más fino pasan únicamente 
ciertos virus pequeños. 

• Filtros Seitz o discos filtrantes de asbesto:  Constituidos por asbesto de tipo 
crisólito (químicamente de silicato magnésico) insertados en un recipiente 
metálico conectado a un erlemeyer y conectados a una bomba de vacío, el 
disco tiene varios grados de porosidad:  clarificación, normal y especial. 

• Filtros de vidrio sintetirizado:  Similar al anterior pero el disco está echo de 
vidrio finamente molido y fundido para conseguir la adherencia de las 
partículas. 

• Filtros de membrana:  Compuestos por celulosa o de sus ésteres (nitrato de 
celulosa, acetato de celulosa) y politetrafluoretileno.  Las membranas tienen 
varios diámetros y porosidad varia entre 8 y 0.01 micras. 

 
DESECACIÓN 
 
La desecación o secado de la célula microbiana y su ambiente disminuye en gran 
parte la actividad metabólica o la detiene totalmente, y además se produce la 
muerte de algunas células.  En general, el tiempo de supervivencia de los 
microorganismos después de la desecación varia dependiendo de los siguientes 
factores: la clase de microorganismos, el material en o sobre el que los 
microorganismos se desecan, la perfección del proceso de desecación, las 
condiciones físicas a las que se exponen los organismos desecados, por ejemplo 
luz, temperatura y humedad. 



 
 
CONTROL DE MICROORGANISMOS POR AGENTES QUÍMICOS 
 
Muchas sustancias químicas son capaces de inhibir o matar microorganismos.  
Comprenden desde elementos metálicos pesados como la plata y el cobre, hasta 
moléculas orgánicas complejas como los compuestos de amonio cuaternario.  los 
principales grupos de agentes químicos antimicrobianos son: 
 
Fenol y compuestos fénolicos: 
 
Estos compuestos actúan primordialmente desnaturalizando probablemente las 
proteínas de la célula y dañando las membranas celulares.  Los cresoles son 
varias veces más germicidas que el fenol y otros compuestos fenólicos.  Los 
compuestos fenólicos pueden ser bactericidas o bacteriostáticos dependiendo de 
la concentración que se utilicen.  Las esporas y los virus son más resistentes a 
ellos que las células vegetativas bacterianas.  Algunos compuestos fenólicos son 
altamente fungicidas y su actividad antimicrobiana se ve reducida por el pH 
alcalino o por materia orgánica, así mismo las bajas temperaturas y los residuos 
de jabón. 
 
Alcoholes: 
 
El alcohol etílico a concentraciones de 50 a 70% es efectivo contra 
microorganismos vegetativos o no esporulados.  El alcohol etílico tiene bajo poder 
esporocida.  El alcohol metílico es menos bactericida que el etanol.  El metanol no 
se emplea como desinfectante ya que es venenoso y sus vapores tóxicos pueden 
dañar los ojos.  Los alcoholes con mayor peso molecular son más germicidas pero 
al mismo tiempo son menos inmisibles con el agua y por ello se usan poco.  El 
alcohol es efectivo para reducir la flora microbiana de la piel y para desinfectar 
termómetros. 
 
Los alcoholes desnaturalizan las proteínas, propiedad que en gran medida explica 
su actividad antimicrobiana, son también disolventes de los lípidos y por eso 
dañan la membrana celular.  
 
Halógenos y sus compuestos: 
 
La familia de los halógenos consta de elementos como el flúor, cloro, bromo y 
yodo.  El yodo y el cloro son los más usados como agentes antimicrobianos. 
• El yodo es uno de los germicidas más antiguos y eficaz que se conoce, es 

altamente efectivo contra toda clase de bacterias, esporas, hongos y virus.  
Usado ampliamente para desinfectar la piel sobre todo en centros de salud 
como una sustancia postoperatoria. 

• El cloro, tanto como gas como en combinación (compuestos clorados) son 
usados preferentemente en abastecimientos de aguas.  Los hipocloritos son 
usados tanto en la industria como en el hogar, los productos que poseen 



concentraciones de 5 a 12% se usan para higienizar las instalaciones 
donde se procesan leches y en restaurantes.  Soluciones del 1% se usan 
como desinfectantes caseros y en la higiene personal. 

 
Detergentes: 
 
Los agentes que rebajan la tensión superficial o agentes humectantes son 
empleados primordialmente para limpiar superficies.  Su acción se basa en el 
arrastre de los microorganismos al englobarlos en la espuma.  A algunos 
detergentes se les incorporan algunas sustancias químicas para aumentar su 
poder germicida. 
 
 
CONTROL DE MICROORGANISMOS POR AGENTES 
QUIMIOTERAPEUTICOS: 
 
 
Los agentes quimioterapeúticos son sustancias químicas utilizadas para el 
tratamiento de enfermedades infecciosas (quimioterapia) o para la prevención de 
enfermedades (quimioprofilaxis).  Estas sustancias se obtienen de los 
microorganismos o de las plantas y pueden ser sintetizados en el laboratorio de 
bioquímica.  En general, las sustancias químicas que existen naturalmente se 
distinguen de los compuestos sintéticos con el nombre de antibióticos.  Para que 
una sustancia química tenga uso como agente quimioterapéutico, debe tener 
toxicidad selectiva, es decir, que debe inhibir o matar al organismo infeccioso pero 
causar poco o ningún daño a las células del hospedador y permanecer allí por un 
tiempo determinado mientras cumple su acción.  Los antibióticos son sustancias o 
metabolitos secundarios secretados por algunos microorganismos durante el final 
de la etapa de crecimiento de estos microorganismos.  Estas sustancias tienen 
amplio poder bactericida ya que sirven como medio de selección natural y por 
ende de competencia de estos microorganismos contra otros.  El principal 
antibiótico usado es la penicilina y sus derivados.  El modo de acción de los 
antibióticos depende de su origen, así por ejemplo tenemos: 
 
• Penicilina y derivados B-lactámicos:  Producidos por hongos Penicillium 

notarum y P. chrysogenum o en laboratorio (semisintéticas) y su modo de 
acción es inhibir la formación de la pared celular bacteriana, impidiendo la 
incorporación del ácido N-acetil murámico en bacterias que están en 
crecimiento activo, las bacterias mueren por lisis celular, se pierde el fluido 
citoplasmático y las membranas quedan vacías.  Son fuertemente 
bactericidas. 

• Cefalosporinas:  Producidas por hongos marinos como el Cephalosporium 
acremonium.  Su efecto antibacteriana es similar a las anteriores ya que 
inhibe la síntesis de pared celular, son bactericidas. 

• Estreptomicina:  Producida por una bacteria del suelo, el Streptomyces 
griseus y su acción antimicrobiana está en su combinación y distorsión de 



las subunidades de los ribosomas, interfiriendo así con la síntesis de 
proteínas. 

• Tetraciclinas:  Producidas por especies de Streptomyces y actúan 
bloqueando la unión del RNA al sitio específico sobre el ribosoma durante 
el alargamiento de la cadena peptídica.  Esta acción inhibe la síntesis de 
proteínas. 

 
Existen otras muchas variedades de antibióticos y agentes quimioterapéuticos 
sintéticos y semisintéticos que tiene amplio espectro de acción y son útiles para 
combatir enfermedades causadas por bacterias, hongos y virus. 
 
 
 

PREPARACIÓN DE MEDIOS DE CULTIVO  
 
 
 
OBJETIVOS 
 

• 

• 

Conocer los diferentes tipos de medios de cultivo existentes para el 
crecimiento de microorganismos en el laboratorio. 
Identificar los diferentes pasos a seguir en la elaboración de un medio de 
cultivo. 

 
     
INTRODUCCION 
 
Los microorganismos pueden ser aislados y propagados por diferentes métodos: 
su utilización varía según el propósito y tipo de microorganismo que se deseen 
aislar.  Para su identificación se utilizan diferentes métodos como son el estudio de 
su morfología que también incluye sus reacciones frente a diferentes colorantes y 
el tipo de estructura que pueden poseer como endosporas, cápsula, etc.  Así 
mismos son de gran utilidad sus productos metabólicos ya que muchos de estos 
son típicos para cada especie y pueden ser utilizados para su identificación;  estas 
sustancias metabólicas pueden ser detectadas por medio de una serie de pruebas 
que se conocen como reacciones bioquímicas. 
 
Para cualquiera de los casos anteriores (morfología, coloración o reacción 
bioquímica) se necesitan medios de cultivo adecuadamente seleccionados, 
preparados y almacenados. 
 
Independientemente de los medios de cultivo y métodos utilizados, el éxito del 
trabajo en el laboratorio de microbiología depende de la adecuada elección y buen 
uso de los métodos de esterilización y técnicas asépticas. 
 
 



MARCO TEORICO 
 
El estudio de los microorganismos lleva consigo la utilización de una amplia gama 
de medios de cultivo tanto líquidos como sólidos pero previamente es necesario 
obtener cultivos puros de aquellos.  Cualquier inoculo primario contendrá 
probablemente varios tipos distintos de microorganismos que darán lugar a un 
cultivo mixto.  Efectuando una cuidadosa inoculación en un medio sólido en placa 
de cultivo se obtienen colonias separadas de cada microorganismo presente, cada 
una de las cuales procede en la mayoría de los casos de la multiplicación de un 
solo microorganismo.  Una sola célula da origen a una población genéticamente 
homogénea y es denominada clon, colonia o cultivo puro. 
Entonces, un medio de cultivo es un sustrato natural o artificial o una solución de 
ciertos nutrientes que permiten cultivar los microorganismos de una manera más 
eficiente para su posterior uso en el laboratorio. 
 
Clasificación de los medios de cultivo 
 
De acuerdo a la consistencia o estado físico: 
 
Medios líquidos:  Son medios de cultivo que carecen de un polisacárido 
denominado agar-agar extraído de algas marinas del género Gellidium sp. un 
medio típico es el caldo nutritivo o el caldo BHI.  Al crecer en un medio líquido un 
microorganismo utiliza los compuestos del mismo así como excreta los productos 
metabólicos bacterianos en él y puesto que en el medio originalmente no contenía 
estos productos sirven como una ayuda para la identificación del microorganismo 
en cuestión.  Así ciertos microorganismos originan un producto denominado indol 
formado a partir de triptófano presente en la peptona por lo que cultivando estos 
microorganismos en un medio rico en nitrógeno (peptona) y exento de indol 
pueden efectuarse pruebas con objeto de comprobar si el microorganismo 
cultivado es o no productor de indol. 
 
Medios sólidos: Estos medios son usados frecuentemente para aislar 
microorganismos, en los medios líquidos los microorganismos al encontrarse libres 
pueden desplazarse en tanto que en los medios sólidos se multiplican localmente 
en el punto de la inoculación y forman colonias cuya apariencia frecuentemente es 
típica de cada especie determinada.  Para conseguir medios sólidos se agrega a 
un medio líquido agar en una proporción del 1.5% al 2%.  Hoy en día se presenta 
en forma de polvo que incluye el agar, el punto de fusión de estos medios oscila 
alrededor de los 98ºC y se solidifica al enfriarse al 42-45ºC.  Los fluidos orgánicos 
como la sangre o el suero sanguíneo que coagulan a 60ºC deben ser 
incorporados antes de que se solidifique el agar (por Ej. A 50ºC).  La gelatina 
también puede emplearse como agente solidificante, se trata de una proteína 
obtenida a partir del colágeno de la piel, cuero, tendones, y huesos y forma un gel 
de buenas características a concentraciones de 12-15% en caldo nutritivo siendo 
su punto de fusión de 22ºC quedando destruidas sus propiedades  al alcanzar 
temperaturas por encima de 100ºC. Muchas bacterias producen fermentos 
proteolíticos y su capacidad de licuar la gelatina se utiliza para clasificar los 



microorganismos con facultad de producir la licuefacción cuando crecen a 37ºC o 
a temperaturas de laboratorio. 
 
Una variante de los medio sólidos son los medios condensados preparados a 
partir de materias coagulables como el suelo o la albúmina de huevo y 
condensados en forma de pico de flauta a temperaturas cuidadosamente 
controladas en la zona de los 75ºC. 

 
Medio semisólidos: son medios que usualmente contienen una pequeña 
cantidad de agar, esta cantidad promedio es de  0.5%, estos medios son muy 
usados para determinar la movilidad de un microorganismo gracias a su escaso 
poder retenedor, es decir, que  no impiden que el microorganismo móvil se 
desplace por el medio. 
 
 
Según las sustancias primarias los medios de cultivo se pueden clasificar en: 
 
Medios naturales: son aquellos medios empleados tal como se encuentran en la 
naturaleza para cultivar microorganismos, como ejemplo de estos medios 
encontramos la leche, los extractos vegetales o la sangre diluida.  
 
Medios sintéticos: como su nombre lo indica son medios que han sido creados 
por el hombre y por lo tanto se conoce su formulación completamente, son 
utilizados para el cultivo de microorganismos coincidiendo de antemano los 
requerimientos nutricionales que estos organismos necesitan.  Como ejemplo 
podemos mencionar todos los medios deshidratados que distribuyen las casa 
comerciales.  
 
Medios semisintéticos: son medios de cultivo que llevan una mezcla de medio 
naturales y medios artificiales, ya que algunos de los componentes pueden ser 
susceptibles a los tratamientos empleados durante la elaboración de estos medios 
o tratamientos posteriores.   Como ejemplo de estos medios podemos encontrar el 
agar Baird Parker o el agar sangre.  
 
Medio vivos: son aquellos medios que contienen células u organismos vivos y 
que son ampliamente utilizados para demostrar reacciones susceptibles de 
organismos superiores en presencia de microorganismos causantes de 
alteraciones, también tienen importancia en el estudio y cultivo de los virus.  
Ejemplos de estos medios pueden ser las células de riñón de mono, huevos 
embrionados o células de intestino de cobayos y conejos. 
 
Muchos microorganismos tienen la capacidad de crecer o utilizar material 
inorgánico en su metabolismo como el CO2, estos son llamados microorganismos 
autótrofos, otros requieren para crecer de la presencia de sustancias orgánicas, es 
decir no son capaces de utilizar el CO2.  Algunos de estos son heterótrofos se 
pueden desarrollar sobre medio sencillos sin demasiados nutrientes, algunos por 
el contrario requieren de una cantidad suficiente o aún mucho más para poderse 



desarrollar.  En otros casos se requieren de medio muy elaborados con una 
capacidad de diferenciar e identificar al mismo tiempo alguna clase o clases de 
organismos, para ellos se han desarrollos medios que gracias a la presencia de 
sustancias especiales los hacen únicos ya que el crecimiento de ciertos grupos de 
microorganismos provocan una reacción específica como el cambio del color del 
medio o el crecimiento diferencial de estos microorganismos en cuanto al color de 
la colonia. 
 
De acuerdo a los nutrientes en:  
 
Medios simples: son medios que poseen los nutrientes mínimos para permitir el 
desarrollo de microorganismos menos exigentes, como ejemplo encontramos el 
caldo nutritivo o el agar nutritivo.  
 
Medio enriquecidos: son aquellos medios a los cuales se les han incorporado 
sustancias que proporcionan características complementarias nutritivas para que 
el medio pueda servir como sustrato para los microorganismos más exigentes.  
Estos medios, tales como agar sangre, suero o chocolate en caldo o en agar, se 
emplean para conseguir el crecimiento de aquellos microorganismos sensibles 
que no crecen en medios corrientes.   
 
Medios selectivos: son aquellos medios a los que se les incorporan sustancias 
para inhibir al crecimiento de la mayor parte de los microorganismos con 
excepción de aquellos para los que fueron ideados, por ejemplo, el medio telurito 
para el bacilo productor de la difteria y el agar citrato-dexosicolato para los grupos 
de Salmonella sp y Shigella sp.  
 
Medios diferenciales:  son medios que contienen sustancias o indicadores que 
permiten la diferenciación de un microorganismo a otro.  Por ejemplo, el agar Mac-
Conkey permite distinguir los microorganismos fermentadores de la lactosa de los 
no fermentadores por la coloración que toman.  Otro ejemplo claro de estos 
medios es el agar sangre que permite distinguir los microorganismos que lisan o 
producen hemólisis de los eritrocitos de aquellos que no son, es decir, que al 
mismo tiempo se pueden distinguir microorganismos productores de hemólisis 
alfa, beta o gamma.   
 
Medio auxanográficos: son determinados medios a los que les faltan ciertos 
factores nutritivos.  El medio, generalmente sólido se inocula con un 
microorganismo, y luego se distribuye por la superficie discos con diferentes 
compuestos nutritivos que puedan requerir los microorganismos en estudio y de 
esta manera determinar que nutrientes favorecen o no al desarrollo por el 
crecimiento del microorganismo alrededor del disco. 
 
Medios para transporte o carriers: son medios sólidos o semisólidos que 
pueden contener o no sustancias selectivas.  Se preparan para detener la 
viabilidad de los microorganismos durante varias horas o días, permitiendo de esta 



manera el aislamiento de las especies menos resistentes después de transcurrido 
cierto tiempo entre la toma de la muestra y la entrega al laboratorio.  
 
Preparación de medios de cultivo 
 
Siempre es recomendable y se incluye como una regla básica la de leer las 
instrucciones de las etiquetas de los medios de cultivo, por ello no se recomienda 
reenvasar los medios sino, mantenerlos en los recipientes originales. 
Para lograr una preparación adecuada de los medios de cultivo es recomendable 
seguir las siguientes instrucciones:  
 
Preparación de la solución: 
 
Los medios de cultivo deben ser mezclados o hidratados en recipientes limpios, 
libres de detergente y su volumen debe ser el doble de la cantidad que se vaya a 
preparar. 
 
El agua que se utiliza para su mezclado o reconstitución debe ser destilada o 
desmineralizada.  
 
Para su preparación primero debe calcularse la cantidad total y determinar la 
cantidad de los componentes básicos de los medios que deben ser preparados 
con elementos individuales o en el caso de los medios deshidratados pesarse la 
cantidad deseada del medio de cultivo, mezclar con aproximadamente la cantidad 
del volumen total requerido de agua y agitar vigorosamente hasta obtener un 
dilusión homogénea, luego agregar el resto de agua para enjuagar de las paredes 
del recipiente el material adherido. 
 
Los medios de cultivo que no contienen agar ni gelatinas, (líquidos) pueden ser 
disueltos en agua fría o ligeramente caliente.  Pero si contienen alguna de las dos 
sustancias deben ser calentados hasta ebullición para solubilizar el agar.  Nunca 
sobre calentar porque se puede alterar su composición. 
 
Los medios que presentan turbidez debido a sus componentes insolubles, deben 
ser agitados para homogeneizarlos adecuadamente.   
 
Normalmente si se trabaja con agua neutra el pH debe coincidir con el rótulo del 
medio comercial, pero si no es así debe corregirse adicionando NaOH ó HCl 0.1 
N, a una muestra de volumen conocido y calcular el pH para añadir ácido base en 
la proporción correspondiente para lograr el pH adecuado. 
Antes de distribuirlo en los recipientes definitivos, enfriar a 50ºC-60ºC, ya que el 
agar hirviendo es peligroso de manejar, puede rajar el vidrio frío y dar lugar a 
condensaciones excesivas.  Además, mezclar bien los componentes insolubles 
que en algunos casos son parte integral de la formulación y deben ser 
resuspendidos adecuadamente durante su distribución.  
 
Esterilización:   



 
Se esteriliza por autoclave o por ebullición de acuerdo a las instrucciones para 
cada preparación.  Los tiempos y temperaturas recomendados están relacionados 
con las temperaturas alcanzadas en el medio y el tiempo en el que se mantengan 
a la temperatura especificada.  
 
 
Cuando se esterilizan volúmenes grandes de medio se debe aumentar el tiempo 
de esterilización para permitir la penetración del calor al interior del recipiente.  Los 
autoclaves varían en su feribilidad de calor y por consiguiente, se debe 
comprobar colocando pares térmicos en los recipientes del medio o cintas 
indicadoras de esterilidad. 
 
