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TOMA DE MUESTRAS BACTERIOLOGICAS

El diagnostico de las enfermedades infecciosas se basa en el estudio de los sintomas y signos clinicos,
asi como en la demostracion de la presencia del agente, de productos o de la huella que éste ha de-
jado en su contacto con el sistema inmune del individuo. El diagnostico clinico es, en muchos casos,
orientador luego de evaluar los datos que ofrecen la historia clinica y la exploracion pero, la confir-
macién de un diagndstico clinico requiere en enfermedades infecciosas el diagndstico etioldgico que
confiere el Laboratorio de Microbiologia Clinica.

Toda la informacién diagnéstica que el laboratorio de microbiologia puede proporcionar, depende

de la calidad de la muestra recibida. Por ello, una toma mal realizada, pobremente recogida o mal
transportada determinara un posible fallo en la recuperacion de los agentes patégenos, que puede
inducir a errores diagndésticos, e incluso a un tratamiento inadecuado del enfermo. Este hecho es
bien conocido por los microbi6logos, no obstante la mayoria de las muestras son obtenidas por otros
profesionales de la salud en diversos servicios clinicos, por lo que es necesaria la educacién continua
de dicho personal sanitario, al que hay que advertir del gasto inutil y el error de los datos obtenidos a
partir de un estudio realizado de forma inadecuada.

Normas generales
1. Obtenci-n de muestras:
o Deben realizarse en condiciones de maxima asepsia, evitando contaminaciones ambientales, del
personal médico y del propio enfermo.
o No debe estar en contacto con sustancias desinfectantes.

2. La Orden de solicitud de examen. Precisa:

o ldentificacion del paciente.

o Identificacion del médico.

o Datos de la muestra (hora de recogida, tipo de muestra, Diagndstico , localizacion anatdmica, pro-
cedimiento de obtencion de la muestra).

o Determinaciones solicitadas.

3. Il dentificaci-n de |l a muestra:

Cada muestra debe estar acompafiada siempre de una orden. El paciente debe identificarse con
nombre y apellidos, tipo de muestra, fecha, y hora de extraccion . La orden y la muestra deberian te-
ner etiqueta de color segun su conservacion:

0 Rojo: en estufa.35°C

0 Azul: en refrigeracion a 4°C.

o Amarillo: a Temperatura ambiente.

Conservacion de las muestras

0 Muestras para virus: en refrigerador, salvo sangre, médula 6sea, y Ag CMV.

0 Muestras para hongos: en refrigerador, salvo LCR, piel, pelo, uiias, vaginal y balanprepucial.
0 Muestras para anaerobios: a Temperatura ambiente.

0 Muestras para micobacterias: en refrigerador, salvo contenido géastrico.

Muestras para Bacteriologia:

o0 A temperatura ambiente: médula 6sea, liquidos estériles (pleural, peritoneal,articular,...), muestras
oculares, muestras de cavidad oral, heridas, abscesos, fistulas, adenopatias, del tracto genital, y biop-
sias.

o En refrigerador: orinas, heces, catéteres.

o0 En ESTUFA: hemocultivos, LCR, placas y tubos inoculados.



Segun el microorganismo a investigar.

o0 ANAEROBIOS: Maxima asepsia. ASPIRAR con jeringa Conservacion a T2 ambiente. Enviar en Anae-

roLin.

o MICOBACTERIAS: No recoger con torula. Recoger muestra de esputo . Conservar en nevera. Enviar

en envases estériles de boca ancha. Rapidez en envio.

0 HONGOS: ASPIRAR Y RASPAR. Conservar en refrigerador (excepto tracto genital, ufias, pelo,...).

pidez en envio.

Ra-

o VIRUS: Tomar muestras en estadio precoz. Transporte especifico. Conservacion en refrigerador.

( HydraFlock)

Criterios de rechazo de una muestra

A Muestras sin -rden o con -rdenes incompletas vy

A  Muestras derramadas, o rotas,

A Muestra no adecuada para | a prueba solicitada.