La capacidad de los recipientes debe ser lo suficiente para permitir un amplio 
espacio cuando se sube la espuma.   
 
Los cierres de rosca deben estar media vuelta flojos para permitir el flujo de vapor 
durante el calentamiento por calor.  Estos cierres se aprietan firmemente cuando 
se haya completado su esterilización.  Lo mismo tapones de algodón y gasa 
deben estar flojos antes y apretarse generalmente luego de la esterilización.  
 
Los recipientes deben estar libres de álcalis para impedir la alteración del pH del 
producto.  No se deben retirar del esterilizador mientras aún estén calientes, 
puesto que un cambio brusco en la presión de vapor interna de los recipientes 
puede dar lugar a ebulliciones explosivas.   
 
Todas las instrucciones que indiquen adicionar un reactivo compuesto estéril en el 
medio después de autoclavado, se deben realizar teniendo en cuenta las 
precauciones asépticas. 
 
Cuando va a adicionar una cantidad importante de enriquecimiento o de inóculo 
líquido, la cantidad se debe resta al volumen inicial de agua destilada requerido 
para la reconstitución del medio.  De esta manera no se altera la concentración de 
los ingredientes de la fórmula original, ni tampoco la resistencia del gel de agar en 
las preparaciones. 
 
Cuando un medio de cultivo con un pH de 5 contiene agar, debe ser manejado con 
mucho cuidado para evitar la hidrólisis del agar ya que la mezcla del calor y la 
acidez disminuyen la esterilidad del gel. 
 
Servido de los medios de cultivo: 
 
Una vez estéril los medios de cultivo debe ser enfriados a temperatura promedio 
de 45º - 55ºC para ser adicionados en los recipientes finales teniendo en cuenta 
nuevamente las técnicas asépticas. 
 
 



MATERIALES  
 
• 

• 

• 

• 

• 

• 

• 

• 

• 

• 

3 erlenmeyers de 100 ml 
6 cajas de petri 
2 tubos de ensayo 
1 pipeta de 10 ml 
1 probeta de 100 ml 
Espátula 
Balanza 
Pesasal 
Autoclave, estufa y horno  
Agares SPC (estándar para conteo en placa), EMB (eosina azul de metileno), 
OGY (oxitetraciclina glucosa yeast), y caldo nutritivo. 

 
 
PROCEDIMIENTO 
 
 
- Realizar los cálculos respectivos para agar y caldo teniendo en cuenta que 

para cada caja deben servir 15-18 ml de agar y para cada tubo entre 7-10 ml 
de caldo. 

 
Ejemplo:  Para preparar 6 cajas con agar SPC, multiplique 6 por 15 ml = 90 ml 
 

- Mida el volumen de agua destilada según sus cálculos. 
- Teniendo en cuenta el volumen de agua a utilizar, haga la relación de polvo de 

agar que debe pesar de acuerdo a lo especificado en la etiqueta del medio. 
- Pese la cantidad del medio necesario de acuerdo a los cálculos. 
- Mezcle el polvo con la mitad del volumen de agua medida anteriormente, agite 

y adicione el restante de agua. 
- Lleve a hervir si es necesario (en caso de los Agares) 
- Esterilizar en el autoclave a 15 lb de presión a 121ºC por 15 minutos. 
- Sirva 15-18 ml aproximadamente de agar en cada caja cuando la temperatura 

este a 50-55ºC, tápelas y deje solidificar. Lo mismo con los caldos sirva 7-10 ml 
en cada tubo y tápelos. 

- Déjelos enfriar y guárdelos en la nevera hasta su utilización. 
 
RESULTADOS 
 
Reportar los cálculos obtenidos de los medios que utilizo teniendo en cuenta el     
de los caldos y los agares. 
 
 
 
PREGUNTAS 
 
 



• Por qué se deben esterilizar los medios de cultivo? 
• Si no se realizan los cálculos adecuadamente para la preparación de los 

medios  qué puede ocurrir en el momento de sembrar?. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

TOMA DE MUESTRAS,  PROCESAMIENTOS Y SIEMBRAS 
 
 
OBJETIVOS 
 
• El estudiante aprenderá a procesar una muestra de aguas, lodos, suelos y 

compost  desde su toma hasta su resultado. 
 
INTRODUCCIÒN 
 
Las características microbiológicas de un substrato o ambiente son una referencia 
útil par determinar las condiciones de dicho ambiente además para observar el 
comportamiento de los microorganismos con respecto de parámetros específicos 
(T, pH, Nutrientes, etc.). 
 
La determinación de la población de microorganismos presentes en una muestra 
es posible mediante el empleo de diferentes técnicas que se basan tanto en el 
crecimiento poblacional de los microorganismos como la observación directa de la 
muestra. El crecimiento poblacional es resultado de la existencia de al menos una 
unidad viable, a partir de la cual se desarrolla la población en asociaciones 
denominadas colonias  que en medio sólido se hacen evidentes. Las colonias se 
pueden diferenciar en los medios de cultivo, entre otras características por su 
apariencia, coloración, tamaño, forma entre otras características. 
 

Las técnicas empleadas para el aislamiento y determinación  poblacional 
microbiana presente en una muestra se han desarrollado para propósitos 
específicos, según sea la naturaleza del material a partir del cual se toman las 
muestras, el tipo de microorganismos que interesa determinar, sus condiciones de 
crecimiento el tiempo y costo de cada una de las técnicas: 
 

 



MARCO TEORICO 
 
Procedencia del material y toma de muestra: 
Teniendo en cuenta que los microorganismos son ubicuos es decir que se 
encuentran en cualquier ambiente, pueden aislarse igualmente de diversos 
substratos, la decisión para elegir un substrato de muestreo depende del grupo de 
Microorganismos de interés o por que es un substrato de interés industrial, o 
sanitario. En ambientes como el suelo y aguas de ecosistemas naturales es 
común encontrar gran diversidad de organismos, en ambientes como las 
cavidades gastrointestinales, mucosas de animales, zonas volcánicas y otros, la 
diversidad es menor. Algunas veces los microorganismos se han adaptado a 
condiciones muy específicas y podrán requerir procedimientos de trabajo para 
aislamiento y siembra especiales como es el caso de microorganismos 
anaerobios, autótrofos, etc. 

 
 Recomendaciones Generales 
 
 Las muestras para exámenes microbiológicos deben captarse en frascos o bolsas 
de polietileno estériles. Los frascos se protegen cubriendo la tapa con papel de 
aluminio u otro material resistente, mientras que las bolsas se mantienen selladas 
(las bolsas selladas al vacío comunes de los supermercados son aptas para 
muestras de suelo, compost  y/o alimentos). Los recipientes no deben usarse 
después de 8 días de esterilizado, ya que no se garantiza su esterilidad después 
de este tiempo, no debe destaparse sino hasta el momento del muestreo, 
desprenderle la cubierta de papel de aluminio de los frascos o abrirse las bolsas. 
Debe evitarse el contacto con objetos aledaños para protegerlos de 
contaminación. Después de la toma de la muestra debe cuidarse de lavar el 
exterior del recipiente sí este a estado en contacto con la muestra, para no 
contaminar las áreas de contacto posterior. 
 
La tolerancia de tiempo entre la captación y procesamiento de la muestra no 
deberá ser mayor de 6 horas para las aguas sin tratamiento y de 12 horas para las 
aguas tratadas, las muestras de suelo y compost pueden tolerar un poco más de 
tiempo. Sin embargo, tomando en consideración las dificultades que pueden 
presentarse con el traslado de la muestra, se tolera un tiempo máximo de 30 horas 
con buena refrigeración. Se descartará toda muestra que sobrepase este límite, 
así como también si no se cumplen los requisitos mínimos requeridos de 
recolección. Las muestras se transportan refrigeradas si su procedencia está 
ubicada lejos del laboratorio y se mantienen refrigeradas hasta el momento del 
análisis. 
 
 Para muestras de agua el frasco no se llenará totalmente, sino las tres cuartas 
partes de su capacidad (100ml).  Es indispensable anexar a la muestra la planilla 
respectiva con los datos del sitio de muestreo que serán de importancia para el 
análisis de resultados. 



 
 Procedimiento para captar las muestras de Agua  
 
Grifo: se debe comprobar previamente el suministro directo de una tubería y que 
no presente anomalías: cordeles, alambres, trapos, mangueras, tubos de goma, 
fugas, etc.  El grifo se debe abrir completamente y se deja que el agua fluya por 5 
minutos, en el momento de proceder al llenado, se disminuye el flujo, para evitar 
salpicaduras.  
 
Cursos de agua: para tomar una muestra de agua en ríos, arroyos, canales o 
acequias; se introduce el frasco boca abajo y en sentido contrario a la corriente a 
una profundidad de 10 a 30 cm, y se invierte el frasco para que la boca quede 
hacia arriba. Luego de desaloja parte del volumen para taparlo. 
Embalses, lagos y estanques de distribución: Sumergir el frasco 30 cm bajo la 
superficie del agua, con la boca hacia abajo y rápidamente se invierte el frasco 
para que la boca quede hacia arriba, desaloje parte del volumen y tape 
inmediatamente. 
 
Pozos profundos con bomba: Se debe bombear al drenaje durante una hora 
antes de tomar la muestra, si el pozo ha estado parado, luego proceda a la toma 
de la muestra en una llave de la tubería de descarga del pozo. 
 
Procedimiento para captar las muestras de Suelo, lodo y compost. Se ubica la 
zona a muestrear, ya sea una parcela una pila de compost o todo contenido en 
lagunas, Reactores etc. 
 
Suelo 
 
 Para obtener datos confiables en el caso de estudio de suelos se toma como área 
un mínimo de 100-200 m cuadrado, se escogen 5-10 zonas de muestreo en forma 
de sobre (5 puntos, cuatro esquineros y uno central) o distribuidos al azar. Se 
retira la capa superior (2-3cm) del punto a muestrear, que puede estar 
contaminada con otro tipo de microflora. Se toma con una pala o cuchillo 
desinfectado una cantidad de muestra (no menos de ½ kilo). El material 
muestreado de los diferentes puntos se mezclan en una bolsa (preferiblemente 
negra) soportada con otra bolsa de tela. Una vez mezclando completamente el 
material se toma una cantidad ( mínimo un kilo si es suelo) y se lleva al laboratorio 
en recipiente estéril bien sujetado y marcado con toda la información posible del 
momento del muestreo y se conserva en nevera hasta el momento de su 
utilización para el análisis. El resto del material se regresa a los sitios de 
muestreo.En el laboratorio, se extiende el suelo sobre una superficie de vidrio o 
acrílico estéril se toma de diversos puntos pequeñas cantidades de material hasta 
pesar un gramo. 

 
 Compost 
 



 Se seleccionan los sitios de muestreo, tanto para análisis puntuales como para 
muestras integradas. Si es para muestras integradas se procede de la misma que 
con el suelo, con la diferencia que la cantidad a mezclar puede ser menos. Para 
análisis puntuales sólo se ubica de muestreo y se toma ½ kilo del material para 
procesar, en el laboratorio se procede de la misma forma que con suelo. 

 
 Lodo 
 
 Cuando el lodo no ha sido previamente secado se coloca en un recipiente de 
vidrio estéril y siguiendo las recomendaciones mencionadas anteriormente se lleva 
al laboratorio. Se coloca 10-12 cm del lodo en un tubo para trituración (poter) y se 
macera la muestra. Cuando el análisis microbiológico que se va a realizar es de 
microorganismos anaerobios, tanto este procedimiento como la primera siembra 
de las diluciones se lleva a cabo en cámara de anaerobiosis. Cuando el lodo esta 
previamente secado se procede de la misma forma que con compost. 

 
 

PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS 
 

 Muestras de Agua 
 

 Para asegurarse la homogeneidad de las muestras el fracaso se coloca sobre un 
agitador magnético, se agrega una cápsula magnética estéril y se mezcla durante 
unos 5 minutos. La muestra queda lista para hacer las diluciones.. Algunas 
muestras de Agua no necesitan diluciones. 

 
 

 Muestras de suelo-compost y lodo previamente secado. 
 

 Para la trituración de los cúmulos de suelo y separación de las células de 
microorganismos de las partículas sólidas se lleva acabo un procedimiento 
especial. Con anticipación se preparan dos beakers estériles de 250ml; uno con 
100ml de agua estéril* el otro se deja desocupado, del primero se toma 0.5-1.0ml 
de agua y se agrega previamente en un gramo humedecido de suelo en un 
mortero o disco de reloj estériles y se macera con un pistilo para mortero, también 
estéril, hasta obtener una consistencia pastosa. Recuerde que cada procedimiento 
debe hacerse en ambientes asépticos. La muestra de suelo se pasa al beaker 
desocupado y se agrega el resto de agua. (se recomienda antes de vaciar toda el 
agua enjuagar varias veces el mortero para asegurarse que toda la muestra pasa 
al primer beaker) se agita con agitador magnético o shaker durante 5 minutos y se 
espera unos segundos para que las partículas gruesas se precipiten y se procede 
a hacer diluciones. 

 
 Lodo Húmedo. 

 
 Dada la concentración de agua de la muestra, esta se asume como un líquido por 
lo tanto un mililitro de está se agrega a un beaker vacío y se completa con agua 



estéril hasta un volumen de 100 o 10ml, según sea la densidad de 
microorganismos esperada de la muestra y se procede hacer las diluciones. 

 
 Diluciones 

 
 Una dilución es la disminución de concentración por volumen de una sustancia, en 
este caso de microorganismos. Dado que en la mayoría de los casos las 
poblaciones microbianas son altas, de varios miles y /o millones, no es posible 
contarlos en su densidad original. Por esta razón es necesario disminuir su 
concentración por volumen, agregando agua u otra sustancia líquida a la muestra. 
 Cuando se considera que la muestra tiene una alta población, se recomienda usar 
esta método, pues al diluir de manera calculada la muestra, se asegura la 
separación de microorganismos presentes en ella y por tanto se logra la formación  
de colonias separadas cuando se hace recuento en caja o baja densidad para la 
cámara de recuento, facilitándose el cálculo del número de células. 

 
 Las diluciones pueden ser útiles no solamente para el recuento de células viables 
sino también para recuento directo en cámara y medición de biomasa por 
densidad óptica. 

 
 La obtención de serie de diluciones depende de la densidad probable de la 
muestra y se lleva a cabo tomando una cantidad específica de la muestra y 
agregándola a volúmenes más grandes de agua u otra sustancia líquida. Para las 
diluciones se acostumbra usar como factor 10 y establecer la serie más adecuada 
a trabajar previo al inicio de la práctica, como una estrategia que permite alistar y 
preparar adecuadamente todos los materiales necesarios para obtener resultados 
confiables. 
 La densidad poblacional de la muestra depende de factores como: 
 El tipo de ambiente del cual se toma la muestra: Se sabe que el tipo de y cantidad 
de microorganismos en un ambiente esta relacionado con las condiciones físico-
químicas que a su vez dependen de las características del substrato; la 
temperatura, las condiciones de humedad y particularmente el contenido de 
materia orgánica, oxígeno y nutrientes. Para un primer ensayo se aproximan estas 
condiciones teniendo en cuenta que mientras mejores condiciones de crecimiento 
hayan, las poblaciones son más diversas y densas. Por ejemplo en un suelo fértil 
la proporción promedio bacterias heterótrofas esta el orden de 106 y 108 UFC /gr 
de suelo, mientras que en agua de pozo por ejemplo contiene de 102 a 104 
UFC/ml. 
 
 El objetivo de la siembra: silo que se desea es hacer un recuento de UFC en un 
medio universal, se debe diluir más que si se siembra en medios selectivos, donde 
serán mucho menos los microorganismos que crezcan. 

                                            
 
 
 
 



 
Medio para la preparación de la diluciones: 
 
 Algunas veces la dilución se hace en agua destilada estéril, una solución de NaCl 
al 0.5 %, caldo peptonado al 0.1 % o el mismo medio de cultivo sin agar. También 
se puede agregar una alícuota determinada de la muestra directamente en medio 
de cultivo con medio nutriente +agar fundido, cuidando que no se encuentre tan 
caliente como para que mate los microorganismos o tan frío que se haya 
solidificado. El agua destilada estéril puede significar un cambio muy brusco para 
los microorganismos por lo que se prefiere las otras soluciones. 

 
 Se prepara la cantidad requerida la solución seleccionada, según sea el número 
de diluciones y se esteriliza a 1 atmósfera en un erlenmeyer. Una vez estéril la 
base de las diluciones, se dispensa 9ml o 9.9 ml (dependiendo si se quiere una 
dilución de 1/10 o 1/100), en tubos  de ensayo en condiciones asépticas utilizando 
pipeta estéril de 10 ml. Al primer tubo de ensayo que contiene la solución, se le 
agrega 1ml o 0.1 ml respectivamente de la mezcla con los microorganismos 
preparada con anterioridad o de la muestra de agua. El tubo contenido del tubo se 
mezcla en un vortex y con una pipeta se vierte la cantidad correspondiente al 
siguiente tubo y así hasta completar el set de diluciones.  
 
 Si el material de ensayo es suelo o lodo, debe recordarse que con anterioridad se 
le ha hecho un procedimiento de preparación a través del cual se ha obtenido una 
dilución (1:102 si se ha utilizado 100 ml de solución ), por lo tanto el resultado de la 
primera dilución en tubo es la sumatoria de las anteriores. 
 Para mayor exactitud se pueden utilizar pipetas automáticas y puntas de pipetas. 
Además hacer la siembra de forma simultánea a la preparación de las diluciones. 

 
Al realizar el recuento por medio de siembra de muestras diluidas, se puede 
obtener un mayor número de colonias separadas ( en placas de petri) puesto que 
la muestra  se  distribuye homogéneamente en todo el medio de cultivo y 
solamente en la superficie de la placa de agar. Teóricamente el número de 
colonias presentes en varias placas de agar sembradas con el mismo inoculo, 
debiera diferir únicamente por razones de azar. Sin embargo, si en un recuento de 
colonias el número es significativamente  diferente (ello se determina comparando 
los resultados de sembrar la misma alícuota de la muestra por diferentes métodos) 
se puede encontrar que la eficacia del recuento en placas puede ser resultado de 
relaciones ínter específicas de las poblaciones presentes  en el cultivo. Por 
ejemplo, sinergismo o antagonismo. 
 
 
CLASES DE SIEMBRA EN CAJA 
 
 

                                            
 



Siembra en placa: Técnica utilizada para hacer recuento a partir de diluciones. 
Con este método de siembra, es mas fácil observar reacciones metabólicas 
bacterianas, tales como lipólisis, proteolisis y fermentaciones.  Dependiendo del 
microorganismo, se utiliza doble capa.   
El medio de cultivo ( en cantidad de 17ml ), preparado en tubos grandes, debe 
estar fundido y a 45ºC, se le agrega 1ml de la dilución a sembrar, o se coloca en el 
centro de la caja de Petri estéril. Verter el medio de cultivo en la caja y 
homogenizar por movimientos giratorios horizontales y verticales, teniendo 
cuidado de no formar burbujas.  Dejar solidificar e incubar. 
 
Siembra en caja de petri por agotamiento: un buen método es el sugerido a 
continuación. Se toma la caja de petri en la palma de la mano izquierda, 
ligeramente inclinada; con la mano derecha se maneja el asa previamente 
esterilizada y con ella se recoge el material de cultivo o en el caso de usar 
escobillòn se inocula en una pequeña área de la caja y se trazan estrías paralelas 
hasta la mitad o tercera parte de la caja; se quema el asa; se hace girar la caja y 
se hacen estrías en la misma forma hasta la mitad de la superficie libre; se quema 
nuevamente el asa y se hace girar la caja; se trazan estrías perpendiculares a las 
anteriormente trazadas en el cuadrante libre.   Se esteriliza el asa antes de 
descartarla. 
 