A Muestras sin medio de transporte adecuado.
Instrucciones especificas

Sangre:

Hemocultivo:

A Muestra sangr e.

A Vol umen 1:10 mlI en adultos cada uno de | os 2

A Recipiente: frascos Hotamocul tivo aerobios o Henm

A Consideraciones: desinfecci-n adecuada, evitan

Sis.
Frascos hemocultivos adultos, o Frasco hemocultivo pediatrico

Para hemocultivos con sospecha de anaerobios o microorganismos fastidiosos Frasco hemocultivo

Hem-Total.

Sangre para hongos levaduriformes:

A Muestra: sangre.
A Volumen: 1:10 ml por cada frasco.
A Recipiente: frascos hemocultivo aerobios

Frascos hemocultivos adultos , 0 Frasco hemocultivo pediatrico

Sangre para Mycobacterias, hongos filamentosos, microorganismos de crecimiento intracelular.
Para infecciones por catéter:
Frasco transporte PELIn

A Muestra: sangre.

A Volumen: de 2 a 5 ml

A Recipiente: FHiasco transporte PE

A Consideraciones: p a Macobhctemugr y snicrborgansmos det coesimiento

intracelular. Para infecciones por catéter.
Especificar .mantener larga incubacion., pues pueden tardar 4 semanas en crecer.



Vias respiratorias:

Nariz:

Torulin con medio de Stuart

A Muestra: frotis de fosas nasal es.

A Volumen: 1 torul a.

A Recipiente: medio de transporte Stuart.
Garganta:

Torulin con medio de Stuart

§ Muestra: frotis de faringe posterior, de Ulceras, o lesiones purulentas.
§ Volumen: 1 torula

§ Recipiente: medio de transporte Stuart.

Esputo:

Envase estéril de boca ancha

1 Muestra: esputo (no saliva).

T Volumen: 2 ml.

1 Recipiente: envase estéril de boca ancha.

Aspirado bronquial:
Envase estéril de boca ancha, o Frasco transporte PEin

A Muestra: aspirado bronquial, transtraqueal o0 m

A Volumen: 1 ml

A Recipiente: envase estd®ril, o Frasco de transp
Heces:

Coprocultivo habitual:
Torulin con medio Cary Blair

1 Muestra: muestra de heces.

1 Volumen: muestra heces.

1 Recipiente: Torulin con medio Cary Blair
1

Consideraciones: estudio de Salmonella, Shigella, Vibrio y Campylobacter

Para Yersinia, E. coli
Torulin con medio Cary Blair

1 Muestra: muestra de heces.
1 Volumen: muestra de heces.
1 Recipiente: contenedor Torulin con medio Cary Blair



ParaAeromonas y Plesiomonas
Contenedor especial

A Muestra: muestra de heces.
A Volumen: 1 g de heces.
A Recipiente: contenedor especi al

Apar at o-urigaBmmi t o

Orina:

Envase estéril de boca ancha adultos, recolector para muestras pediatricas

A Muestra: micci-n medi a.

A Volumen: 0,5 ml m2ni mo

A Recipiente: envase est®ril de boca ancha.

A Consideraciones: primera micci-n de |l a mafYana.

Secreciones urogenitales:
Torulin con Medio Stuart o Medio Amies.

A Muestra: secreciones vaginales o uretrales, to
A Volumen: 1 torula - 0,5 ml

A Recipiente: medi o de transporte Stuart (en mue
te PELin).

A Consider aci on e &hammiasutdizarenediowe tiramspodecespecifico.
Torulin con medio de Stuart o Amies .Tubo estéril para Chlamydias, Frasco Transporte PEn

Liquidos corporales, aspirados y tejidos:
LCR:
Tubos estériles , Transporte PEin , o directamente la jeringa y AnaeroLin si hay sospecha de anae-
robios

A Muestr a: | 2 qui do cefal oraqu?2deo.

A Volumen: 1 ml habitual mente, O 5 ml para micob
A Recipiente: tub o -LiesAnaemoliinl , Transporte PE

A Consideraciones: enviar el segundo tubo de ext
Liquidos corporales:

Tubos estériles ( aerobios) , Anaere.in (anaerobios) , o Frasco transporte PE.in ( fastidiosos)

A Muestr a: | 2 gui dos aspirados de forma as®ptica
A Volumen: 1 ml

A Recipiente: tubo est ®ril .( aerobi os)Lin(fasfidioa e r c
S0S)

Heridas:

A Muestr a: materi al purulento o contenido de abs
A Vol umen: 2 torundas - 0,5 ml de pus aspirado.

A Recipientes:

o para estudio de aerobios: medio de transporte Stuart.,0 Medio de Transporte Amies

0 para estudio de anaerobios: transporte AnaeroLin

' muestras | 2quidas: AnaerolLI N.

' muestras s-lidas: Torulin con medio de Stuart

C



Il muestras con terapia anti biconCadenActivadoor ul i n con

Biopsia y materiales aspirados:
Muestra: tejido

A Volumen: 1 ml de

A Recipientes:

0 para estudio de aerobios: Torulin con Medio de transporte Stuart, o Medio de transporte Amies

0 para estudio de anaerobios: AnaeroLin

e xt pado mediante cirug?2a, hu
| 2 [ 0

i rpa
qui d 1 gr de tejido.

' muestras | 2quidas: AnaerolL]I N.
' muestras s-lidas: Torulin con medio de Stuart
Il muestras con terapia anti biconCadé Activadoor ul i n con

Recomendaciones especiales:

Hongos:

Envase estéril de boca ancha

A Muestra: pueden wutilizarse | as muestras antes
de la primera muestra de la mafana.

A Volumen: 1 ml o |l o especificado en cada muest:r
A Recipientes: envase est®ril de boca ancha.
Mycobacterium:.

Envase estéril boca ancha

A Muestra: esputo, tejido, orina, |2quidos corpo
A Vol umen: 10 ml -1 gr de tejido. No usar torul
A Recipientes: envase est®ril de boca ancha o tu

Envase estéril de boca ancha ,Tubos estériles

Legionella / S. pneumoniael Neisseriae/Haemophilus:
Frasco transporte PELIn , o Envase estéril de boca ancha (trasladar rapidamente al laboratorio)

A Muestra: muestra de LCR, orina, l i qui do pl eur a
A Volumen: 1 ml
A Recipientes: Flriarsc,0 d reams®pLe testP& i | de boca a

A Consideraci ones: LegimmeélzycNeimoanco éreorind gnedirge técnica de cro-
matografia.

Anaerobios:
A Muestra: aspirados o | 2quidos corporales.
A Volumen: 1 ml de l2quido o 2 torulas.

A Recipientes:
0 muestras liquidas: frasco transporte AnaerolLin, o directamente en la jeringa
0 muestras sélidas: frasco transporte AnaeroLin

Virus:

A Muestra: secreciones respiratorias, | avado de
HydraFlock

vaginales y rectales, lesiones cutaneas sospechosas, heces, sangre,...

A Vol umen: 1 ml de | 2qui do, 1 torunda, - 1 gr de
A Recipientes: medi o de transporte espec?2fico pa
A Consideraciones: para el estudio de virus en h

Medio de transporte para virus Envase estéril de boca ancha o con medio de transporte Universal
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MEDIOS DE TRANSPORTE

Son utilizados para asegurar la viabilidad de la bacteria sin multiplicacion significativa de los microorganis-
mos desde el momento de su extraccion hasta su posterior estudio. Se utilizan generalmente cuando las
muestras deben ser enviadas de un laboratorio a otro. Se recomienda un limite de 2 horas desde la recolec-
cibn de las muestras y su estudio en el laboratorio, pero cuando este limite de tiempo es superado
(frecuentemente cuando se trata de muestras tomadas en un consultorio). Esta demora hace necesario el
uso de medios de transporte adecuados. Los medios de transporte mas frecuentemente utilizados son los
de Stuart, Amies y Cary- Blair.