 
CLASES DE SIEMBRA EN TUBO 
 
Siembra en tubos: La siembra en medios contenidos en tubos requiere mayor 
cuidado ya que un solo organismo contaminante de aire puede superar en 
crecimiento el organismo patógeno. Por tanto se deben tener las siguientes 
precauciones:  

- Mantener inclinado el tubo que contiene el cultivo que se va a transferir 
de modo que los microorganismos del aire caigan en las paredes 
externas del tubo y no de la boca. 

- Los tapones de los tubos deben mantenerse en la mano derecha 
sostenidos entre el meñique y el anular y el dedo del corazón. Nunca 
deben colocarse sobre la  mesa de trabajo o algún otro lugar. Deben 
prepararse de algodón no absorbente.  

- Flamear la boca del tubo. 
- Quemar el asa. 
- Sumergirla en el medio sin tocar las paredes del tubo. 
- Enfriarla en una parte del medio. 
- Tomar el inoculo con el asa. 
- Después practicar la siembra, esterilizar el asa y flamear nuevamente la 

boca del tubo. Colocar los tapones. 
- Transferir el material al otro tubo. 

 
Siembra en estrías: Se realiza en un tubo con medio sólido inclinado en bisel, 
deslizando el asa sobre la superficie y marcando surcos o estrías.  

 



Siembra mixta: Igualmente se realizan siembras mixtas en picadura en el fondo 
del tubo y luego se desliza el asa por la superficie en bisel marcado estrías.  
 
Siembra en medio liquido: Para transferir un producto contenido en un medio 
liquido o sólido a otros medios líquidos se puede usar pipetas estériles  o asa; si 
se hace con pipetas. Unas pocas gotas (2-3) son suficiente para el desarrollo 
bacteriano, si se practica con asa una ò dos asadas. 
 
 
DETERMINACIÓN DE POBLACIÓN MICROBIANA PRESENTE EN UNA 
MUESTRA 
 
 
La determinación de población de microorganismos presentes en una muestra es 
posible mediante el empleo de diferentes técnicas que se basan en el crecimiento 
poblacional de los microorganismos.  El crecimiento poblacional es resultado de la 
existencia de al menos una unidad viable, a partir de la cual se desarrolla la 
población denominada colonia y en medio sólido se le pude diferenciar entre otras 
características por su apariencia, coloración y tamaño. 
 
Las técnicas empleadas para la determinación poblacional microbiana presente en 
una muestra se han desarrollado para propósitos específicos, según sea la 
naturaleza del material a partir del cual se toman las muestras, el tipo de 
microorganismos que interesa determinar y sus condiciones de crecimiento. 
 
Las técnicas más generalizadas para la determinación de poblaciones bacterianas 
presentes en el aire, agua o suelo. son aquellas que utilizan los métodos de 
siembra en caja o recuento de  unidades formadoras de colonia UFC, recuento 
directo en cámara de newbawer y número más probable  NMP, estas son válidos 
para el caso de poblaciones de hongos microscópicos unicelulares ( levaduras ), 
usando el medio de cultivo especifico para ellos. 
 
 Es importante tener en cuenta que el recuento por NMP y UFC  no tienen un valor 
absoluto, depende frecuentemente tanto de las condiciones experimentales como 
de las características de los microorganismos. Además durante el tiempo de 
crecimiento puede que no se encuentre una relación muy estrecha entre el 
aumento de la cantidad de células viables y la masa bacteriana. Por eso es 
importante diferenciar estos parámetros siempre que hablemos de crecimiento 
bacteriano. 
 
 
Recuentos de colonias en superficie de placa de agar o determinación del 
número de bacterias vivas en la población bacteriana  
 



Dentro de las técnicas utilizadas para realizar el recuento de colonias viables en la 
superficie del agar, figura el método de la capa superficial, el de mezcla del inóculo 
con agar fundido y del vertido del inóculo y distribución con rodillo, entre otros. 
 
 No todas las células son capaces de sobrevivir. Se consideran vivas aquellas 
células  que sean capaces de formar colonias en medios con agar  o suspendidos 
en medios líquidos.  
 
Recuento de células vivas.  
 
Comúnmente se cuenta el número de colonias que se han originado en medios de 
cultivos óptimos para su crecimiento. Estos se pueden llevar a cabo en la 
superficie de placas de agar o en agar fundido, con ayuda de diluciones o 
directamente de filtros, en todos los casos una vez han crecido las colonias están 
se cuentan.  
 
Otros Métodos 
 
 
 
• 

• 

• 

• 

Uno de los métodos más antiguos consiste en la comparación con cantidades 
conocidas de otras partículas pequeñas por ejemplo eritrocitos (cerca de 5*106 
eritrocitos en un mililitro) 

 
El método de recuento eléctrico disminuye notablemente el trabajo, para este 
se utiliza el contador de Kauler, su funcionamiento está basado en la 
disminución de la conductividad eléctrica en el momento en que pasa una 
bacteria por una capilar. 

 
Si se sospecha que una suspensión posee menos de 106 células como por 
ejemplo agua de mar, agua de fuentes naturales o potable, para el recuento se 
puede utilizar el método de filtros, inicialmente se hace pasar el agua a través 
del filtro, posteriormente estos filtros se secan se colorean  y se cuenta en el  
microscopio las células. 

 
Método del número más probable, consiste en sembrar una sucesión de 
diluciones en medio líquido. Cada dilución se debe inocular por repetido  de 3 
a 5 veces. A partir de los tubos donde a crecido por los menos un 
microorganismo, generando turbidez, gas, cambio de pH u otro indicador se 
obtiene un código de donde se deduce por comparación con tablas 
estandarizadas, el número probable de microorganismos en la muestra. Este 
método se utiliza con mucha frecuencia para el recuento de Coliformes, pero 
es útil también para otros grupos de microorganismos como anaerobios, etc. 

 



• 

• 

El método más generalizado para el recuento de células totales es el recuento 
directo al microscopio con ayuda de una cámara de recuento (por ejemplo la 
de Newbawer, Thoma, Petrov-Jauzer). Las cámaras de recuento son placas 
de vidrio con una rejilla graduada en el centro y que esta ubicada a una 
profundidad de 100   con respecto de la superficie de la placa. La rejilla posee 
una serie de cuadrantes  cada uno con un área de 1/400 mm2.  Ver figura 2 
Para llevar a cabo el recuento se adiciona con una micropipeta una alícuota de 
la mezcla de microorganismos, que pueden provenir de diluciones según la 
densidad de la muestra, se cubre con una laminilla o cubre objetos, se observa 
con el objetivo 40 x y cuenta las células de 10 diferentes cuadrantes, se debe 
tener cuidado de no contar una misma célula dos veces. El número promedio 
por cuadrante el cual será equivalente al número obtenido por: 

1/10 x 1/400 =   1/4000 mm3  
 

Recuento de las células en placas fijas teñidas (Método de Vinograski ). 
El método consiste  en contar directamente en el microscopio, la cantidad de 
células microbianas que se encuentran en  definida cantidad de suspensión a 
la que se le esta haciendo seguimiento. El uso de placas fijas da la posibilidad 
de conservar los preparados por un largo tiempo y permite hacer el recuento 
en cualquier momento, dando flexibilidad a la persona que hace el 
seguimiento. 

 
 
Preparación de la mezcla:  Con  la micropipeta se lleva una alícuota de la  
suspensión, generalmente de 0,02 a 0,05 ml,  (puede ser a partir de diluciones), a 
una placa de vidrio libre de grasa y seca, a la suspensión se le agrega una gota de 
una solución acuosa de agar-agar, rápidamente se mezclan  con una asa 
bacteriológica estéril y se distribuye homogéneamente  en la placa de recuento. La 
placa se seca al aire, se fija con alcohol al 96% durante 20-30’ y  se tiñe con algún 
colorante durante un tiempo determinado. Luego la placa cuidadosamente se lava 
con agua hasta que salga completamente el colorante. Una vez terminado el 
procedimiento  la placa se seca al aire. 
      
Recuento de las células de los microorganismos: Se lleva a cabo con el lente de 
inmersión y un ocular graduado con una  rejilla. Se cuentan de 50-100 cuadritos 
de la rejilla del ocular (no menos de 10 campos visuales), moviendo la placa en 
diagonal. Si no se cuenta con la rejilla ocular,  se puede hacer el recuento de las 
células de los microorganismos en todo el campo visual del microscopio. Desde el 
punto de vista práctico, el máximo de precisión se alcanza cuando el número 
general de células contadas es de 600-1000 unidades. 
Sobre la base de los datos obtenidos se calcula la media de la cantidad de células 
en un cuadrito de la rejilla  o (campo visual) 
 
Para definir la cantidad más probable de células en 1gr o 1ml de muestra, a partir 
de la placa estudiada, es necesario tener en cuenta la dilución de donde se tomo 
la muestra, la cantidad de suspensión utilizada  y la superficie del cuadrito de la 
rejilla o campo visual. 



 
Para algunos propósitos de estimación bacteriana,  más que el recuento de 
células, se lleva a cabo la medición de parámetros relacionados con la actividad 
de los microorganismos como cantidad de biomasa, consumo de oxígeno u otros 
nutrientes,  producción de estos e incluso cantidades de moléculas o compuestos 
propios de los microorganismos como  fosfolípidos, ADN, etc.  
 
• 

• 

Determinación de la biomasa bacteriana :  La escogencia del método para 
determinar la masa celular depende del objetivo que tenga dicha 
determinación, para la producción neta se pesa la masa bacteriana de un 
cultivo después de haberse separado de la parte líquida por medio de 
centrifugación. 

 
Medición de masa bacteriana por densidad: Está se  lleva acabo midiendo la 
densidad del cultivo bacteriano y se utiliza especialmente para  hacer 
seguimiento del incremento de la masa bacteriana en el tiempo. 

 
Guia de manejo de fotoelectro colorimetro y medición de densidad óptica de 
los microorganismos 
 
Para medir de la refracción se usa el espectro fotómetro (EFM).La medición de 
densidad de microorganismos no se diferencia de la medición de la densidad 
óptica de las sustancias. Algunas veces la densidad de microorganismos se 
encuentra en medidas EFM, sin embargo, en la mayoría de los casos se construye 
una curva con los resultados del espectro fotómetro y de la cantidad de células o 
su biomasa, medidas simultáneamente, en adelante y sobre esta curva, se mide la 
refracción y determina la concentración de células o su peso seco por unidad de 
medio. 
 
Para construcción de la curva de calibración se procede de la siguiente forma: Se 
mide las refracción de suspenciones con diferente densidad. En cada una de estas 
suspenciones se determina por métodos directos (cámaras de recuento) o por el 
método de recuento en caja, la cantidad de células en un mililitro de medio, o la 
masa seca en gr/litro. Con base en los resultados obtenidos , en un papel 
milimétrico, se elabora una gráfica de calibración colocando en el eje de las 
ordenadas los resultados del EFM y el eje de la abscisas la cantidad de células 
contenidas en 1 ml de medio o peso seco (biomasa) en gr/l . Para cada cultivo 
microbiano se elabora una diferente curva de calibración. Cuando se construye la 
gráfica no se debe olvidar acompañarla con los datos utilizados para la 
construcción de la misma, el filtro utilizado o su equivalente en longitud de onda, el 
volumen de cubeta y el tipo de cultivo para el cual fue elaborada. 
Para determinar el número de células o la biomasa de un cultivo en estudio, con 
base en la curva de calibración se procede la siguiente forma: Los datos obtenidos 
del EFM se hacen coincidir con el mismo dato en la gráfica luego se traza una 
línea paralela al eje de las abscisas hasta el punto de corte con la gráfica, 
posteriormente desde este punto se traza una nueva línea paralela al eje de las 



ordenadas hasta el punto de corte, el dato que indica este punto corresponderá al 
numero de células  o biomasa. 
 
En la mayoría de los casos los microorganismos son incoloros y casi 
transparentes, por esto las suspenciones celulares absorben la luz en un espectro 
muy pequeño, la disminución de la intensidad de luz  después de su paso por la 
suspención bacteriana esta relacionada fundamentalmente con su refracción. La 
cantidad de luz  refractada es proporcional al contenido de células y. depende del 
tamaño de las partículas y la longitud de honda de la luz utilizada en el, por lo 
tanto en una determinada longitud de honda utilizada la refracción es mayor en la 
medida en que las células microbianas sean mayores y para determinado tamaño 
de microorganismo la refracción es mayor en la medida en que la longitud de 
honda sea menor, por lo mismo la determinación de la cantidad de células por 
este método es útil para aquellos cultivos microbianos donde el crecimiento 
provoca una turbidez uniforme  y no presentan cambios celulares notables de 
forma y tamaño, producción de películas, micelios u otras agrupaciones, durante 
su desarrollo, e introducir  errores de medición. 
 
Aunque existen diferentes modelos  en el mercado, la base de funcionamiento del 
espectro fotómetro es la misma:( fotoelementos y una serie de filtros de luz) 
 
• 

• 

Prueba de respirometria: Consiste en la medición del consumo de oxigeno de 
un medio al cual se le han adicionado nutrientes para potenciar el crecimiento 
de los microorganismos, dependiendo del tipo de microorganismos que se 
quieran estudiar se agregan nutrientes específicos 

 
Medición del contenido de fosfolípidos:   Teniendo en cuenta que los 
fosfolípidos son compuestos orgánicos existentes en las membranas de todos 
los microorganismos,  cuantificar la cantidad de estos compuestos en un 
determinado substrato, reflejará la cantidad de microorganismos existentes. 
Una vez aislados los fosfolípidos, se purifican y miden en el cromatógrafo. 

 
 
MATERIALES 
 
- Muestra (agua, suelo, lodo o compost) 
- Medios de cultivo (preparados con anterioridad) 
- 2 Erlenmeyer de 100 ml (uno con agua de dilución) 
- 10  Pipetas de 1 ml y 4 de 10 ml 
- 10 Tubos de diluciòn ( cada uno con 9 ml de diluyente) 
- 2 Asas vidrio 
- 1 Mechero de bunsen 
- Alcohol antiséptico 
- Mortero y pistilo (muestras sólidas) 
- Balanza (muestras sólidas) 
- Papel para pesar (pesasal) 
- Espátula 



 
 
PROCEDIMIENTO 
 
- Tomar 1 ml de la muestra problema con una pipeta èsteril y añadirlo a un tubo 

con 9 ml de diluyente, es muy importante que los volumenes sean lo màs 
exacto posible. 

- Agitar el tubo para homogeneizar totalmente la suspensiòn , de esta forma 
hemos conseguido diluir la muestra inicial 10 veces (diluciòn 10-1). 

- Repetir la misma operaciòn a partir de esta primera diluciòn para conseguir la 
diluciòn 10-2 y y asì sucesivamente. Segùn la carga microbiana que sospeche 
que exista en la muestra problema. 

- Sembrar al menos dos placas de agar nutritivo y los otros medios por cada una 
de las tres ùltimas diluciones 0.1 ml y èste inòculo debe extenderse de forma 
homogenea pòr toda la superficie de la placa con ayuda de una asa de vidrio 
esteril si siembra en superficie y 1 ml si siembra en profundida. 

- Incubar las cajas de petri a 35 +/- 2ºC durante 24 a 48 horas . 
- Contar las colonias de las placas que presentan un nùmero entre 30 y 300, un 

nùmero menor de 30 colonias por placa puede suponer la presencia de errores 
debido a fluctuaciones estadisticas.  Por otro lado, un nùmero mayor de 300 
colonias puede ser excesivo para poder contarlas exactamente. 

- Calcular con estos datos el nùmero de UFC (unidades formadoras de 
colonias):   
 
 

 
Nùmero de colonias * factor de diluciòn 

 
 
UFC / ml  =       ml sembrados en la placa 

 
 
 
RESULTADOS 
 
- Reportar los datos obtenido,  el nùmero de microorganismos de su muestra y 

realizar los càlculos respectivos.   
 
 
PREGUNTAS 
 
 
- Se obtendrìa el mismo resultado si cuantificàramos las bacterias de una 

muestra por siembra en superficie y siembra en profundidad? 
- Se toman 2.5 g de tierra y se resuspenden en soluciòn salina estéril hasta un 

volumen final de 50 ml.  A continuaciòn, se hacen diluciones decimales y se 
siembran 0.2 ml de cada una sobre un medio adecuado.   Tras la incubaciòn, 



en la placa de la diluciòn 10-6  crecen 200 colonias.   Calcule el nùmero 
probable  de UFC por gramo de tierra. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

AISLAMIENTO EN CULTIVO PURO Ó AXENICO 
 
 
OBJETIVO 
 
• Capacitar al estudiante a obtener cultivos puros a partir de las siembras 

realizadas en la clase anterior para llegar a la identificación de uno o más 
microorganismos. 

 
 
INTRODUCCIÒN 
 
En la naturaleza los microorganismos se encuentran en comunidades más o 
menos complejas.  Por ello, una técnica esencial en Microbiología es la obtención 
de cultivos puros (axénicos), a partir de los cuales son posibles estudios sobre las 
propiedades del microorganismo. 
Un cultivo puro es aquel que contiene una sola clase de microorganismo.  Para 
obtenerlo es necesario recurrir a las llamadas técnicas de aislamiento. 
Aunque existen otras, las técnicas más utilizadas emplean un medio de cultivo 
sólido, en el que el microorganismo genera colonias separadas. 
Se puede demostrar que prácticamente cada colonia procede de una misma célula 
o de un grupo de células del mismo tipo si el microorganismo forma agregados.  
Por ello, lo más correcto es hablar de UFC  al referirnos al origen de una colonia. 
Normalmente 
 
MARCO TEORICO 
 
Para proceder a la identificación bacteriana así como para su utilización en algún 
proceso de producción industrial o de investigación se deben asegurar que estos 
estén en cultivos puros ó axénicos.  Lo cual significa que en el cultivo solo se 



encuentra una cepa bacteriana como regla general procedente de la multiplicación 
de una sola bacteriana, para este fin se pueden utilizar varios métodos que van 
desde el aislamiento de una solo bacteria utilizando micro pipetas, aislamiento por 
agotamiento, diluciones, utilización de medios selectivos entre otros. 
 
Los usados comúnmente son los de siembra en medios de cultivo selectivo para lo 
cual es indispensable conocer las características fisiológicas del organismo que se 
desea asilar. 
 
Otros métodos comunes en microbiología es el agotamiento por estría:  Para llevar 
a cabo el aislamiento con este método se preparan cajas  con el medio de cultivo 
donde previamente ha crecido el microorganismo y en el cual también crecen 
otros microorganismos.  Como regla general estos medios no son altamente 
selectivos y es por esta razón se puede utilizar para hacer un diagnostico 2 grupos 
grandes de microorganismos. 
 
Características macroscópicas de las colonias bacterianas. 
 
Al desarrollarse en medios sólidos las bacterias forman estructuras visibles 
denominadas colonias.  Como regla general cada especie forma siempre en el 
mismo medio colonias semejantes.  Los rasgos de las colonias por tanto son 
importantes para la identificación primaria de grupos de bacterias diferentes.  En 
algunos casos la identificación inclusive hasta familia o género. 
 
Existen diferentes criterios para caracterizar una colonia: 
 
Por su tamaño:  Puntuales si miden menos de un milímetro, en adelante se miden 
y reporta el tamaño en milímetros (Grande, mediana, pequeña, puntiforme). 
 
Por su forma: 
 
• Elevación:  

• No elevada:  Plana 
• Elevada:   Convexa 

Umbilicada 
Mamelonada 
Papilar 

• Borde: 
• Regular:   Continuo 
• Irregular:   Festoneado 

Dentado 
Lobulado 
Ondulado 
Filamentoso 
Arboresecente 
 



Por su superficie:  Lisa o rugosa. 
 
Por su consistencia:  Blanda, dura o mucoide. 
 
Por su aspecto:  Brillante u opaco, Mate o translucida. 
 
Por su pigmento (color):   ejemplo: amarillo, verde, rojo, etc. 
 