FUNDAMENTO:
Cuando la viabilidad de las bacterias es muy escasa o la posibilidad de desecacion de la muestra es grande
(favoreci ®ndose | a destrucci-n bacteriana) y | a t om;

medios de transporte. Se trata de medios, tales como el Stuart o Amies, que no son nutritivos, sino que pre-
servan lasbacterias existentes, sobre todo si son escasas, a la vez que impiden el crecimiento exagerado de
otra flora bacteriana no deseada. Estos medios existentes pueden ser para bacterias aerobias , y aunque
pueden conseguir supervivencias de hasta 24 horas a temperatura ambiente, deberan enviarse también lo
mas rapidamente posible al laboratorio. Mencidén especial requiere cualquier tipo de muestras obtenidas a
partir de enfermos con presumible o demostrada hepatitis virica o SIDA, por ser infectivos no sélo el suero,
sino todas las secreciones. Las muestras seran debidamente sefializadas para prevenir la posibilidad de con-
tagio del personal, para ello, en muchos laboratorios se utilizan etiquetas de color amarillo o rojo, con el fin
de hacer mas visible su procedencia.

En casos de envios por correo, siempre se seguiran las normas existentes para el transporte de productos
biol6gicos peligrosos.

El primer medio utilizado para el transporte de muestras para estudios microbiolégicos fue el medio de

Stuart. En 1964 Cary y Blair describieron un nuevo medio para el transporte de muestras fecales. Tenia un
bajo contenido de nutrientes, un bajo potencial de oxido -reduccién y un alto pH. En los estudios de Cary y

cols., Salmonella y Shigella fueron recuperadas luego de 45 dias de inoculacién. Otros autores han demos-
trado la eficacia de ese medio de transporte para estudios microbioldgicos en gastroenteritis. EI medio de

transporte Cary-Blair, es semisélido debido a la baja concentracién de agar. Tiene un minimo aporte de nu-

trientes que permite la recuperacion de los microorganismos sin que haya replicacion. El tioglicolato de so-

dio se incluye para proveer un bajo potencial redox; y el pH relativamente alto minimiza la destruccion bac-

teriana por acidificacion.

El medio de STUART modificado permite la conservacién y el transporte e un gran nimero de microorganis-

mos patégenos, como Neisseria gonorrhoeae, Heamophilus influenzae, Corynebacterium djphteriae, Tri-
chomonas vaginalls, Streptococcus sp., Salmonella sp., Shigellas sp.t ¢ . Mi entras que | os
primeros, pueden aguantar bien 24 horas, los dos ultimos pueden hacerlo durante varios dias, a veces se-
manas. Se trata de un medio muy reducido debido a la presencia de tioglicolato que dificulta las reacciones
enzimaticas de autolisado. A su vez, la ausencia de una fuente de nitrdgeno evita la proliferacion de la flora
acompafante.

El medio de AMIES es una modificacion del medio de Cary Blair, que a su vez lo es del de Stuart. Basicamen-
te, cambia el glicerofosfato por un fosfato inorganico y el azul de metileno por carbén vegetal neutro farma-
céutico. Ademas, afiade iones Calcio y Magnesio, que ayudan a conservar la permeabilidad de la célula bac-
teriana.

Permite la supervivencia de muchos microorganismos, entre los que podemos citar aNeisseria sp., Haemop-
hilus sp., Corynebacterium sp., Trichomonas vaginalis, Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae,
Enterobacterias, sp., elc.

El medio de transporte AMIES permite la supervivencia de organismos incluso hasta 48 horas. Es un medio
apto para la conservacién de una gran parte de patdégenos como Niisseria, Haemophilus Salmonellaetc.
Algunos microorganismos pueden resistir en el medio durante tres o0 mas dias, sin embargo, es conveniente
gue la muestra llegue al laboratorio antes de las 24 horas.

e



Vibrio Cholerae,

Vibrio cholerae, agente causal de la enfermedad del célera es una bacteria gramnegativa que se adap-
ta a los medios acuéticos, donde prolifera cuando ciertos factores ambientales le son favorables, pudiendo ser
transmitidos hacia la poblacion humana, ocasionando focos infecciosos segun un patron estacional . El célera
persiste en algunas regiones naturale donde V. choleraeBiotipo El Tor se adaptaria debido a sus caracteristi-
cas endémicas.