 
 
PROCEDIMIENTO 
 
1. Preparar el sitio de siembra en condiciones asépticas 
2. Prender el mechero 
3. Tomar en una mano la caja y en otra el asa, (Si el sitio asegura una buena 

asepsia) la caja fuente puede permanecer en la mesa de trabajo. 
4. Se esteriliza (rojo incandescente ) y enfría el asa. 
5. Se abre la caja fuente y con un movimiento suave se toma una pequeña 

muestra de la colonia. 
6. Se cierra la caja fuente y se abre la caja receptora con medio fresco y estéril 

pasando el asa sobre el medio de cultivo marcando una primera zona de 
siembra en un extremo de la caja haciendo pases paralelos. 

7. Se cierra la caja, se esteriliza y enfría el asa nuevamente. 
8. Esta vez sin tomar más muestra de la caja original (fuente) se pasa el asa 

estéril tocando una sola vez la zona demarcada anteriormente marcando 
líneas perpendiculares a esta. 

9. Se repite el procedimiento hasta marcar cuatro zonas. 
 
Se espera que en la última zona sean arrastradas tan pocas bacterias que las 
colonias producto de la división del alguna.  Esto se ha logrado a partir de una sola 
bacteria y se encuentren suficientemente aisladas las unas de las otras.  Para 
lograr el resultado se repite todo el procedimiento con una de las colonias aisladas 
obtenidas.  Cuando todas las colonias presentes en una caja son iguales en 
tamaño, color, aspecto y demás características podemos asumir que tenemos un 
cultivo puro. 
 
 
 
RESULTADOS 
 
Reporte los datos obtenidos de sus siembras de acuerdo a las especificaciones 
dadas anteriormente. 
 
 
PREGUNTAS: 
 



- ¿Por qué deben realizarse varios pases de una colonia antes de  su  
identificación? 

 
- ¿Por qué  los microorganismos presentan diferencias morfológicas  al ser 

sembradas en diferentes medios , teniendo en cuenta los medios que 
sembrò cada grupo?                            

 
 
 
 
 
 
 
 
 

RECUENTO STANDARD DE MESOFILOS AEROBIOS VIABLES 
(MESOAROBIOS). 

 
 
 

OBJETIVO 
 
Cuantificar la población de microorganismos aerobios viables en determinada 
muestra. 
 
MARCO TEORICO 
 
El método empleado se realiza en caja de Petri utilizando el agar cuenta gérmenes 
como medio de cultivo, se realiza a todo tipo de alimento y la siembra puede 
hacerse en profundidad, o en superficie. 
 
MATERIALES 
 

- Elementos necesarios para la preparación y dilución de la muestra. 
- Cajas de Petri vacías estériles. 
- Pipetas graduadas en décimas de cc 
- Tubos de Plate Count agar o agar cuenta gérmenes 
- Contador de colonias 

 
PROCEDIMIENTO 
 
Tradicionalmente se ha recomendado que con la finalidad de mini mizar el error 
producido en los recuentos, todas las diluciones se siembren por duplicado. 
 

- Preparar la s diluciones del alimento siguiendo las instrucciones de la 
sección anterior 



- Pipetear de la dilución 1cc en una caja de Petri vacía y estéril empezando 
por la dilución 10-1 hasta 10-6  Se sugiere esta serie de diluciones cuando no 
se conoce el grado de contaminación que pueda tener el alimento 

- Teniendo el medio de cultivo fundido y enfriado a una temperatura de 45ºC 
aproximadamente agregar a cada caja de Petri que contiene el ml de la 
diferentes diluciones el contenido del tubo. Con movimientos suaves en 
sentido vertical, luego horizontal y finalmente circulares en el sentido de las 
agujas del reloj y a la inversa. Teniendo el cuidado de no formar burbujas, 
se logra una mezcla uniforme entre la muestra y el medio de cultivo  debe 
hacerse siguiendo los pasos anotados para conseguir un crecimiento 
bacteriano uniforme y rápido, para evitar la solidificación del agar 

- Una vez solidificado el agar las cajas se invierten y se incuban a 35-37ºC 
 
 
Realizar los recuentos: 

- Seleccionar para hacer el recuento aquella dilución donde haya crecimiento 
bacteriano que contenga entre 30 y 300 colonias, Utilice el cuenta colonias 

- Cuente las colonias y el numero encontrado deberá multiplicarlo por el 
reciproco de la dilución que utilizo para hacerlo 

- Pueden presentarse ciertas variaciones en los cultivos realizados. En la 
hoja siguiente usted encontrara las diferentes posibilidades y que hacer en 
cada caso. Lo importante es saber que cuando se puedan encontrar 
diluciones que contengan entre 30 y 300 colonias si el recuento es preciso, 
se informa como recuento Standard 

 
Recuento estimado del standard 
 
Este calculo se realiza cuando no es posible encontrar ninguna dilución que 
contenga menos de 300 colonias. Para hacer recuentos se puede dividir la caja en 
2, 4 o aun 8 porciones y contar las  colonias. Este numero de colonias se 
multiplica por el factor apropiado (2,4 u 8) y además por el reciproco de la dilución, 
que en este caso seria la mas alta. 
 
Cuando hay mas de 200 colonias por 1/8 se asume que en toda la caja hay mas 
de 1600 (200x8). El recuento total deberá ser mayor de 1600 multiplicado por el 
reciproco de la dilución mas alta. 
 
Si no hubiese colonias en la caja de dilución menor (10-1) se reporta como menos 
de 10 colonias puesto que el mínimo numero de colonias puesto que el mínimo 
numero de colonias que se puede obtener es de 1 y al multiplicarlo por el 
reciproco de la dilución dará 10.  
 
Expresión  los resultados 
 
El recuento bacteriano se debe expresar con 2 dígitos y el resto en potencias de 
10. 



Como no siempre el conteo de colonias produce valores como por ejemplo 10-20-
50-80-300 etc, es necesario aplicar algunas correcciones con la finalidad de 
convertir el numero hallado en uno con 2 dígitos. 
 
Ejemplos: 
 

 Si el recuentos se realizo en la dilución 10-3 y fue de 138 colonias, el tercer 
digito por ser mayor que 5 permite adicionar 1 unidad al 2º o sea que el 
recuento seria 140.000 = 14x104. 
 

 Si el recuento fue de 124 por ser el 3er. Digito menor que 5 se anula y se 
expresa 120.000 = 12x104.. 
 
 

Cuando el recuento de mesóaerobios se utiliza para determinar la aceptación o 
rechazo de un alimento, únicamente se considerara el recuento standard y nunca 
el estimado. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

PROCESAMIENTO Y RECUENTO DE COLIFORMES TOTALES Y FECALES 
POR NUMERO MAS PROBABLE (NMP). 

 
 
OBJETIVO 
 

• Capacitar al estudiante para efectuar e interpretar correctamente un análisis 
bacteriológico de agua. 

• Determinar si el agua a ensayar contiene microorganismos contaminantes 
mediante la técnica de los tubos múltiples de fermentación. 

 
 
MARCO TEORICO 
 
El agua puede ser perfectamente clara, libre de olores y sabores indeseables y sin 
embargo estar contaminada.  Esta contaminación puede ser por microorganismos 
patógenos o dañinos que llegan al agua y que en un momento dado la hacen 
peligrosa para consumo humano o animal.  La  potabilidad de un agua se puede 
determinar por pruebas de laboratorio tanto fisicoquímicas como bacteriológicas. 
 
Podría pensarse que la manera más adecuada de determinar si un agua está 
contaminada por microorganismos patógenos sería el aislamiento de dichas 
bacterias, sin embargo esto no es lo recomendado debido a varias causas: 
 

• Se necesitan varios días para obtener los resultados de los exámenes de 
laboratorio que determinen con exactitud la presencia de un 
microorganismo patógeno específico. 
Muchas personas podrían haber tomado agua antes de conocerse los 
resultados y así haberse expuesto a la infección. 

 



• Los organismos patógenos llegan al agua en forma esporádica y no 
sobreviven mucho tiempo, por tanto, pueden no estar o no detectarse en 
una muestra que se envíe al laboratorio. 

 
• Por el contrario es más sencillo y rápido determinar la presencia o no, de 

otros microorganismos no patógenos que comparten algunas veces el 
mismo hábitat con los patógenos.  Por consiguiente el hallazgo de los 
saprófitos indicaría la posible presencia de un patógeno. 

 
Se sabe que los microorganismos patógenos llegan al agua procedentes de las 
descargas intestinales de los humanos y los animales.  Ciertos tipos de bacterias 
tales como Escherichia coli  y varios microorganismos afines, denominados 
Coliformes (además de los estreptococos fecales etc) son habitantes normales del 
intestino y en consecuencia siempre están en las materias fecales: de tal manera 
que la presencia de estos Coliformes indica que el agua está contaminada con 
materia fecal, existiendo por tanto la probabilidad que cualquier patógeno haya 
llegado a ella. 

 
Se ha usado por mucho tiempo el grupo de bacterias Coliformes como indicadores 
de la contaminación del agua con excretas, éstos gozan de algunas ventajas al 
compararlos con otros indicadores. 

 
Los microorganismos Coliformes, particularmente la Escherichia coli, se encuentra 
en número muy grande en el intestino y generalmente sobreviven en el agua 
durante más tiempo que los patógenos. 

 
Por lo regular una persona sana no elimina microorganismos patógenos, pero 
puede desarrollar una infección intestinal y esos microorganismos aparecerán en 
materia fecal.  Así, la presencia de Coliformes en el agua, se toma como señal de 
alarma, pues, ha sido contaminada peligrosamente. 

 
El grupo de Coliformes comprende todas las bacterias en forma de bacilos GRAM 
NEGATIVOS, que son aeróbicos o anaeróbicos facultativos, no formadoras de 
esporas y fermentadores de la lactosa en un tiempo de 24 a 48 horas a 
temperatura de 35ºC.  Para bacteriología de aguas y en relación con la familia 
ENTEROBACTERIACEAE este grupo comprende los siguientes géneros:  
ESCHERICHIA, CITROBACTER, ENTEROBACTER Y KLEBSIELLA. 

 
Varias investigaciones hechas en el campo de la microbiología acuática han 
demostrado que los organismos Coliformes presentes en el tracto intestinal y por 
tanto en las heces de animales de sangre caliente, generalmente incluyen 
organismos capaces de producir gas a partir de lactosa en un medio de cultivo 
apropiado a temperatura de 44.5ºC + 0.2ºC.  Organismos Coliformes procedentes 
de otras fuentes (suelo, vegetación) no puede producir gas bajo las anteriores 
condiciones. 

 



Esto lleva a concluir que podemos hablar de dos tipos de origen para organismos 
Coliformes; los de origen fecal, es decir provenientes de materia fecal; y los de 
origen no fecal  (a partir del suelo y la vegetación). 

 
La suma de los Coliformes de origen fecal más los de origen no fecal constituye 
los denominados Coliformes totales. 

 
MATERIALES 

 
Tubos de 175 x 22 mm 
Tubos de 150 x 16 mm 
Tubos de Durham 
Pipetas de 10 ml y 1 ml. 
Gradillas 
Mechero 
Incubadora a 35.5ºC 
Baño maría a 44.5ºC 
Asas de inoculación 
Colorantes para la coloración de Gram 
Microscopio 
Láminas portaobjeto 
Medios de cultivo así:   Caldo lauril triptosa 

Caldo lactosado bilis verde brillante 
      EMB (Eosina azul de metileno) 
      Caldo E.C. 
      Agar nutritivo 

 
PROCEDIMIENTO 

 
Método para determinar el Número más probable de Coliformes Totales.  Este 
método consta de tres partes. 

 
Prueba presuntiva. 

 
Consiste en sembrar diferentes volúmenes de muestra en escala de múltiplos y 
submúltiplos de 1 ml (10, 1, 0.1, 0.01, ml etc).  Es  necesario sembrar 5 tubos por 
cada volumen de muestra. 

 
La escogencia de los volúmenes depende de la muestra que se va a procesar.  
Como guía para lo anterior se puede recomendar lo siguiente: 

 
Si se trata de aguas potables debe sembrarse 10, 1 y 0.1 ml (5 replicas de cada 
una). 
 
Para aguas relativamente no poluidas los volúmenes de muestra deben ser 1, 0.1 
y 0.01 ml. 

 



Agitar los tubos vigorosamente alrededor de unas 25 veces e incubar a 35 + 0.5ºC 
por 24-48 + 3 h. 
 
Al cabo de 24 horas de incubación, examinar la presencia de gas y turbiedad. 
 
En caso negativo, reincubar por un periodo adicional de 24 h. 
 
 
Reexaminar.  Si no hay cambios, reportar la prueba presuntiva como negativa. 
 
En caso contrario todos los tubos positivos de la prueba presuntiva deben 
someterse a la prueba confirmativa. 
 
Prueba confirmativa. 
 
 
Consiste en inocular a partir de cada uno de los tubos positivos de la prueba 
presuntiva, por medio de un asa bacteriológica o un aplicador, un tubo con caldo 
lactosado bilis verde brillante. 
 
- Agitar los tubos cuidadosamente e incubar a 35 + 0.5ºC durante 24-48 + 3 h. 
 
- Después de 24 + 2 h, examinar la presencia de gas y turbiedad. 
 
- En caso negativo reincubar por un periodo adicional de 24 + 3 h. 
 
- Reexaminar.  Si no hay cambio, la prueba confirmativa se reporta como 

negativa. 
 
- En caso contrario, o sea si hay presencia de gas y turbiedad (prueba positiva) 

se procederá a efectuar la prueba completa con cada uno de los tubos. 
 
En análisis de rutina la mayoría de las muestras se procesan hasta la prueba 
confirmativa.  Sin embargo estos datos deben verificarse llevando a cabo la 
prueba completa en el 5% de las muestras, con un mínimo de 1 muestra con 
prueba completa. 
 
Prueba completa. 
 
 
Consiste en sembrar a partir de cada uno de los positivos de la prueba 
confirmativa, una caja de Petri que contenga EMB (eosina azul de metileno). 
 
Sembrar el inóculo (1 asada) por el método de agotamiento en superficie (método 
de estría). 
Incubar durante 24 + 2 horas a 35 + 0.5ºC. 
 



En general pueden desarrollarse varios tipos de colonias.  Las típicas del grupo 
coliforme (positivas) son nucleadas, con o sin brillo metálico.  Las atípicas son 
pocas, no nucleadas, mucoides, rosadas.  Las negativas son transparentes. 
 
Escoger tres colonias (dos típicas y una atípica y sembrar cada una de ellas en un 
tubo con caldo lauril triptosa y otra con agar nutritivo inclinado). 
 
Incubar el caldo lauril triptosa durante 24-48 + 3h y el agar nutritivo inclinado 
durante 24 + 2h.  Ambas a 35 + 0.5ºC. 
 
Examinar los tubos de caldo lauril triptosa después de la incubación para 
determinar producción de gas con la consiguiente turbiedad. 
 
Hacer extendidos y colorear con Gram, a partir de las colonias crecidas con el 
agar nutritivo inclinado que corresponda a los tubos de caldo lauril triptosa que 
hayan revelado presencia de gas a partir de las colonias del EMB. 
 
NOTA:  La coloración de Gram puede omitirse de la prueba completa que se haga, 
solamente para aguas potables. 
 
Cálculo de los resultados 
 
El cálculo de la densidad probable de Coliformes totales en una determinada 
muestra está basado en la combinación de los resultados de los tubos positivos y 
negativos obtenidos de cada dilución o volumen sembrado. 
 
Esta densidad se expresa como NMP (número más probable) de Coliformes 
totales por 100 ml. 
 
El NMP se obtiene de la comparación de los resultados obtenidos de la muestra, 
con las tablas especialmente diseñadas las cuales tienen límites de confianza del 
95%. 
 
Es indispensable disponer de tres series de diluciones o volúmenes de muestra 
(múltiplos y submultiplos de 1) para obtener el código con el cual se debe buscar 
el número correspondiente al NMP, en la tabla 1: 
 
Ejemplo:  Si hemos sembrado 5 porciones o réplicas de 10 ml, 5 de 1 ml, y 5 de 
0.1 ml, de los cuales resultaron positivos 5 de 10 ml, 2 de 1 ml y 1 de 0.1 ml, el 
código resultante será 5-2-1. 
 
Al buscar en la tabla 1, éste código corresponde a un índice de 70/100 ml con un 
límite inferior de 23 y superior de 170. 
 
Aunque la tabla 1 se refiere específicamente a la combinación de resultados 
positivos obtenidos, cuando son inoculados volúmenes de 10, 1 y 0.1 ml de 



muestra, ésta puede ser usada cuando se siembran volúmenes mayores o 
menores de muestra. 
 
En este caso se busca el número de la tabla correspondiente al código, teniendo 
cuidado de aplicar la siguiente fórmula: 
 
Valor del NMP de la tabla x              10                          =  NMP/100 ml 
    Mayor volumen sembrado 
 
Ejemplo:  Si hemos sembrado 5 porciones o réplicas de 0.01 ml, 5 de 0.001 ml y 5 
de 0.0001 ml, de las cuales resultaron positivas 5 de 0.01 ml, 2 de 0.001 ml y 0 de 
0.0001 ml, el código será 5-2-0. 
 
Al buscar en la tabla 1, éste código corresponde a un índice de 49/100 ml. 
 
Aplicando la fórmula tendremos:      NMP= 49 x 10 = 49.000/100 ml 
      0.01



 
Tabla 1: INDICE DE NUMERO MAS PROBABLE (INMP) CON UN 95% DE LIMITE DE 
CONFIANZA PARA 5 TUBOS Y TRES DILUSIONES EN SERIE 
            

Número de tubos 
dando reacción 
positiva 

Indice 
de 
INMP 
por 100 
ml 

Limites de 
confianza al 
95% 

Número de tubos 
dando reacción 
positiva 

Indice 
de 
INMP 
por 
100 ml 

Limites de 
confianza al 
95% 

            
5 de 
10 ml 

5 de 
1 ml 

5 de 
0,1 ml 

 Inferi
or 

Super
ior 

5 de 
10 ml 

5 de 
1 ml 

5 de 
0,1 ml 

 Inferi
or 

Superio
r 

            
0 0 0 <2 - -       
0 0 1 2 <0,5 7 4 2 1 26 9 78 
0 1 0 2 <0,5 7 4 3 0 27 9 80 
0 2 0 4 <0,5 11 4 3 1 33 11 93 
      4 4 0 34 12 93 
1 0 0 2 <0,5 7       
1 0 1 4 <0,5 11 5 0 0 23 7 70 
1 1 0 4 <0,5 11 5 0 1 31 11 89 
1 1 1 6 <0,5 15 5 0 2 43 15 110 
1 2 0 6 <0,5 15 5 1 0 33 11 93 
      5 1 1 46 16 120 
2 0 0 5 <0,5 13 5 1 2 63 21 150 
2 0 1 7 1 17       
2 1 0 7 1 17 5 2 0 49 17 130 
2 1 1 9 2 21 5 2 1 70 23 170 
2 2 0 9 2 21 5 2 2 94 28 220 
2 3 0 12 3 28 5 3 0 79 25 190 
      5 3 1 110 31 250 
3 0 0 8 1 19 5 3 2 140 37 340 
3 0 1 11 2 25 5 3 3 180 44 500 
3 1 0 11 2 25 5 4 0 130 35 300 
3 1 1 14 4 34 5 4 1 170 43 490 
3 2 0 14 4 34 5 4 2 220 57 700 
3 2 1 17 5 46 5 4 3 280 90 850 
3 3 0 17 5 46 5 4 4 350 120 1 
4 0 0 13 3 31 5 5 0 240 68 750 
4 0 1 17 5 46 5 5 1 350 120 1,000 
4 1 0 17 5 46 5 5 2 540 180 1,400 
4 1 1 21 7 63 5 5 3 920 300 3,200 
4 1 2 26 9 78 5 5 4 1600 640 5,800 
4 2 0 22 7 67 5 5 5 >2400 - - 
 



 
Cuando se inoculan más de tres diluciones o volúmenes de muestra, se deben 
determinar las tres diluciones significativas, de acuerdo con las siguientes reglas: 
 
- Solamente deben usarse tres diluciones en el código, para calcular el valor del 

NMP. 
 