Cuando aparecen casos sospechosos de cdlera, el agente infeccioso es identificado mediante el copro-
cultivo de la muestra fecal la cual debe ser adecuadamente obtenida y trasportada hacia un laboratorio refe-
rencial . El transporte de una muestra. fecal desde una zona rural hasta un laboratorio referencial puede tar-
dar hasta dos semanas

De acuerdo a los manuales de identificacion la muestra diarreica debe ser transportada solo en el medio
Cary Blair . Se asegura la viabilidad dd/jbrio cholerae durante el tiempo de transporte y de donde la bacteria
pueda ser recuperada mediante coprocultivo.

La viabilidad de la bacteria permite identificar el posible primer caso de colera que determina a su vez la
ubicacién del foco infeccioso donde se pueden implementar las medidas de control y la provision de asisten-
cia oportuna.

V. cholerae fue aislado del medio Amies sin carbdn , pero su recuperacion luego de quince dias no es
estadisticamente aceptable. Es posible que V. cholerae haya adoptado su estado viable no cultivable, el cual
no es util para el oportuno diagndstico clinico del célera . Por el contrario, V. cholerae fue recuperado en el
medio Amies con carbén durante sesenta dias Dicha persistencia puede debe
gue tiene afinidad por sus compuestos organicos , descomponiendo las formas reducidas de oxigeno y se-
cuestrando los radicales libres ; sin embargo, el carbdn dificulta las tinciones gram.

La recuperacion de V. choleraeen el medio Stuart disminuye drasticamente después de treinta diasSe

ha descrito que el medio Stuart permite el transporte de especimenes fecales debido a la presencia de una
solucion balanceada de sales y un amortiguador de fosfato organico . Es posible que la disminucién de la
concentracion de oxigeno debido a la presencia de tioglicolato de sodio, la ausencia de cloruro de sodio y la
menor oxigenacion del Stuart hayan afectado a la recuperacion cultivable y viable deV. Cholerae Los iones
sodio son necesarios para la supervivencia y el desarrollo deV. choleraey | a combi naci - n de
traciones de salinidad-nutrientes afecta la recuperacion de éste, logrando detectar sélo bacterias no cultiva-

bles.

En el medio CaryBlair, V. choleraetuvo un comportamiento inicial similar a los medios Stuart y Amies
con carbdén, manteniéndose constante hasta los treinta dias, resultado reportado anteriormente El medio
Cary-Blair es recomendable para el transporte de V. choleraedebido a su pH alcalino (pH = 8.4) y a la presen-
cia de cloruro de sodio ; pero, V. choleraetambién se establece a pH neutro como ocurre en el ambiente y
como se ha podido demostrar en el presente estudio con los medios Amies con carbén vy Stuart, que han sido
recomendados para el transporte de las muestras, pero sélo por periodos de breves (uno o dos dias), dado
gue aparentemente el pH de estos medios no era 6ptimo para V. cholerae .

1.V.choleraeper manece vVviable y cultivable durante sesent a
bén, durante cuarenta y cinco dias en el medio transporte Cary Blair y durante treinta dias en el medio de
transporte Stuart.

2. Los coprocultivos de las muestras transportadas wedio de :

por los medios evaluados deberan ser preenrique- T'mpm‘m ' Op=0,005
cidos en agua peptonada alcalina para asegurar la

viabilidad de la bacteria. Op=0.199
3. Vibrio cholerae permanece viable y cultivable

en el sistema de transporte Amies con carbén du- 01p=0.095
rante sesenta dias y en el sistema de transporte

Cary-Blair durante treinta dias. I % I O pe1,000

Dias

M



CONCLUSIONES

La sobrevivencia de las bacterias en el medio de transporte depende de muchos factores. Estos in-
cluyen el tipo de bacteria, tiempo de transporte, temperatura de conservacion, concentracion de
bacterias en la muestra y formulacion del medio de transporte. Las muestras deben ser transporta-
das directamente al laboratorio y sembradas entre 24 horas. Estudios publicados han demostrado
gue el medio de transporte Stuart y Amies tiene la capacidad de mantener la viabilidad en una ga-
ma bacterias aerébicas por 24 horas. Cary y Blair relatan en estudios hechos con especimenes clini-
Cos, que se puede recuperarSamonella y Shigellal e s pu®s de conservaci -n
te por hasta 49 dias. En un ensayo similar, cepas no aglutinables de Vibrién , Heiberg grupo Il y IV,
fueran aisladas después de 22 dias. En estudios con 162 especimenes de fecales de rutina recolecta-

de

das con el medio CaryBlair, cepas deShigellat uer an recuperadas por hast

ambiente. Salmonellase mantuvo aislada a pesar de la presenciade Proteus y Pseudomonas aerugi-
nosa, por 45 d2as m2ni mo. En otros espec? men &a-,
monellaf ue ai sl ada 3Shgala sanncsfze redpaaasla hasta 34 dias usando el medio

Cary-Blair, V.cholerae p er manece viable y cultivable durante
Amies con carbén, durante cuarenta y cinco dias en el medio transporte Cary Blair y durante treinta
dias en el medio de transporte Stuart.
Neuman et al, describen que Vibrion parahaemolyticus sobrevive por 35 dias. El medio CanBlair se
recomienda también para el transporte de muestras en las cuales se sospecha contienerCampy/o-
bacter jejuni
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Dry o con Medi os de Transporte Stuart gel

Sistema de recoleccion y transporte de muestras nasof ar ?

genitourinarias, para PCR y medicina Fore

Los medios de recolecci-n de muestras cl2nicas han
especial mente al avance de |l as t®cnicas diagn-sti cas
del diagn-stico depende en gran medida de | a efectiwv
muestra y de | a cantidad de MO recolectados por el s
El tipo de fibra compactada wutilizadacaemnli aagwemt a ede
demostrado que tienen una recuperaci-n de MO del 1(
l a muestra.

Es por esto que sHythrmraldlecakétal Ewdb ¢é¢s una estructur a

fibras de pl stico inocuo con el fin de obtener wuna
absorber una gran cantidad de muestra entre sus fib
forma m8s completa y r8pida. Esto es especial ment e

es pequefa.

Seg¥%n estudios recientes se ha ob98%Wi dpn compaereacpen e

dos y |l avados nasofar2ngeos , siendo una t®cnica men
ci-n cercana al 100% en muestras de secreciones ocul
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Los medios de cultivo en microbiologia

Uno de los sistemas mas importantes para la identificacion de microorganismos es observar su
crecimiento en sustancias alimenticias artificiales preparadas en el laboratorio. EI material alimenticio
en el que crecen los microorganismos es eMedio de Cultivo y el crecimiento de los microorganismos
eselCultivo. Se han preparado m8s de 10. 000 medios de

Para que las bacterias crezcan adecuadamente en un medio de cultivo artificial debe reunir una
serie de condiciones como son: temperatura, grado de humedad y presion de oxigeno adecuadas,
asi como un grado correcto de acidez o alcalinidad. Un medio de cultivo debe contener los nutrien-
tes y factores de crecimiento necesarios y debe estar exento de todo microorganismo contaminante.

La mayoria de las bacterias patdgenas requieren nutrientes complejos similares en composicion
a los liquidos organicos del cuerpo humano. Por eso, la base de muchos medios de cultivo es una
infusion de extractos de carne y Peptona a la que se afiadiran otros ingredientes.

El agar es un elemento solidificante muy empleado para la preparacién de medios de cultivo. Se
licha completamente a la temperatura del agua hirviendo y se solidifica al enfriarse a 40 grados. Con
minimas excepciones no tiene efecto sobre el crecimiento de las bacterias y no es atacado por aque-
llas que crecen en él.

La Gelatina es otro agente solidificante pero se emplea mucho menos ya que bastantes bacte-
rias provocan su licuacion.