- Como primer número del código, seleccionar los volúmenes de muestra más 

pequeños en los cuales todos los tubos resultaron positivos (5) y los dos 
volúmenes o diluciones menores que le suceden.  (Ver tabla 2, pruebas 1 y 2). 

 
- Si menos de tres diluciones muestran tubos con resultados positivos, se 

seleccionarán los tres mayores volúmenes de muestra incluyendo las 
diluciones con los tubos positivos (tabla 2, prueba 3). 

 
- Si resultaron tubos positivos en diluciones más altas o mayores que en 

aquellas escogidas para el código, dichos positivos se suman a la dilución más 
alta de las tres seleccionadas en la primera ocasión (tabla 2, prueba 4). 

 
- No debe haber resultados negativos en volúmenes de muestra superiores a 

aquellos escogidos.  Sin embargo si aparecen tubos negativos, ejemplo:  4/5, 
3/5 y 0/5, debe usarse el mayor volumen de muestra con todos los tubos 
positivos, junto con los dos siguientes volúmenes de muestra más bajos. (tabla 
2, prueba 5). 

 
- Si todos los tubos son positivos se escogen las tres diluciones más altas (tabla 

2, prueba 6). 
 
- Si todos los tubos son negativos, escoger para el código, las tres diluciones 

más bajas (tabla 2, prueba 7). 
 
- Si no resultaron tubos positivos en una dilución intermedia, seleccionar para el 

código, la dilución más alta con tubos positivos y las dos diluciones más bajas 
(tabla 2, prueba 8). 

 
- Si solamente la dilución intermedia es positiva, escoger para el código ésta 

dilución, la siguiente más alta y la anterior más baja (tabla 2, prueba 9). 
 
 



Tabla 2.  Selección del código de resultados, serie de 5 tubos. 
 

Prueba 10 1.0 0.1 0.01 0.001 0.0001 Código 

1 5 3 0 0 0 0 5-3-0 
2 5 5 4 0 0 0 5-4-0 
3  4 1 0 0 0 4-1-0 
4 5 5 4 1 1 0 5-4-2 
5 4 5 3 0 0  5-3-0 
6  5 5 5 5 5 5-5-5 
7  0 0 0 0 0 0-0-0 
8  4 0 2 0 0 4-0-2 
9  0 1 0 0 0 0-1-0 
 
 
RESULTADOS 
 
 
El reporte del valor del NMP (número más probable) de Coliformes fecales en las 
muestras de agua, se expresa con base en 100 ml de muestra:  NMP de 
Coliformes totales/100 ml. 
 
 
Método para determinar el Número más Probable de Coliformes Fecales 
 
 
La prueba para determinar el NMP (número más probable) de Coliformes fecales 
es aplicable a investigaciones de fuentes de agua cruda, corrientes de agua 
poluída, sistemas de tratamiento para aguas residuales, aguas recreacionales, 
aguas marinas. 
 
Este procedimiento no es recomendado como un sustituto para la prueba de 
Coliformes en el examen de agua potable, ya que no se tolera ningún tipo de 
coliforme en aguas tratadas. 
 
Esta prueba consiste en transferir inóculo a partir de los tubos positivos de caldo 
lauril triptosa de la prueba presuntiva para Coliformes, a tubos con caldo E.C, (ver 
figura 3). 
 
Incubar a 44.5 + 0.2ºC durante 24 + 2h en baño maría, teniendo cuidado que el 
tiempo transcurrido entre la siembra y la colocación en baño maría no exceda de 
30 minutos. 
 
 
 
 
 



Cálculo de resultados 
 
En el cálculo de la densidad probable de Coliformes fecales se obtiene con base 
en la combinación de los resultados positivos y negativos obtenidos de los tubos 
con medio E.C. de acuerdo con la tabla del NMP utilizada para Coliformes totales, 
teniendo en cuenta las reglas señaladas allí.  La densidad de Coliformes fecales 
se expresa como:  NMP de Coliformes fecales/100 ml. 
 
 
Reporte de resultados 
 
El reporte del valor del NMP (número más probable) de Coliformes fecales en las 
muestras de agua, se expresa con base en 100 ml de muestra:  NMP de 
Coliformes fecales/100 ml. 
 
 
PREGUNTAS. 
 
1. ¿Qué otros microorganismos aparte de los Coliformes podrían producir una 

prueba presuntiva positiva?. 
2. ¿Porqué rutinariamente no se intenta aislar microorganismos patógenos como 

Salmonella y Shigella a partir de muestras de agua para determinar la calidad 
sanitaria de esta?. 

3. Explique el significado del término “grupo coliforme”.  ¿Qué importancia tiene 
en bacteriología de aguas?.  ¿Cuáles bacterias lo integran?. 

4. Fuera de los Coliformes, ¿Qué otras bacterias conoce usted, como indicadores 
de contaminación?. 
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PROCESAMIENTO Y RECUENTO DE COLIFORMES TOTALES Y FECALES 
POR FILTRACION POR MEMBRANA (FM). 

 
 
 
 

OBJETIVO 
 

• Capacitar al estudiante para efectuar e interpretar correctamente un análisis 
bacteriológico de agua. 

• Determinar si el agua a ensayar contiene microorganismos contaminantes 
mediante la técnica filtración por membrana. 

 
 
 

MARCO TEORICO 
 
Este método se basa en hacer pasar la muestra de agua problema a través de un 
filtro de membrana microporosa, en cuya superficie quedan retenidos los 
microorganismos. 
 
Habitualmente se utilizan membranas que tiene un tamaño de poro de 0.45mm ya 
que la mayoría de los microorganismos a analizar tienen un diámetro superior de 
0.45mm. 
 

Volumen a filtrar, dilución de las muestras. 
 
El volumen de la muestra es generalmente de 100ml excepto para aguas 
envasadas en las que se recomienda analizar muestras de 250ml. Sin embargo en 
aguas naturales sin tratar, el numero de bacterias en 100ml puede variar desde 
pocas decenas hasta cientos de millares. En este ultimo caso se emplean 
volúmenes de muestra mas pequeños. 
 
Las muestras comprendidas entre 30ml y 250ml se añaden directamente al 
embudo de filtración. Para muestras entre 1ml y 30ml, se añade primero al 
embudo 20-30ml de solución tamponada estéril y encima de ella se vierte la 
muestra a filtrar. Para muestras inferiores a 1ml, es preciso realizar diluciones con 
solución tamponada estéril. 
 

Materiales 
 

Frascos que contengan agua de dilución. 



  Pipetas de 1ml y 0.1ml. 

  Cajas de Petri. 

  Almohadillas absorbentes estériles  

  Unidad de filtración estéril. 

  Membrana de filtración estéril. 

  Pinzas. 

  Bomba de vacío. 

  caldo lauryl sulfato membrana para coliformes fecales. 

  Agar cromocult para coliformes totales. 

 

Procedimiento 
 
 
• Retirara del embudo receptor de muestra la tapa y desenroscarlos de la 

unidad base. 
• Revisar que el anillo plástico de la base este en su lugar y colocar con ayuda 

de unas pinzas estériles la membrana en la parte superior del recipiente base. 
• Enroscar el embudo receptor a la base que contiene la membrana. 
• Conectar la manguera de la bomba de vacío a una de las salidas del recipiente 

base. 
• Verter la muestra en el embudo colector y aplicar lacio parar que filtré la 

muestra. 
• Sobre cajas de Petri estériles colocar una almohadilla estéril y embeberla en el 

medio apropiado para filtración  y determinación de cada microorganismo. 
• Al finalizar la filtración desconectar la bomba de vacío, desenroscar el embudo 

colector del recipiente base, retirar la membrana con ayuda del as pinzas 
estériles y colocar sobre las cajas de petri el medio de cultivo. Incubar a la 
temperatura correspondiente 22 a 24 horas 

• Para realizar el conteo escoger cajas entre 20 y 80 colonias. 
• Las colonias típicas de Coliformes totales tienen un color rojo o azul oscuro. 
• Las colonias típicas de coliformes fecales tienen un color amarillo. 
• Para el recuento de las bacterias aeróbicas mesófilas se cuentan se cuentan 

todas las colonias que crezcan sobre la membrana. 
 
TOTAL DE BACTERIAS / 100ml =   No de colonias típicas x 100 
           Mililitro muestra filtrada 
 
Si hay menos de 20 colonias se reporta el numero de bacterias encontrados.  
Pero si el numero excede a 80 colonias se registra como TNTC (Too numerous to 
count). 



 
 

PROBLEMAS QUE SE PUEDEN PRESENTAR. 
 
 
PROBLEMA: Demasiada contaminación bacteriana (No típicas). 
CAUSA: Condiciones de filtración no estériles o insuficiente dilución de la muestra 
que contenía bacterias no típicas. El numero total de bacterias en la muestra no 
debe exceder de 200 para evitar que interfieran en el crecimiento de las colonias 
típicas. 
 
PROBLEMA: Zona seca en la cual se ha producido crecimiento. 
CAUSA: El filtro no descansaba completamente sobre el cartón con el medio 
nutritivo. Esta situación puede también ser debida a una limpieza insuficiente de la 
base del porta filtro. 
 
PROBLEMA: Colonias ocluidas o alargadas. 
CAUSA: Presencia de fibras en la muestra de agua. 
 
PROBLEMA: Demasiadas colonias con aspecto de colonias típicas. 
CAUSA: Insuficiente dilución de la muestra. 
 
PROBLEMA: Crecimiento a lo largo del borde de cierre del filtro. 
CAUSA: El porta filtros no hace buen cierre o no esta bien limpio. 
 
PROBLEMA: Distribución de colonias no uniforme. 
CAUSA: Pipetear una muestra pequeña directamente sobre el filtro seco: no agitar 
la muestra durante la filtración; no lavar el embudo después de la filtración. 
 
 
RESULTADOS 

 
Reportar los resultados obtenidos en unidades formadoras de colonias (UFC)/100 
ml de muestra.  

 
 

PREGUNTAS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



OBSERVACIÓN E IDENTIFICACIÓN MICROSCÓPICA DE BACTERIAS 
COLORACIONES SIMPLES Y DE GRAM 

 
 
 
OBJETIVOS 
 
- Prácticas algunos métodos de coloración bacterianas 
- Observar al microscopio algunas formas bacterianas 
- Describir las características de las diferentes formas observadas 
- Adquirir destreza en la prelación de frotis bacterianos 
 
 
INTRODUCCION  
 
Otro de los pasos para la identificación de las bacterias luego de ser cultivadas y 
aisladas (observación de morfología macroscópica)es la observación de su 
morfología, esto se logra con la ayuda en algunas ocasiones de coloraciones 
especiales o en otros casos con el equipo adecuado se puede prescindir de 
algunas de estas.  
 
Entonces la morfología microscópica de los microorganismos puede ser 
observada a partir de preparados frescos o fijados y teñidos por alguno de los 
métodos de tinción conocidos.  Hay ocasiones en que es necesario fijar los 
microorganismos.  Durante este proceso se “matan” ya que se coagula el 
protoplasma y se preserva la morfología celular además de adheridos a la placa 
por la deshidratación del medio que los rodea.  El agente fijador mas utilizado es el 
calor aunque puede utilizarse alcohol y otros compuestos químicos.  
 
MARCO TEORICO 
 
Las bacterias normalmente se multiplican por fisión transversal binaria.  En 
muchas especies, las células hijas resultantes de un evento de división por fisión 
tienden a dispersarse por separado el medio, debido a la actuación de fuerzas 
físicas (movimiento browniano, cizallamiento, corrientes de convención, etc).  Esto 
hace que al observar al microscopio una población de estas bacterias veamos 
mayoritariamente células aisladas.  Pero en algunas especies las células hijas 
pueden permanecer unidas entre sí(al menos durante cierto tiempo tras la división 
de la que proceden) debido a que el tabique sea incompleto o a la  
insistencia de campas mucosas que retienen juntos los productos de la división. 
 
La observación a microscopio de las bacterias nos permite diferencias cuatro 
formas básicas que son:  
 
Cocos : estas son células bacterias en forma esférica que se pueden agrupar 
individualmente, en parejas(diplococos), formando racimos irregulares en varios 
planos de división (estafilococos), formando cadenas (estreptococos), dos planos 



perpendiculares (tétradas cuatro células, en un plano) o múltiplos tres planos 
ortogonales (sarcinas paquetes pequeños). 
 
Bacilos: son células en forma de bastón alargados, que a su vez pueden tener 
varios aspectos: cilíndricos, fusiformes, en forma de maza, etc.  Atendiendo  a los 
tipos de extremos, estos pueden ser: redondeados (lo mas frecuente), cuadrados, 
biselados, afilados y que pueden presentarse individualmente, en parejas 
(diplobacilos), formando cadenetas (estreptobacilos), bacilos en empalizada o en 
paquetes de cigarrillos (debido a giros de 180º), dos bacilos en ángulo (en forma 
de letra v o l), varios bacilos formando “letras chinas”.  
 
Espirilos : al igual que los bacilos tienen un eje mas largo que otro, pero dicho eje 
no es recto, sino que sigue una forma de espiral, con una o más de una vuelta de 
hélice y que generalmente no se agrupan.  
 
Vibrios : proyectada su imagen sobre el plano tienen forma de coma, pero en el 
espacio suelen corresponder a una forman en espiral con menos de una vuelta de 
hélice.   
 
Otros tipos de formas:  
 
Filamentos, ramificados o no anillos casi cerrados, formas con prolongaciones 
(con prostecas). 
 
Estos distintos tipos de morfología celulares deben de haberse originado por 
mecanismos evolutivos, a saber, por selección y estabilización adaptativa frente a 
las distintas presiones ambientales presentes en diferentes nichos ecológicos.  
 
La observación microscópica de las bacterias se facilita cuando han sido 
coloreadas se acostumbra a fijar las bacterias en la lámina portaobjetos para 
poder colorearla con facilidad.  La fijación puede hacerse con solventes o con 
calor.  En cualquier caso se trata deshidratar la célula y coagular sus proteínas. 
 
Las coloraciones pueden ser simples cuando se utiliza un solo colorante o 
compuestas (diferenciales) cuando se utilizan dos o más colorantes. 
 
Coloraciones simples: Los colorantes sencillos permiten apreciar la forma, 
disposición y tamaño relativo de las bacterias y en algunos casos alguna 
estructura que tome una coloración más oscura, pero no muestran detalles finos 
de la estructura interna.   Es una solución del colorante en alcohol o en agua, 
como por ejemplo el azul de metileno, nigrosina o tinción negativa, azul de 
lactofenol, etc.  
 
La tinción simple puede ser directa para teñir la estructura microbiana mientras el 
medio permanece sin colorear; y tinción simple indirecta, cuyo objetivo es teñir el 
entorno que rodea la estructura microbiana mientras esta permanecer sin teñir. 
 



La tinción con azul de metilo puede ser útil para teñir gránulos 
metacromáticos(tinción directa).  
La tinción negativa permite observar las bacterias con color translúcida sobre un 
campo oscuro. (tinción indirecta). 
 
La tinción con azul de lactofenol es útil para la identificación de estructuras y 
esporas de hongos.  (tinción directa). 
 
Coloraciones diferenciales o compuestas: reciben también el nombre de 
contraste, y se denominan así por que se utiliza una mezcla de coloraciones 
simples que permiten diferenciar estructuras celulares internas, grupos de 
bacterias, etc., en estas coloraciones se utiliza un colorante primario que luego es 
removido de algunas células o estructuras con una solución (generalmente agua o 
alcohol), y posteriormente se aplica el colorante secundario o de contraste. 
 
El método permite distinguir estructuras inter e intracelulares.  Por ejemplo :  
 
La coloración de Gram (idea por Cristian Gram en 1884) es una coloración 
compuesta porque utiliza un colorante primario (cristal violeta) y otro de contraste 
(safranina y fuscina); se llama diferencia porque permite distinguir dos tipos de 
bacterias según la composición de la pared celular, las bacterias Gram positivas 
quedan teñidas de color violeta y las Gram negativas de color rojo, se utiliza el 
lugol (solución de yodo) para formar un complejo cristal violeta-yodo que es más 
grande que los poros de la bacterias Gram positiva (por la presencia de 
pectidoglucano en grandes cantidades presentan poros más pequeños) como para 
ser arrastrado al aplicar la solución de alcohol-acetona que desintegra la gran 
cantidad de líquidos presentes  en las paredes de la bacterias Gram negativas 
deshidratándolas y haciendo que los poros de estas permanezcan lo 
suficientemente abiertos como para adquirir el colorante de contraste (y de hecho 
que son más grandes por la baja concentración de pectidoglucano) y observarse 
de color rojo.  
 
Coloración de esporas: esta coloración ayuda a identificar la presencia de 
esporas (típicas de los géneros Bacillus sp. y Clostridium sp.) en el interior de la 
célula y distinguir su forma y ubicación.  Utiliza un colorante primario el verde de 
malaquita y uno de contraste, la safranina o fuscina.   
 
Coloración de cápsulas: permite identificar la presencia o ausencia de una 
estructura externa que envuelve a algunas bacterias como por ejemplo de género 
Klebsiella sp.  Utiliza un colorante primario, la tinta china y otro de contraste la 
safranina o fuscina.   
 
Tinción para bacilos ácido alcohol resistente: permite distinguir dos grupos de 
bacterias unas que se decoloran al aplicar soluciones ácidas y otras que no se 
decoloran.  Esta técnica utiliza una solución de fuscina fenicada de Ziehl Nielseen 
como colorante primario la cual se aplica sobre el frotis y se somete al 
calentamiento por cinco minutos sin dejar secar el colorante, posteriormente se 



lava con agua destilada varias veces y se decolora con alcohol ácido por 20 
segundos, se lava nuevamente con agua destilada y se aplica el colorante de 
contraste el azul de metileno dejándolo actuar por 30 segundos y lavando 
nuevamente con agua destilada.  De esta manera los bacilos resistentes al alcohol 
ácido  se tiñen de rojo y los no resistentes toman el color azul.  La diferencia en la 
coloración no se debe a reacciones químicas con ciertos componentes de la pared 
sino a la estructura física de la misma.  Los microorganismos pertenecientes al 
género Mycobacterium sp. son característicos alcohol ácido resistentes. 
 
Tinción de flagelos:  Permite observar los flagelos bacterianos con la ayuda de 
un mordiente especial (dos soluciones) que los hace más gruesos y por lo tanto 
visibles al microscopio óptico. 
 
Los colorantes ácidos tiñen los componentes básicos de la célula, por ejemplo la 
nigrosina. 
Los colorantes básicos tiñen componentes ácidos de la célula, por ejemplo: azul 
de metileno, cristal violeta, safranina, fuscina y el verde de malaquita. 
 
MATERIALES 
 
- Cultivos bacterianos 
- Porta y Cubreobjetos (Traerlos) 
- Asa bacteriológica metálica 
- Mechero 
- Colorantes básicos 
- Aceite de inmersión 
- Lugol 
- Alcohol-acetona 
- Microscopio 
- Papel absorbente (Traer) 
- Pinzas de madera 
 
PROCEDIMIENTO 
 
Coloración simple. 
 
- Elaboración del frotis:  Hacer un extendido a partir de un cultivo bacteriano en 

un portaobjetos al cual se le a adicionado una gota de solución salina o agua 
destilada estéril.  Para ello tome el asa y esterilícela al rojo y luego de enfriar 
tome una pequeña muestra de una colonia y dilúyala en la gota de agua 
destilada o solución salina homogeneizando muy bien para obtener una 
película fina. 

- Fijar la preparación exponiendo el portaobjetos rápidamente a la llama del 
mechero evitando un excesivo calentamiento.  Después de este procedimiento 
las bacterias quedan fijas y listas para la aplicación del colorante. 

- Coloque los portaobjetos sobre la parrilla de coloración. 



- Cubra el extendido con una pequeña cantidad de azul de metileno y déjelo 
actuar por un minuto. 

- Lave con agua hasta eliminar el exceso de colorante. 
- Seque la preparación al aire o al mechero. 
- Examine las preparaciones teñidas al microscopio, con el lente de inmersión.  

Haga esquemas de lo observado. 
 
 
Coloración de Gram. 
 
- Repita los tres pasos anteriores. 
- Cubra el extendido con cristal violeta.  Déjelo actuar por 1 o 2 minutos. 
- Lave le exceso de colorante con un chorro de agua suave. 
- Cubra el extendido con lugol (Solución de yodo), durante 1 o 1 ½ minuto.  Este 

actúa como un mordiente formando el complejo CV-I 
- Lave con agua. 
- Decolore la preparación aplicando alcohol-acetona, durante 30 segundos 

aproximadamente. 
- Lave con agua. 
- Cubra el extendido con safranina, déjela actuar durante 15 a 30 segundos 

(opcional 1 minuto). 
- Lave con agua, seque y observe al microscopio con lente de inmersión. 
- Haga esquemas de lo observado. 
 
RESULTADOS 
 
En los resultados tenga en cuenta para reportar:  microorganismos (bacilo, coco, 
espirilo, etc), la forma, agrupación y tinción usada. 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
METABOLISMO BACTERIANO 

 
 
OBJETIVOS. 
 
· Observar las diferentes reacciones químicas producidas por las bacterias como 

respuesta de su metabolismo. 
· Reconocer las principales pruebas bioquímicas empleadas en la identificación 

de bacterias. 
· Aprender a realizar, leer e interpretar las diferentes pruebas bioquímicas 

empleadas en el laboratorio. 
· Aprender la utilidad de los diferentes medios de cultivo selectivos y 

diferenciales. 
· Aplicar los diferentes métodos de siembra vistos en la teoría. 
· Realizar algunas pruebas adicionales para identificación de bacterias. 
 
 
INTRODUCCIÓN. 
 
Los microorganismos al igual que todo ser vivo necesita de nutrientes para un 
buen desarrollo. Si se combinan las fuentes de crecimiento e inhibidores 
adecuados y se proporcionan las condiciones favorables se puede lograr la 
separación de grupos de microorganismos lo que facilitara su estudio posterior. 
 
Se conocen diferentes métodos para el cultivo de microorganismos, pero sin lugar 
a dudas uno de los factores más importantes para realizar en forma correcta 
cualquier método de cultivo, aislamiento, recuento e identificación bioquímica son 
los métodos de esterilización y técnicas de asepsia que son utilizadas en el 
laboratorio, si estas fallan se puede correr el riesgo de contaminación y por 
consiguiente de falsos positivos en los resultados finales. 
 
Después de cultivado el microorganismo en estudio, para su identificación más 
exacta se recurre a las pruebas bioquímicas para determinar el metabolismo 
general de dicho espécimen y de esta manera llegar a una caracterización 
primaria o secundaria. 
 
El metabolismo microbiano lo podemos definir como el conjunto de reacciones 
bioquímicas que pueden llevar a cabo los organismos para obtener energía que 
más adelante podrá usarse en otros procesos. 
 
Las diferencias en la forma como procesan los nutrientes y los desechos que 
producen y liberan los microorganismos son el resultado de las enzimas que 
poseen y pueden ser utilizadas para su clasificación. 



 
Estas enzimas participan en procesos de fermentación y oxidación de azucares y 
de otros compuestos orgánicos, liberando metabolitos característicos para 
identificar cada grupo taxonómico. 
 
El metabolismo bacteriano se define como el conjunto de actividades químicas de 
la célula las cuales se puede dividir en dos: la producción de energía y la 
utilización de energía. 
 
La diferencia en la forma como procesan los nutrientes y los desechos que 
producen y liberan los microorganismos es el resultado de las enzimas que 
poseen y pueden ser utilizadas para su clasificación. 
 
Estas enzimas participan en los procesos de fermentación y oxidación de 
azucares y de otros compuestos orgánicos, liberando metabolitos característicos 
para identificar cada grupo taxonómico. 
 
La mayor parte de bacterias obtienen energía a través de reacciones químicas. 
Siendo más comunes las de oxidación – reducción; ya sea en forma anaeróbica o 
aeróbica. Algunas bacterias obtiene energía de la luz es decir, fotosintéticas, sin 
embargo, la energía lumínica debe convertirse en energía química para ser 
utilizada por la célula. 
 
Producción de energía en forma aeróbica: La célula utiliza una serie de 
reacciones para el transporte de electrones. Esta serie de reacciones son 
llamadas cadena respiratoria o sistema del citocromo. Su función es aceptar 
electrones de compuestos reducidos y transferirlos al oxígeno que es el último 
aceptor, para formar agua, y de ahí que se llame aeróbica. Liberando energía 
suficiente para sintetizar ATP como fuente de electrones las bacterias pueden 
utilizar carbohidratos, lípidos y proteínas. Otras pueden utilizar compuestos 
orgánicos e inorgánicos. Algunas pueden utilizar CO2 (quimioautotrofas). 
 
Producción de energía en forma anaeróbica: se habla de respiración 
anaeróbica cuando el aceptor final de electrones es una molécula inorgánica 
diferente del oxigeno o de fermentación cuando los electrones son aceptados por 
un compuesto orgánico. El ATP formado por las reacciones productoras de 
energía se gasta por diversas vías. Parte de ella se utiliza en la síntesis de nuevos 
componentes para las células nuevas, manteniendo la integridad física y química 
de la misma célula, en el transporte de solutos a través de la membrana, en la 
locomoción, y en la producción de calor. 
 
Para la caracterización bioquímica de los cultivos microbianos se disponen de 
numerosas técnicas de laboratorio. Se cultivan los microorganismos en presencia 
de diferentes sustancias nutritivas especificas o sustratos a los que generalmente 
se les añaden indicadores, los cuales reaccionan con algún producto de la 
reacción enzimático produciendo un cambio de color en el medio y que es lo que 
generalmente vamos a observar. 



 
Los indicadores pueden añadirse al medio desde antes de efectuarse la reacción, 
es decir antes de que el microorganismo a estudiar sea sembrado en el medio ó 
después de que el microorganismo se halla desarrollado en el medio. 
 
Pruebas bioquímicas de desdoblamiento bacteriano de azúcares: Se puede 
determinar la capacidad de un microorganismo para atacar y desdoblar diferentes 
azúcares empleando un medio nutritivo adecuado que contenga el carbohidrato y 
un indicador. 
 
• Pruebas con agar hierro de kligler (agar KIA): esta prueba determina la 

capacidad que tiene un microorganismo para atacar un carbohidrato especifico 
incorporado en un medio de crecimiento básico con producción o no de gases, 
junto con la producción de ácido sulfhídrico 

 
Para esta prueba se siembra por método de punción un tubo que contiene 
Agar kligler inclinado (agar KIA) a partir de colonias aisladas del 
microorganismo a ensayar, se incuba a 35°C  +/- 2°C por 24 – 48 horas. 

 
La interpretación de esta prueba se hace de la siguiente forma. 

 
- Cambio de color de rojo a amarillo en todo el medio indica fermentación 

de la glucosa y de la lactosa (pico de flauta ácido/profundidad ácida: A/A). 
- Cambio de color de rojo a amarillo únicamente en la parte inferior del agar 

pero no en la cuña (parte inclinada), indica fermentación de la glucosa 
pero no de la lactosa (pico de flauta alcalino/profundidad ácida: K/A) 

- Presencia de un color negro en el fondo y rojo en la superficie indica 
fermentación de la glucosa, pero no de la lactosa; producción de ácido 
sulfhídrico:  (K/A / H2S) 

- Ningun cambio en el color del agar indica no-fermentación de glucosa ni 
de la lactosa (pico alcalino/profundidad alcalina: K/K) 

- Ruptura del agar o formación de espacios de aire indica formación de 
dióxido de carbono 

- Aparición de un precipitado negro en la línea de punción indica producción 
de sulfuro de hidrógeno 

     
Prueba muy usada para diferenciación de bacilos gram positivos. 

 
• Prueba con agar TSI (agar tres azúcares hierro): Esta prueba determina la 

capacidad que tiene un microorganismo para fermentar la glucosa, lactosa y 
sacarosa. El agar triple azúcar hierro es un medio nutriente y diferencial que 
permite estudiar la capacidad de producción de ácido y gas por fermentación 
de los carbohidratos ya que incorpora un indicador rojo de fenol y el sulfato de 
hierro para la detección del ácido sulfhídrico. Es un medio útil para 
identificación de enterobacterias. 

 



Para esta prueba se prepara el agar TSI en forma de pico de flauta. Esto 
determina que existan 2 cámaras de reacción dentro del mismo tubo. La 
porción inclinada (pico) expuesta en toda su superficie al oxígeno es aerobia y 
la porción inferior (fondo) está protegida del aire y es relativamente 
anaeróbica. La porción inclinada del tubo que esta expuesta al oxígeno 
atmosférico tiende a tornarse alcalina (roja por el rojo de fenol) por la 
utilización aerobia de las peptonas. En el fondo del tubo, donde no hay 
oxígeno, la degradación proteica es mínima y se pueden detectar pequeñas 
cantidades de ácido por la aparición de un color amarillo (indicador: rojo de 
fenol). En ausencia de fermentación de carbohidratos, no se formarán ácidos y 
por la producción  de aminas en el pico todo el tubo quedara rojo. Esto se da 
en organismos no fermentadores. El medio esta diseñado de tal forma que la 
glucosas se encuentra en una porción 10 veces menor que la lactosa y la 
sacarosa. Si el TSI es inoculado con una bacteria fermentadora de glucosa 
pero no de lactosa ni de sacarosa, la cantidad de ácido producida por 
fermentación a partir de la glucosa será baja porque la concentración de 
glucosa es baja. Al principio se producirá viraje del indicador al amarillo en el 
tubo, pero al continuar la incubación, el pico del tubo retomara al rojo por la 
degradación aerobia de las peptonas antes descritas. Si el microorganismo 
fermenta la lactosa y/o la sacarosa, como las concentraciones de estos 
azúcares es de 10 veces mayor, se producirá mayor cantidad  de ácido que no 
puede ser revirado por la producción de aminas en la superficie por 
metabolismo aerobio. La producción de ácido sulfhídrico a partir de tiosulfato 
se pone de manifiesto por precipitar el Fe+2 del sulfato ferroso. Como esta 
reacción se da solo en medio ácido, un ennegrecimiento del fondo del tubo se 
lee como fermentación de algunos de los azúcares del medio. Además puede 
observarse la producción de gas, como burbujas en el fondo del tubo. Esta 
prueba se siembra por el método por punción en un tubo que contiene agra 
TSI inclinado a partir de colonias aisladas del microorganismo a ensayar, se 
incuba a 35 °C +/- 2 °C por 24 – 48 horas. 

 
La interpretación de esta prueba se hace de la siguiente forma: 
 
· Cambio de color en el medio de rojo a amarillo indica la fermentación de la 

glucosa lactosa y sacarosa ( pico de flauta ácido/ profundidad ácida: A/A. 
· Cambio de color en el tercio del medio (parte inferior), indica fermentación de la 

glucosa, pero no de la lactosa ni sacarosa (pico de flauta alcalino/ profundidad 
ácida: K/A). 

· Cambio de color en dos tercios del agar (parte inferior y medio), indica la 
fermentación de la glucosa y lactosa pero no de la sacarosa. 

· Ningún cambio de color en el medio indica ausencia de la fermentación de los 
tres azúcares (pico de flauta alcalino/ profundidad alcalina: K/K). 

· Ruptura del agar o formación de espacios de aire indica formación de dióxido 
de carbono. 



· Aparición de un precipitado negro indica producción de sulfuro de hidrógeno o 
ácido sulfhídrico (y se adiciona en el resultado / H2S). 

 
Pruebas bioquímicas de desdoblamiento bacteriano de carbohidratos: para 
estas pruebas se emplean medios líquidos contenidos en tubos de ensayo que 
incorporan un indicador de rojo de fenol con cada uno de los diferentes azúcares a 
examinar. Cada tubo debe contener un tubo de Durham invertido en el que se 
acumula el gas que se produce a partir de la fermentación del carbohidrato. La 
prueba se incuba a 35°C +/- 2°C por 24 – 48 horas y se interpreta la acidez y 
producción de gas de la siguiente forma: 
· Cambio de color de rojo a amarillo indica la fermentación del azúcar 

correspondiente. 
· Desplazamiento del líquido por una burbuja en el tubo de durham indica 

producción de gas por el microorganismo. 
 
Pruebas de fermentación – oxidación de carbohidratos: El objetivo de esta 
prueba es comprobar si un microorganismo fermenta y oxida al tiempo un 
carbohidrato especifico. El medio empleado es el Hugh leifson (OF) con peptona 
en baja cantidad (0.2%) y glucosa (1%). La acidez producida por metabolismo 
oxidativo es baja. A su vez, la mayoría de las bacterias producen sustancias 
alcalinas del uso aerobio de las peptonas. A las concentraciones de peptona 
usadas habitualmente en los medios (1-2%), no es posible observar la baja 
producción de ácido como parte del metabolismo oxidativo de azúcares ya que es 
neutralizado por el uso aerobio de las peptonas. La baja concentración de peptona 
del medio H-L permite diferenciar los microorganismos oxidativos de los inactivos 
frente a la glucosa. En ausencia de otros aceptores de electrones externos, la 
oxidación de carbohidratos es un proceso estrictamente aerobio,  en tanto que la 
fermentación es un  proceso anaerobio. Se usa un medio de cultivo semisólido, 
que evita posibles corrientes de convención y consiguientemente un mezclado del 
ácido producido en la superficie con el resto del medio. Para esta prueba se 
separan dos tubos que contienen medio H-L por cada carbohidrato a examinar. A 
uno de los tubos que conforma el duplicado del carbohidrato se le adiciona 
parafina estéril luego de inocularlos con el microorganismo deseado, se incuban a 
35°C +/- 2°C por 24 – 48 horas y posteriormente se leen de la siguiente forma: 
 
· Si en ambos tubos hay cambio de color de verde a amarillo el microorganismo 

puede  oxidar y fermentar el carbohidrato  
· Si en le tubo que contiene parafina hay cambio de color verde a amarillo pero 

en el otro no se produce cambio de color el microorganismo fermenta pero no 
oxida el carbohidrato. 

· Si en el tubo que no contiene parafina hay cambio de color verde a amarillo 
pero en el otro (con parafina) no se produce ningún cambio el 
microorganismo oxida pero no fermenta el carbohidrato. 



· Si en ninguno de los dos tubos se produce cambio de color el microorganismo 
ni oxida ni fermenta el carbohidrato. 

 
Pruebas bioquímicas para identificación de enzimas: el objetivo de estas 
pruebas es comprobar la presencia de enzimas en la célula microbiana. 
 
• Hidrólisis de almidón: algunas bacterias producen enzimas capaces de 

desdoblar las moléculas complejas de polisacáridos. Estás enzimas son 
extracelulares y realizan la ruptura de los substratos por medio de la hidrólisis. 
De esta manera, la amilasa hidroliza el almidón cuando los organismos que la 
producen se cultivan a 35°C +/- 2°C por 24 – 48 horas en un medio que 
contiene este polisacárido (agar almidón al 1%). La prueba se revela 
agregándole a la caja de agar almidón una solución de lugol el cual reacciona 
en presencia del almidón formando un color azul o violeta. La prueba se 
interpreta así: 

 
· Si se produce un halo de color azul a violeta alrededor de la colonia indica que 

la bacteria no hidrolizo el almidón y por lo tanto carece de amilasa.  
· Si se produce un halo transparente y no violeta o azul alrededor de la colonia 

nos indica que la bacteria hidrolizó el almidón y que por lo tanto posee la 
enzima “amilasa”. 

 
• Hidrólisis de la caseína:  Algunas bacterias poseen una enzima capaz de 

desdoblar o hidrolizar la caseína; esta enzima se denomina “caseinasa”. Para 
esta prueba se emplea un medio llamado agar caseína en el cual se siembra 
el microorganismo y se incuba a 35°C +/- 2°C por 24 – 48 horas. Esta prueba 
se lee de la siguiente forma: 

• 

• 

• 

• 

Presencia de un halo transparente alrededor de la colonia indica    hidrólisis de 
la caseina 
La no presencia del halo alrededor de la colonia indica la ausencia de la 
enzima caseinasa y por lo tanto la no – hidrólisis de la caseína 

 
Licuefacción de la gelatina: Determina la capacidad de un organismo para 
producir enzimas de tipo proteo lítico (gelatinasa), que licuan la gelatina. El 
medio empleado es la gelatina nutritiva con extracto de carne, peptona, 
gelatina y agua destilada. La prueba se realiza inoculando por picadura agar 
gelatina nutritiva estéril, se incuba a temperatura ambiente por 7 días y se 
determina qué patrones de licuefacción presenta. Si únicamente es para 
determinar la presencia de la enzima se incuba a 30°C  por 24 horas, se 
coloca luego a temperatura ambiente por una hora y se observa el tipo de 
licuefacción. 

 
Producción de ureasa: Determina la capacidad de un microorganismo de 
desdoblar la urea formando dos moléculas de amoniaco por acción de la 
enzima ureasa. La ureasa es una enzima microbiana vinculada con la 



descomposición de los compuestos orgánicos. El medio empleado es el caldo 
úrea con fosfato monopotásico, fosfato de sodio, extracto de levadura, úrea, 
indicador de rojo de fenol y agua destilada. La prueba se realiza sembrando 
con asa redonda una suspensión del microorganismo en el medio e incubando 
a 35°C +/- 2°C por 24 – 48 horas y se lee de la siguiente forma: 

· Si el medio vira a un color Rosado intenso o púrpura, la prueba es positiva. 
· Si no hay cambio de color se considera como prueba negativa. 
 
• 

• 

Producción de hemolisinas: las hemolisinas son sustancias que dejan libre 
la hemoglobina que contienen los glóbulos rojos sanguíneos. Se producen por 
varios tipos de bacterias como: streptococcus sp y staphylococcus sp. Las 
hemolisinas pueden producir cambios visibles cuando se cultivan  las bacterias 
en placas con agar de sangre . esta prueba se realiza sembrando el 
microorganismo en agar sangre por el método de agotamiento con el asa 
bacteriológica  (francés preferiblemente) y luego se incuban las placas a 35°C 
+/- 2°C por 24 –48 horas y posteriormente se hace la lectura así: 

 
- Hemólisis Alfa: presencia de un halo color verde alrededor de la colonia;  

esta hemólisis es un tipo de hemólisis incompleta en la cual los glóbulos rojos 
que rodean las colonias son parcialmente dañados, pero no lisados 
completamente. El enverdesimiento del medio se produce debido a la salida 
de la célula de un derivado del tipo de la meta hemoglobina . que es oxidado 
a compuestos del tipo de la biliverdina. 

- Hemólisis Beta: en la cual las colonias del microorganismo aparecen el la 
placa de agar sangre rodeadas de una zona clara, incolora en la cual los 
hematíes han experimentado lisis y se ha reducido la hemoglobina (halo 
transparente) . 

- Hemólisis Gamma: o ausencia de hemólisis, es éste tipo de hemólisis no 
hay daño de la célula, es decir, no hay lisis total o parcial de los glóbulos 
rojos y por lo tanto no se producen modificaciones en el medio en contacto 
con la colonia de la bacteria. 

 
El tipo de hemólisis producido en agar sangre es útil para una identificación 
inicial de los estreptococos. Sin embargo , las reacciones hemolíticas pueden 
sufrir variaciones dependiendo del tipo de sangre usado. Estas variaciones 
son evidentes con los Streptococos del grupo D. 