En los diferentes medios de cultivo se encuentran numerosos materiales de enriquecimiento
como hidratos de carbono, suero, sangre completa, bilis, etc. Los hidratos de Carbono se adicionan
por dos motivos fundamentales: para incrementar el valor nutritivo del medio y para detectar reac-
ciones de fermentacion de los microorganismos que ayuden a identificarlos. El suero y la sangre
completa se afladen para promover el crecimiento de los microorganismos menos resistentes.

También se afiaden colorantes que actdan como indicadores de pH para detectar, por ejemplo,
la formacion de acido o como inhibidores del crecimiento de unas bacterias y no de otras (el Rojo
Fenol se usa como indicador ya que es rojo en pH basico y amarillo en pH acido. La Violeta de Gen-
ciana se usa como inhibidor ya que impide el crecimiento de la mayoria de las bacterias Gram

positivas).
El aislamiento de bacterias a partir de muestras naturales se realiza, en la mayoria de los casos,
mediante la producciéon de colonias aisladase n cul ti vos s-1li dos.

El crecimiento explosivo de las bacterias produce un gran nimero a partir de una Unica célula
inicial de forma que, tras un periodo de tiempo de incubacién en las condiciones ambientales ade-
cuadas, se produce una colonia de individuos iguales.

Para crecer, un microorganismo necesita nutrientes que le aporten energia y elementos quimi-
cos para la sintesis de sus constituyentes celulares.

Dependiendo de la fuente de carbono que utilizan, los microorganismos se pueden clasificar en:

¢ autotrofos: s | es el CO2 atmosf®rico (microorga

1 heterotrofossi uti |l i zan carbono orgs8ni co.

Los microorganismos de importancia clinica son todos ellos heterétrofos.
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La férmula elemental de un microorganismo es, aproximadamente, C4H702N lo que supone que
los componentes de las células soncarbono que representa alrededor del 50% del peso seco,oxi-
geno (32%), nitrégeno (14%) y debe estar disponible, normalmente, en forma de NH4 o de ami-
noacidos a los que se pueda tomar su grupo amino; fésforo (3%) y debe estar en forma de PO4;
azufre que representa en torno a | 1% y procede de amino8ci deles
mentos traza entre los que se encuentran Fe, K, Mg, Mn, Co, Mb, Cuy Zn.

La elaboracion de medios de cultivo que permitan aislar microorganismos a fin de iniciar pos-
teriores cultivos puros requiere proporcionar los nutrientes antes citados y, en ciertos casos, algu-
nos aminoacidos o vitaminas que determinados tipos de microorganismos no pueden sintetizar.

Los medios de cultivo se pueden clasificar endefinidosc uand o s u cquimgass Coc |

noce totalmente y complejosc uando no es el caso porngaclasdeex-t 8§ n

tractos de materiales complejos (extracto de levadura, extracto de carne, etc.).

Condiciones generales para el cultivo de microorganismos

El desarrollo adecuado de los microorganismos en un medio de cultivo se ve afectado por una
serie de factores de gran importancia y que, en algunos casos, son ajenos por completo al propio
medio.

1-disponibilidad de nutrientes adecuados

Un medio de cultivo adecuado para la investigacién microbiolégica ha de contener, como mi-
nimo, carbono, nitrégeno, azufre, fésforo y sales inorganicas. En muchos casos seran necesarias
ciertas vitaminas y otras sustancia inductoras del crecimiento. Siempre han de estar presentes las
sustancias adecuadas para ejercer de donantes o captadores de electrones para las reacciones qui-
micas que tengan lugar.

Todas estas sustancias se suministraban originalmente en forma de infusiones de carne, ex-
tractos de carne o extractos de levadura. Sin embargo, la preparacién de estas sustancias para su
aplicacion a los medios de cultivo provocaban la pérdida de los factores nutritivos labiles.