 
Producción de Betagalactosidasa: esta prueba se utiliza para detectar la 
presencia de la enzima β-galactosidasa e indirectamente mide la capacidad de 
un microorganismo de fermentar la glucosa y la lactosa. La fermentación 
bacteriana de la lactosa es mas compleja que la de la glucosa. La lactosa es 
un disacárido compuesto por glucosa y  galactosa unidas entre si por un 
enlace galactósido. Con hidrólisis este enlace se rompe y se libera la glucosa y 
la galactosa. Para que una bacteria utilice la lactosa deben estar presentes 
dos enzimas : la β-galactosido permeasa, que permite el transporte de la 
lactosa a través de la pared celular, la β-galactosidasa que ataca el enlace β-



galactosido una vez que el disacárido ha entrado en la cedula. La reacción 
ácida final es el resultado de la degradación de la glucosa a ácido pirúvico. La 
actividad directa de la enzima se puede realizar en medios como el agar EMB, 
el agar MacConkey o el agar XLD que miden la fermentación de la lactosa por 
el color de la colonia o el medio. Para demostrar la presencia de la enzima se 
recurre a la prueba siguiente: con ayuda de un asa bacteriológica se suspende 
una colonia aislada del microorganismo a ensayar en un tubo que contiene 
0.25 ml de solución salina estéril, se incuba por una hora  a 35° C +/- 2°C en 
baño de agua previa adición de una gota de tolueno. Pasado este tiempo se 
adicionan 0.25 ml del reactivo de betagalactosidasa  y se mezcla para 
posteriormente llevar a incubar por 24 horas a la temperatura anterior. La 
aparición de un color amarillo indica prueba positiva para la presencia de la 
enzima.   

  
• Producción de catalasa: la catalasa es una enzima que esta relacionada con 

microorganismos aeróbicos (excluyendo a los estreptococcus) y anaeróbicos 
facultativos y ausente en los anaeróbicos estrictos. Esta enzima descompone 
el peróxido de hidrógeno en agua y oxígeno. El peróxido de hidrógeno se 
forma como de los productos finales del metabolismo oxidativo aeróbico de 
carbohidratos. Si se deja acumular, el peróxido de hidrógeno es letal para la 
célula bacteriana. La prueba de catalasa llevada a cabo en portaobjetos es útil 
para diferenciar estreptococos (negativos) de estafilococos (positivos). 

 
Para realizar esta prueba se requiere de peróxido de hidrógeno al 3% y se 
puede realizar en portaobjeto, placas de petri o tubos de ensayo. En 
portaobjetos  se realiza transfiriendo una colonia del microorganismo a ensayar 
sobre una pequeña gota de agua destilada estéril, posteriormente se añade el 
peroxido de hidrógeno y se observa la producción de burbujas. 

  
 En los tubos o las placas de petri basta con añadir una pequeña cantidad de la 
solución de peróxido sobre la superficie. La interpretación de resultados se 
realiza de la siguiente forma: La aparición rápida y sostenida de una cadena de 
burbujas de gas o efervescencia indica una prueba positiva. La parición leve y 
diminutas burbujas de gas al cabo de 20 a 30 segundos luego de adicionado el 
reactivo se considera como una prueba negativa ya que algunos 
microorganismos poseen enzimas diferentes capaces de descomponer el 
peróxido. 

 
La no-aparición de burbujas es un indicador negativo rotundo. 

 
• Citocromo oxidasa:  el sistema citocromo oxidasa esta constituido por 

hemoproteinas capaces de catalizar la oxidación de un citocromo reducido por 
el oxigeno molecular. Las bacterias que obtienen su energía por respiración y 
utilización de oxigeno molecular como aceptor final de electrones, contienen 
diferentes sistemas citocromo oxidasa, en tanto que las bacterias anaerobias 
obligadas no contienen tales sistemas. El ensayo de citocromo oxidasa 
permite detectar la presencia del microorganismo de ciertas enzimas del 



sistema citocromo oxidasa , capaces de catalizar el transporte de electrones 
entre un dador presente en la bacteria y el colorante redox tetrametil –p-
fenilendiamina  (color azul) o el diclorhidrato de dimetil-p-fenilendiamina (color 
Rosado). La prueba puede realizarse por dos procedimientos:   

 
- Técnica directa en placa: en la cual se añade directamente 2 o 3 

gotas del reactivo a las colonias aisladas que se desarrollan en la placas, 
para este método las colonias deben estar en un medio que no contenga 
colorantes, por ejemplo se pueden realizar en un medio no selectivo. 

- Técnica indirecta, ya que la prueba se realiza sobre una tira o 
discos de papel filtro (colocados en una caja petri) en la cual se añaden unas 
gotas del reactivo y luego se extiende con un asa una porción de la colonia 
sospechosa. Se debe realizar un control al asa ya que esta puede producir 
falsos positivos. 

 
        La interpretación de resultados es la siguiente: 
 
- Cuando se utiliza el reactivo tetrametil-p-fenilendiamina: se considera 

como prueba positiva cuando aparece un color azul profundo en un tiempo 
menor de 10 segundos. Se considera positivo lento a confirmar cuando el 
color se desarrolla entre 10 y 60 segundos. Se considera negativo cuando no 
hay desarrollo del color o este se tarda en aparecer mas de 60 segundos. 

- Cuando de utiliza el reactivo dimetil-p-fenilendiamina: se considera un 
resultado positivo cuando se desarrolla un color Rosado a fucsia en un 
tiempo de aproximadamente 2 minutos. 

 
El ensayo en placa es menos sensible que en el papel; así mismo, el reactivo 

trimetil–p- fenilendiamina es más sensible a la detección del citocromo oxidasa. 
 
• Producción de coagulasa: la coagulasa es un enzima proteica similar a la 

protrombina, capaz de transformar el fibrinogeno  en fibrina, provocando la 
formación de un coagulo visible en un sistema analítico adecuado, esta prueba 
es útil para identificar S. aureus coaguiasa positivo de otros estafilococos 
coagulasa negativo. Esta enzima se halla presente en dos formas, “libre” y 
“fija” cada una de las cuales posee  diferentes propiedades que requieren el 
uso de diferentes propiedades que requieren el uso de diferentes técnicas para 
ser demostradas.       

 
La coagulasa fija se lleva a cabo en portaobjetos y es una enzima que está 

unida a la pared celular bacteriana. Los hilos de fibrina formados entre las 
células suspendidas en el plasma (que contiene fibrinógeno) provocan su 
aglutinación . indicada por la presencia de agregados visibles en el 
portaobjetos. Para esta prueba se coloca una gota de agua destilada estéril en 
un portaobjetos y con ayuda de un asa se transfiere y homogeneiza una 
colonia del microorganismo a estudiar, paso seguido se adiciona una gota de 
plasma reconstituido junto a la gota del microorganismo, se mezcla bien y se 
empieza a inclinar el portaobjetos hacia uno y otro lado observando la 



formación inmediata de un precipitado granular o de grumos blancos. Una 
reacción positiva se detecta usualmente en 15 a 20 segundos por la aparición 
del precipitado granular  la prueba se considera negativa si no de observa 
aglutinación al cabo de 2 a 3 minutos. Esta prueba es solo presuntiva y todos 
los cultivos negativos a positivos tardíos deben ser verificados mediante la 
prueba en tubos. 

 
La coagulación libre es una enzima intracelular que se halla presente en los 

filtrados de cultivos. Cuando una suspensión de bacterias de mezclan en 
partes iguales con plasma en un tubo de ensayo, se forma un coagulo visible 
como consecuencia de la utilización de los factores de coagulación del plasma 
de manera similar a cuando se añade trombina. Esta prueba se realiza 
colocando asépticamente 0.3 o 0.5 ml de plasma reconstituido en el fondo de 
un tubo estéril y adicionando igual cantidad de un cultivo de 24 horas (o 
suspensión en suero fisiológico de un cultivo de placa) , y mezclando por 
rotación el tubo, evitando remover o agitar el contenido; se coloca en un baño 
de agua a 35°C +/- 2°C observando cada hora por 4 horas y luego a las 24 
horas la formación de un coagulo visible.         

 
• Examen de Lisina Descarboxilasa y Ornitina: (prueba de LIA). La 

descarboxilación de aminoácidos es llevada a cabo por descarboxilasas 
formándose aminas y CO2 cada descarboxilada es especifica para un 
aminoácido y la reacción es completa e irreversible. Los aminoácidos 
ensayados habitualmente para la identificación de enzimas que descarboxilan 
los mismos son la Lisina, Omitina y Arginina. Para esta prueba se emplean 
varios medios, uno muy usado es el caldo Descarboxilasa de Moeller (para 
enterobacterias) y el otro es el agar LIA (de color púrpura). En el primero se 
incoula una suspensión con ayuda de un asa redonda. Se cubre con una capa 
de aceite mineral o vaselina líquida y se incuba. En el segundo caso se 
siembra por punción el agar y se lleva a incubar a 35°C +/- 2°C por 24 horas. 
Durante esta incubación puede ocurrir una fermentación de la glucosa que 
contiene el medio y por lo tanto virará a un color amarillo por acción del ácido 
que se forma el cual  baja el pH y hace que el indicador rojo de fenol o rojo de 
cresol cambie; luego, si el aminoácido es descarboxilado, se forman aminas 
que provocan un retorno al color original del medio o un viraje alcalino en el 
primer caso o un viraje al color más oscuro que el original en el segundo caso, 
de todos modos para evitar falsos resultados es recomendable dejar la prueba 
en incubación por 48 horas, La prueba en el segundo caso se lee así; Cambio 
a un color púrpura más indica presencia de la enzima: K/K. Cambio a un color 
amarillo, ausencia de la enzima y fermentación del carbohidrato: K/A. 
 

• Examen de fenilalanina: La fenilalanina es un aminoácido que por 
desaminación oxidada forma un cetoácido, el ácido fenilpirúvico. Solo los 
géneros Proteus sp, Morganella sp y Providencia sp poseen esta enzima 
fenilalanina desaminasa. El  medio de cultivo no puede contener extractos de 
carne o peptonas por su contenido variable en fenilalanina, pero si contiene 
extracto de levadura como fuente de carbono y nitrógeno. Para la prueba se 



inocula agar fenilalanina (APP en forma de pico de flauta) por el método de 
siembra por estría en superficie e incubar a 35°C +/- 2°C por 18 a 24 horas. 
Adicionar luego 3 a 5 gotas de cloruro férrico al 10% directamente sobre la 
superficie del agar, La aparición de un color verde intenso inmediatamente, 
significa la presencia de ácido fenilpirúvico y por lo tanto la presencia de la 
enzima y prueba positiva. 

 
Pruebas bioquímicas para la detección de metabolitos: Como  el nombre lo 
indica estas pruebas se usan para identificar  la presencia de metabolitos 
producidos por las bacterias durante su proceso vital. Por lo general, la detección 
de esas sustancias se hacen adicionando reactivos para observar una reacción 
específica luego que la muestra es incubada a diferencia de las pruebas 
anteriores, que luego de la inoculación determinan la actividad de una vía 
metabólica por el cambio de color del medio. 

Las principales pruebas bioquímicas de esta clase son: 
 
• Producción de indol: El indol es uno de los productos de degradación 

metabólica del aminoácido triptofano. Las bacterias que poseen la triptofanasa 
son capaces de hidrolizar y desaminar el triptófano con producción de indol, 
ácido pirúvico y amoniaco. La producción de indol es una característica 
importante para la identificación de muchas especies de microorganismos, La 
prueba del indol se basa en la formación de un complejo de color rojo cuando 
el indol reacciona con el rupo aldehído del p-dimetilaminobenzaldehído, Este 
es el principio activo de los reactivos de kovacs y ehrlich. El medio de cultivo 
utilizado debe ser rico en triptófano. Esta prueba se realiza inoculando el 
microorganismo en caldo triptófano o en medio SIM e incubación a 35°C +/- 
2°C por 18 a 24 horas. Al finalizar este priodo, se adiciona 5 gotas de reactivo 
de kovacs. Si se emplea el reactivo de ehrlich se debe adicionar primero 1 ml 
de cloroformo. La interpretación de la prueba es positiva si el reactivo cambia 
de color amarillo a un color rojo rosado a fucsia; si no hay cambio de color la 
prueba es negativa. 
 

• Producción de sulfuro de hidrógeno: la capacidad de ciertas especies 
bacterianas de liberar azufre de aminoácidos u otros compuestos que 
contienen azufre en la forma de H2S es otra característica importante para su 
identificación. La producción de H2S puede detectarse en sistemas de prueba 
si se hallan presentes las siguientes condiciones. 

• Si hay una fuente de azufre en el medio: por ejemplo aminoácidos 
como la cisteína y metionina, o el tiosulfato de sodio (compuesto 
inorgánico) que se adicionan al medio de cultivo. 

• Si hay un indicador de H2S en el medio: el sulfato ferroso, citrato 
férrico, sulfato o citrato de hierro y amonio, hierro peptonizado y 
acetato de plomo son indicadores de sulfuro muy utilizados en los 
medios del cultivo. 

• Si el medio permite el crecimiento de la bacteria en estudio: es 
importante identificar desde el comienzo que organismo deseamos 



analizar para así escoger los medio adecuados para su cultivo y que 
a la postre van a facilitar este proceso de identificación. 

• Si la bacteria  posee los sistemas enzimáticos productores de H2S. 
Para la prueba pueden emplearse diferentes medios como el agar SIM, KIA, 
o el TSI. El medio de SIM es más sensible a esta prueba que el KIA 
presumiblemente debido a la falta de hidratos de carbono para suprimir la 
formación de H2S y uso de hierro peptonizado como indicador, y también por 
su consistencia semisólida. El menos eficaz es el TSI porque se cree que la 
sacarosa suprime los mecanismos enzimáticos para la producción de H2S. 
De otra parte el indicador más sensible para detectar la producción de este 
ácido es el acetato de plomo  pero debe manejarse con cuidado ya que 
suprime en algunos casos el crecimiento de microorganismos exigentes 
nutricionalmente. 

 
Para esta prueba se siembra por punción cualquiera de los medios 
seleccionados y se incuba a 35°C +/- 2°C por 24 horas. Pasado el tiempo de 
incubación se observa si hubo o no aparición de un precipitado de color 
negro en la línea de punción o en el medio. Si hubo formación del precipitado 
la prueba es positiva. 

  
• Reacción del rojo metilo: una de las características taxonómicas que se 

utilizan para identificar los diferentes géneros de enterobacterias lo constituyen 
el tipo y la proporción de productos de fermentación que se originan por la 
fermentación de la glucosa. Se conocen 2 tipos generales: la fermentación 
ácido-mixta y la fermentación del 2,3 butanodiol. En la fermentación ácido-
mixta se forman fundamentalmente ácido láctico, acético y succínico, además 
de etanol, hidrógeno y dióxido de carbono. En la vía del butanodiol se forman 
cantidades menores de ácido (acetato y succinato) y los principales productos 
son el butanodiol, etanol, hidrógeno y CO2. El rojo de metilo es un indicador de 
pH con un intervalo de 6.0 (amarillo) y 4.4 (rojo), que se utiliza para visualizar 
la producción de ácidos por la vía de fermentación ácido mixta. Cuando se 
adiciona el rojo de metilo al caldo RM – VP después de ser incubado a 35°C 
+/- 2°C por 24 horas con un inoculo grande, se observa la formación de color 
rojo en caso de que el pH  del medio haya bajado a 4,4 o menos como 
resultado de la producción de ácidos, y se considera como una prueba 
positiva. Cuando el indicador no cambia de color amarillo a rojo se considera 
una prueba negativa. 
 

• Reacción de Voges-Proskauer: En la prueba de Voges-Proskauer se 
determina la vía de fermentación del butanodiol descrita en la prueba del rojo 
metilo. El acetil-metil-carbinol (o acetoina) es un producto intermediario en la 
producción de butanodiol. En el medio alcalino y en presencia de oxigeno la 
acetoína es oxidada a diacetilo, (esta conversación se logra exponiendo el 
medio ambiente por 10 a 15 minutos y en presencia de KOH). Este se revela 
en presencia de alfa-naftol dando un color rojo-fucsia. Las bacterias que 
utilizan esta vía producen bajas cantidades de ácidos mixtos que pueden ser 



insuficientes para bajar el pH  del medio de rojo de metilo lo bastante como 
para producir un cambio de color. Por este motivo, muchas de las especies de 
enterobacteriaceas que son Voges-Proskauer positivos,  con pocas 
excepciones, son rojo metilo negativo  y viceversa. Para la realización de esta 
prueba se emplea el medio RM-VP el cual se inocula con el microorganismo a 
estudiar y posteriormente se incuba a 35°C +/- 2°C por 24 horas. Pasado este 
periodo de tiempo se toma un mililitro del medio RM-VP y se transfiere a un 
tubo de ensayo limpio y estéril (o bien se puede emplear el medio completo del 
tubo) y se le adiciona 0.6 ml de una solución de alfanaftol al 5% y 0.2 ml de 
KOH al 40%. Agitar el tubo cuidadosamente para exponer en el medio al 
oxigeno atmosférico  y dejarlo reposar durante 10 a 15 minutos, 
examinándolos luego y a las 4 horas. La prueba se lee como positiva si hay 
aparición de color rojo rosado a fucsia luego de los 15 minutos e indica la 
presencia de diacetilo, producto de la oxidación de la acetoina. La no-aparición 
de este color es una prueba negativa. La reacción se puede acelerar 
adicionando dos gotas de una solución de creatina al 0.5%. 
 

Otras pruebas bioquímicas usuales: 
 
• Utilización del citrato: el principio de prueba de utilización del citrato es 

determinar la capacidad de un microorganismo de utilizar el citrato de sodio 
como única fuente de carbono para metabolismo y crecimiento. El caldo 
original descrito por Koser para esta prueba fue modificado por Simmons 
agregándole un indicador (el azul de bromotinol) y agar lo que proporcionó  un 
medio más sensible. Para esta prueba  se prepara agar citrato de simmons en 
forma de pico de flauta y se inocula una muestra pequeña del microorganismo 
por el método de  punción y teniendo cuidado de no arrastrar parte del medio 
de cultivo original con él inoculo para evitar resultados falsos positivos, lo 
mismo puede ocurrir si se adiciona un inoculo muy grande ya que la presencia 
de compuestos orgánicos perforados en la pared celular de bacterias que 
están muriendo puede falsear los resultados al liberar primero una cantidad 
suficiente de carbono y nitrógeno. Otra recomendación es sembrar primero 
esta prueba bioquímica ya que el asa puede arrastrar partes de otros medios 
que también falsearán los resultados. La prueba  se incuba a 35°C +/- 2°C por 
24 horas (incluso 4 días) y la aparición de un color azul en el medio indica la 
presencia de productos alcalinos y un resultado positivo. En ocasiones de 
detecta un crecimiento también visible a lo largo de la línea de punción antes 
de la aparición del color, este crecimiento también puede ser un resultado 
positivo. El malonato, acetato, hipurato para coliformes y mucato son otros 
radicales aniónicos empleados  para identificación de fuente única de carbono. 

 
• Reducción de nitratos: Esta prueba determina la capacidad que poseen 

algunas bacterias de reducir el nitrato a nitrito gracias a la presencia de la 
enzima nitrato-reductasa que extrae oxígeno al nitrato para formar el nitrito y 
otros productos de reducción como el agua. Casi todas las especies de 
enterobacterias reducen los nitratos. La presencia de nitritos en el medio se 
detecta adicionando el reactivo de griss (constituido por alfa-naftilamina al 



0.5% en ácido acético 5M y ácido sulfanilico al 0.8% en ácido acético 5M), con 
la formación de un colorante de diazonio rojo, p-sulfobenceno-azo-alfa-
naftilamina. Para el procedimiento se inocula el medio caldo nitrato con un asa 
del microorganismo en estudio y se incuba a 35°C + / - 2°C por 18 a 24 horas. 
Al terminar la incubación, se adiciona el reactivo de griss y la aparición de un 
color rojo en los 30 segundos posteriores indica la presencia de nitritos y 
representa una reacción positiva. Si no aparece color luego de agregado el 
reactivo, esto puede indicar que lo nitratos no han sido reducidos o que han 
sido reducidos a otros productos, como el amoniaco,  nitrógeno molecular 
(denitrificación). Óxido nítrico u óxido nitroso   e hidroxilamina. Dado que los 
reactivos de prueba  detectan solo los nitritos, este último proceso llevaría a 
una lectura falso – negativa. Por lo tanto, es necesario agregar una pequeña 
cantidad de polvo de zinc a todas las reacciones negativas. Los iones de zinc 
reducen los nitratos a nitritos y la aparición de un color rojo después de 
adicionar el polvo de zinc indica la presencia de nitratos residuales y confirma 
una reacción negativa verdadera. 

 
• Pruebas de motilidad: Esta prueba se realiza en medios semisólidos  o con 

bajas concentraciones de agar (0.4% o menos) para permitir que los 
microorganismos móviles se dispersen libremente. La motilidad bacteriana es 
otros determinante de importancia en una identificación final de especie. La 
motilidad bacteriana puede observarse directamente en un microscopio 
colocando una gota de caldo de cultivo en un portaobjetos de gota pendiente 
para bacterias que no crecen bien en medios semisólidos. Sin embargo, para 
las enterobacterias es más común emplear medios de cultivo semisólidos. Los 
medios combinados más empleados son el SIM y el MIO ya que permiten 
evaluar más de una característica a la vez, por ejemplo en SIM podemos 
evaluar motilidad, producción de H2S o indol. Dado que este medio tiene un 
fondo levemente turbio, la interpretación de resultados de motilidad se hace un 
poco complicado, sobre todo si el analista no esta suficientemente entrenado y 
mas aun cuando hay producción de H2S en el medio o se revela la prueba de 
indol primero lo cual puede afectar el color del medio. En estos casos se 
recomienda el uso de medios de motilidad específicos ya que permiten el 
crecimiento de bacterias muy exigentes y tiene aspecto cristalino. La prueba 
de motilidad se interpreta por medio de un examen microscópico del medio en 
busca de zonas de difusión del crecimiento sobre la línea de punción. Se a 
aconsejado el uso de sales de tetrazolio en estos medios ya  que estas sales 
incoloras se toman rosadas por la conversión a complejos de formazán rojos e 
insolubles por las propiedades reductoras de las bacterias en crecimiento sin 
embargo, presentan una desventaja para las bacterias exigentes ya que 
pueden inhibir su crecimiento. 
 

• Crecimiento en cianuro de potasio: Permite detectarla capacidad de 
algunas bacterias de crecer en presencia de este compuesto como una fuente 
nutricia, esta prueba se realiza inoculando el microorganismo en estudio en 
caldo KCN y se incuba a 35°C +/- 2°C por 24 a 72 horas. La presencia de 



turbidez en el medio indica una prueba positiva, para ello se examina 
periódicamente el medio.  

 
La mayoría de estas pruebas son útiles para la diferenciación de especies de 
Enterobacterias. 

 
Algunas pruebas son especificas para identificación de especies bacterianas, 
en estas pruebas encontramos las: 

 
o Prueba de la bilis esculina: para identificación de estreptococos 

del grupo D. 
o Prueba de la cuagulasa: diferenciación de Staphylococcus aureus 

cuagulasa positivo de otros estafilococos. 
o Prueba de doxirribonucleasa, DNAsa o termonucleasa: para 

identificación de géneros de Staphylococcus sp y Serratia sp. 
o Producción de pigmentos para Pseudomonas sp 

 
 
Actualmente se consiguen en el mercado bacterias completas  de pruebas 
bioquímicas que utilizan modificaciones de las pruebas bioquímicas 
convencionales, ya sea substratos deshidratados, tiras de papel de filtro 
impregnadas en reactivos o pequeños compartimentos con medios prontos para 
sembrar. En todos los casos se emplean códigos numéricos para la interpretación 
de resultados. 
 
Los sistemas comerciales más comunes son: 

 
• BBL. ENTEROTUBE II (Becton Dickinson). Es un sistema pronto para usar 

para la identificación de Enterobacterias, definida como bastones Gram – 
aerobios o anaerobios facultativos, oxidasa (-). Consiste en un tubo de 
plástico con 12 medios de cultivo contenidos en compartimentos individuales 
que se inoculan simultáneamente en una etapa y permiten la detención de 15 
características bioquímicas. 

 
• OXI/FERM TUBE II, (Becton Dickinson). Es un sistema listo para usar para 

la identificación de bastones gram (-), aerobios o anaerobios facultativos, 
oxidasa (+). Consiste en un tubo de plástico de 12 medios de cultivo que 
permite la realización simultánea de 14 pruebas bioquímicas. 

 
• API 20 E. Es un sistema estandarizado para la identificación de Bacterias 

Gram - . Consiste en una plantilla con microtubos conteniendo medios de 
cultivos deshidratados que se reconstruyen al agregar una suspensión 
bacteriana. Permite la realización de 23 pruebas bioquímicas a partir de una 
única colonia bacteriana. 

 
Otros sistemas: 



 
Quintet 3H de Diagnostics Pasteur para enterobacterias. 

 
API 10S. Versión miniaturizada del API 20 

 
E API Listeria 

 
API NH (Neisseria – Haemophilus) 

 
Existen también sistema de identificación comerciales para levaduras: API 20 C 

(para levaduras del género cándida ) Auxacolor de Diagnostics Pasteur 
Fongiscreen 4H de Diagnostics Pasteur (para identificación de levaduras de 

interés médico). 
 

MATERIALES 
 
• Cepas de bacterias gram negativas y gram positivas. 
•  Medios de cultivo (en el laboratorio se identificará cada prueba  bioquímica 

a emplear) 
• Agar Sangre, agar EMB, agar Monitol, agar Almidón. 
• Gradilla 
• Portaobjetos ( unos 3) 
 
5. PROCEDIMIENTO. 
 
• A cada grupo se le dará una cepa problema la cual utilizarán para determinar 

las reacciones bioquímicas y de los resultados llegarán a una conclusión  final: 
que cepa bacteriana trabajaron. Para ello sembrar todas las bioquímicas así:  

 
- Antes de proceder a realizar la siembra de la cepa problema marque todos 

los tubos con el medio respectivo y anote las características primarias 
como: textura, sólida, semisólida o líquida, color original, agar recto o 
inclinado, translúcida o no. Estas características servirán como un punto de 
referencia al momento de realizar las lecturas, ya que se podrá comparar 
los cambios ocurridos. 

- Esterilice el asa recta o redonda antes de inocular cada prueba. 
- Tome una muestra del cultivo e inocúlela empezando por el agar citrato de 

simmons, luego TSI, LIA, SIM, etc. Por el método por punción (en los 
agares inclinados finalizar con una estría en la superficie) y por último los 
caldos úera , MR–VP, etc. Con asa redonda diluyendo la muestra en ellos. 

- Incúbelos a 35°C +/- 2°C por 24 a 48 horas y realice las lecturas 
respectivas utilizando los reactivos indicados. 

- En un portaobjeto realice la prueba de catalasa colocando un inóculo de su 
cepa problema y adicionar  peróxido de hidrógeno al 3%. Anote los 
resultados. 

 



 
• Acción diferencial de medios de cultivo: 
 

- Para esta prueba tome una caja de agar EMB y siembre una estría con 
cada cepa problema de todos los grupos incluyendo el de ustedes. 

- Incube a 35° +/ - 2°C por 24 a 48 horas y realice las lecturas respectivas 
anotando todo lo que observó y concluyendo qué especies sembró por el 
crecimiento típico que estas presentan en el medio empleado. 

 
• Acción selectiva de medios de cultivo: 

 
- Tome 2 cajas de agar salado manitol  y siembre en una de ellas por método 

francés una cepa de S.aureus y en la otra por el método en rejilla su cepa 
problema  

- Incube a 35°C +/ - 2°C por 24 a 48 horas y realice las lecturas respectivas. 
 

RESULTADOS: 
 

 
Apunte los resultados obtenidos en cada una de las pruebas bioquímicas y con 
ayuda de la tabla para identificación de bacterias proceda a identificar su cepa 
problema. 

 
Anote y discuta los resultados obtenidos en los procedimientos  b, c y d 

 
PREGUNTAS 

 
• ¿Por qué el medio salado manitol cambia a amarillo en presencia de 

S.aureus? 
• ¿En qué consiste la acción selectiva y diferencial de los medios de cultivo? 
• Haga una lista de 3 medios selectivos y 3 medios diferenciales, explicando 

para qué grupo o grupos de microorganismos se empleen . 
• ¿Por qué las bacterias que son rojo metilo positivo rara vez son Voges – 

Proskauer positivo? 
• ¿Por qué se omite la glucosa en la formulación de medios de cultivos de 

aislamiento primarios como el Agar EMB o el Agar MacConkey?  ¿Qué 
pasaría si no se omitiera este carbohidrato en estos medios?. 

 
NOTA: Con el crecimiento típico de las cepas problemas en agar EMB puede 
ayudarse para la identificación final de su espécimen. 
       
 
 
 
 
 



OBSERVACIÓN DE ALGAS, HONGOS Y PROTOZOOS 
 
 
 

OBJETIVOS 
 
- Observar microorganismos vivos y poder estudiar se morfología y color (si lo 

tiene) en las condiciones màs cercanas a su realidad. 
- Observar diferentes clases de movimientos microbianos 
 
 
INTRODUCCIÓN 
 
El examen en fresco de una suspensión microbiana en esencial siempre que se 
desee  observar microorganismos vivos y conocer sus características (morfología, 
tamaño real, color, movimiento, etc.) evitando los artefactos que pueden ocasionar 
la fijación y la tinción. 
 
MATERIALES 
 
 
- Mechero de bunsen o alcohol 
- Asa de siembra 
- Portaobjetos 
- Cubreobjetos 
- Muestra (agua de charco, etc.) 
- Microscopio  
- Aceite de inmersión 
- Azul de lactofenol 
 
 
PROCEDIMIENTO 
 
- Tomar una gota de la muestra con el asa de siembra previamente flameada y 

depositarla en el portaobjetos 
- Colocar el cubreobjeto para evitar burbujas, depositar el cubreobjetos sobre la 

gota: primero una arista y luego todo él. 
- Observar al microscopio el color desprendido por el foco ira secando 

progresivamente la preparación.  Como consecuencia, los microorganismos se 
irán paralizando y , además, pueden aparecer corrientes de liquido que 
dificultaran la observación de la muestra. Cuando se estos efectos,  levantar el 
cubreobjetos y añadir mas liquido. Como alternativa, se puede aplicar parafina 
en los bordes del cubreobjetos. 

 
 
 
 



RESULTADOS 
 
 
Dibujar detalladamente los diferentes tipos morfológicos y describir sus 
movimientos. 
 
Nota: Si se desea observar microorganismos eucariotas, no será necesario utilizar 
el objetivo de inmersión. Por ello, el examen se puede hacer sobre un porta 
excavado directamente ( sin cubreobjetos) y el volumen de la muestra será 
considerablemente mayor. 
 
PREGUNTAS 
 
- Señale las ventajas e inconvenientes del examen en fresco. 
- ¿Porque se cubre la muestra con un cubreobjetos? 
- ¿Cuales son las diferencias morfológicas y estructurales mas importantes que 

se pueden obtener entre los microorganismos procariotas y los eucariotas?. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



MICROO0RGANISMOS PATÓGENOS 
 
 
 
 
OBJETIVOS 
 
• Observar la morfología macróscopica y microscopica de los diferentes 

microorganismos que se encuentran con mayor frecuencia en aguas 
residuales. 

• Comparar las distintas morfologías de los microorganismos patógenos. 
• Conocer los diferentes medios de cultivo selectivo para la identificación de 

microorganismos.  
 
 
MARCO TEORICO 
 
 
Los Microorganismos Patógenos están dentro de dos grupos grandes (Gam 
Positivos y Gram Negativos). Su estudio en aguas potables y residuales es 
importante porque pueden causar infecciones serias en pacientes sanos y 
complicaciones en pacientes inmunosuprimidos. 
 
Gram positivos: Estas bacterias por su contenido de Peplidoglican en su pared 
celular, el bajo contenido de lípidos y la ausencia de Lipopolisacárido, tiene la 
capacidad de retener el complejo cristal violeta de la coloración de Gram, razón 
por la cual se consideran bacterias Gram positivas. La rigidez de la pared celular y 
el bajo contenido de lípidos hacen que las bacterias Gram positivas sean muy 
resistentes a la desecación, los rayos del sol, los agentes antisépticos y los 
desinfectantes como jabones, detergentes y compuestos fenólicos. 
 
Estas bacterias tienen amplia distribución en la naturaleza y forman parte de la 
flora normal de la piel y las membranas mucosas del hombre, encontrándose 
además, con mucha frecuencia, involucradas en los procesos infecciosos. 
 
En la coloración de Gram, estas bacterias aparecen como cocos , aislados, en 
pares, cadenas cortas o racimos. La variación en el tamaño y coloración es debido 
a la acción de las células inflamatorias, a sus propias enzimas hidroliticas y a los 
antibióticos.  
 
En el Agar nutritivo las colonias de Micrococcus, se presentan colonias grandes 
cremosas, muchas de ellas producen pigmento amarillo, mientras que otras 
pueden ser blancas. Los Staphylococcus presentan colonias un poco más 
pequeñas que las anteriores, cremosas y algunas presentan pigmento amarillo. 
 



Las colonias de Staphylococcus son pequeñas, muchas de ellas puntiformes, 
traslucidas, como gotas de rocío. 
 
Gram neegativos: Esta familia esta compuesta por bacilos Gram negativos, 
muchos de ellos capsulados que se encuentran ampliamente distribuidos en la 
naturaleza y forman parte de la flora normal del tracto intestinal del hombre y de 
los animales y son las bacterias que se aíslan con mayor frecuencia de los 
especimenes clínicos. 
 
Se encuentran involucrados en un gran número de infecciones del hombre, como 
infecciones de heridas, pneumonia, septicemia, infecciones urinarias, síndromes 
diarreicos, etc. 
 
Su importancia como patógenos se ha aumentado debido al amplio uso de los 
antibióticos, la quimioterapia y los demás tratamientos inmunosupresores y a la 
capacidad que tienen para adquirir y transmitir factores de resistencia antibiótica. 
 
En el Agar sangre de cordero las colonias de Enterobacterias son mucosas, 
grisaceas y la mayoría presentan sus bordes enteros. La hemólisis variable. En 
Agar nutritivo se observan colonias mucosas y en su mayoría con bordes enteros. 
 
Las colonias de Proteus presentan alrededor una extensión de crecimiento a 
manera de velo, que difunde por el medio del cultivo. 
 
En EMB agar (Agar Eosina y azul de metileno), las colonias pueden ser 
pigmentadas lo cual depende de la capacidad de fermentar lactosa. Esta 
característica permite hacer una diferenciación rápida entre las lactosas positivas y 
las lactosas negativas que son transparentes. 
 
La diferenciación de las Enterobacterias se realiza básicamente en la 
determinación de sus enzimas. Estas enzimas pueden ser determinadas utilizando 
medios de prueba que contienen los sustratos específicos para ellas e indicadores 
que pueden detectar su utilización por la presencia de compuestos intermediarios 
o finales de su metabolismo. 
 
Dentro del grupo de las Enterobacterias, las mas estudiadas en aguas Residuales 
están: E. coli, Salmomella y Shigella. Aunque estos dos últimos géneros 
pertenecen a la misma familia de bacterias y causan un síndrome clínico similar, 
difieren enumemente en sus propiedades microbiológicas, epidemiológica y 
patológicas.   
 
Los miembros de la familia Micrococaceae pueden ser diferenciados de los 
Streptococcus por la prueba de la catalasa, que detecta la presencia de la enzima 
en la micrococacea. 
 
La mayoría de las bacterias de esta familia presentan las siguientes 
características: 



 
- Fermentan Glucosa 
- No poseen enzima atocromo oxidasa 
- Reducen nitratos o nitritos. 

 
 
MATERIALES 
 
 
• Cepas en medios selectivos  
• Cepas problemas  
• Cajas con medio selectivo 
• Microscopio 
• Portaobjetos 
• Cubreobjetos 
• Cristal violeta 
• Lugol 
• Alcohol acetona 
• Safranina 
• Mechero 
• Pinza de madera 
• Asa bacteriológica 
 
 
PROCEDIMIENTO 
 
• Cada grupo observará las cepas sembradas en los medios selectivos y  

anotara las caracteristicas primarias como textura, color, borde, etc., estas le 
servirán de referencia cuando siembren su cepa en estos medios. 

• Cada grupo hará como  mínimo tres coloraciones de Gram de las diferentes  
cepas para observar su morfología microscopica 

• A cada grupo se le dará un número de cajas servidas con medio selectivo para 
que siembren su cepas problemas y le sirva como referencia para su 
identificación final, para esta siembra van a dividir la caja en tres y en cada una 
siembran una de las cepas. 

 
 
RESULTADOS 
 
• Reportar lo observado macroscopica y microscopicamente de los  

microorganismos patógenos. 
• Anotar y discutir  los resultados obtenidos con la siembra de sus bacterias en 

los medios selectivos. 
 
 

 



GLOSARIO 
 

Agentes biológicos(según RD 664/97). Microorganismos, con inclusión de los 
genéticamente modificados, cultivos celulares y endoparásitos humanos 
susceptibles de originar cualquier tipo de infección, alergia o toxicidad. 

Microorganismo (según RD 664/97). Toda entidad microbiológica, celular o no, 
capaz de reproducirse o de transferir material genético. 

Cultivo celular (según RD 664/97). El resultado del crecimiento in vitro de células 
obtenidas de organismos multicelulares. 

Peligro. Todo aquello que puede producir un daño o un deterioro de la calidad de 
vida individual o colectiva de las personas. 

Daño. Es la consecuencia producida por un peligro sobre la calidad de vida 
individual o colectiva de las personas. 

Riesgo. Probabilidad de que ante un determinado peligro se produzca un cierto 
daño, pudiendo por ello cuantificarse. 

Desinfección (según la OMS). Eliminación de agentes infecciosos que están 
fuera del organismo por medio de la exposición directa a agentes químicos o 
físicos. 

Contaminación(según la OMS). Presencia de un agente infeccioso en la 
superficie del organismo; también en vestimenta, ropa de cama, juguetes, 
instrumentos quirúrgicos, apósitos u otros objetos inanimados o substancias, 
incluyendo el agua y los alimentos. 

Esterilización (según la OMS). Destrucción de todas las formas de vida por calor, 
radiación, gas o tratamiento químico. 

Limpieza (Asepsia). Eliminación, mediante fregado y lavado con agua caliente, 
jabón o un detergente adecuado, o por el empleo de una aspiradora, de agentes 
infecciosos y substancias orgánicas de superficies en las cuales éstos pueden 
encontrar condiciones adecuadas para sobrevivir o multiplicarse. 

Microbiología  es la ciencia que estudia los microorganismos, sus actividades, 
forma, estructura, reproducción, fisiología, metabolismo e identificación, como 
están distribuidos en la naturaleza, sus relaciones con otros seres, los efectos 
benéficos y perjudiciales que ejercen sobre los humanos y las alteraciones físicas 
y químicas que provocan en su medio. 

Medio de cultivo Es un conjunto de nutrientes, factores de crecimiento y otros 
componentes que crean las condiciones necesarias para el desarrollo de los 
microorganismos. 

Frotis es una pequeña cantidad de cultivo bacteriano que se extiende sobre un 
Portaobjetos limpio y se fija al calor. 



Flamear es pasar varias veces el asa por el mechero hasta que éste alcance un 
rojo incandescente. 

Cultivo axénico (puro) es un cultivo que contiene una sola clase de 
microorganismo. 

Microscopio Herramienta básica para el desarrollo de la microbiología, pertenece 
a dos clases el óptico y el electrónico, proporcionando la amplificación, gracias a la 
cual el hombre es capaz de observar los microorganismos y estructuras que a 
simple vista sería imposible de ver. 
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