Actualmente, la forma mas extendida de aportar estas sustancias a los medios es utilizar pep-
tona que, ademas, representa una fuente facilmente asequible de nitrdgeno y carbon ya que la ma-
yoria de los microorganismos, que no suelen utilizar directamente las proteinas naturales, tienen
capacidad de atacar los aminoacidos y otros compuestos mas simples de nitrégeno presentes en la
peptona.

Ciertas bacterias tienen necesidades nutritivas especificas por lo que se afiade a muchos me-
dios sustancias como suero, sangre, liquido ascitico, etc. Igualmente pueden ser necesarios ciertos
carbohidratos y sales minerales como las de calcio, magnesio, manganeso, sodio 0 potasio y sustan-
cias promotoras del crecimiento, generalmente de naturaleza vitaminica.

n
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Muy a menudo se afiaden al medio de cultivo ciertos colorantes, bien como indicadores de
ciertas actividades metabdlicas o bien por sus capacidades de ejercer de inhibidores selectivos de
ciertos microorganismos.

2- consistencia adecuada del medio

Partiendo de un medio liquido podemos modificar su consistencia afiadiendo productos como
albumina, gelatina o agar, con lo que obtendriamos medios en estado semisolido o sélido.
Los medios solidificados con gelatina tienen el gran inconveniente de que muchos microorganismos
no se desarrollan adecuadamente a temperaturas inferiores al punto de fusidén de este solidificante y
de que otros tienen la capacidad de licuarla.

Actualmente los medios sélidos son de uso universal, por su versatilidad y comodidad, pero
hay también gran cantidad de medios liquidos cuyo uso esta ampliamente extendido en el laborato-
rio.

3-presencia (o ausencia) de ox2geno y otro
Potencial redox: nos indica la capacidad del substrato para aceptar o donar electrones, esto es:

sus caracteristica®xidantes o reductoras. Uno de los factores que intervienen en el potencial redox,
aungue no el unico, es la concentracion de oxigeno [02].

Gran cantidad de bacterias pueden crecer en una atmosfera con tension de oxigeno normal.
Algunas pueden obtener el oxigeno directamente de variados sustratos. Pero los microorganismos
anaerobios estrictos solo se desarrollaran adecuadamente en una atmésfera sin oxigeno ambiental.
En un punto intermedio, los microorganismos microaerofilos crecen mejor en condiciones atmosféri-
cas parcialmente anaerobias (tension de oxigeno muy reducida), mientras los anaerobios facultati-
vos tienen un metabolismo capaz de adaptarse a cualquiera de las citadas condiciones.

4- condiciones adecuadas de humedad

Un nivel minimo de humedad, tanto en el medio como en la atmdsfera, es imprescindible para
un buen desarrollo de las células vegetativas microbianas en los cultivos. Hay que prever el manteni-
miento de estas condiciones minimas en las estufas de cultivo a 387°C proporcionando una fuente
adecuada de agua que mantenga la humedad necesaria para el crecimiento de los cultivos y evitar
asi que se deseque el medio.

5- Luz ambiental
La mayoria de los microorganismos crecen mucho mejor en la oscuridad que en presencia de
luz solar. Hay excepciones evidentes como seria el caso de los microorganismos fotosintéticos.

6-pH

La concentracién de iones hidrégeno es muy importante para el crecimiento de los microorga-
nismos. La mayoria de ellos se desarrollan mejor en medios con un pH neutro, aunque los hay que
requieren medios mas o menos acidos. No se debe olvidar que la presencia de &cidos o bases en
cantidades que no impiden el crecimiento bacteriano pueden sin embargo inhibirlo o incluso alterar
sus procesos metabdlicos normales.



7- Temperatura

Los microorganismos mesofilos crecen de forma 6ptima a temperaturas entre 15 y 43°C. Otros
como los psicréfilos crecen a 0°C y los temoéfilos a 80°C o incluso a temperaturas superiores
(hipertem-fil os). En | 2neas general es, |l os pat
mucho mas cortos, alrededor de 37°C, y los saprofitos tienen rangos mas amplios.

8- Esterilidad del medio

Todos los medios de cultivo han de estar perfectamente estériles para evitar la aparicion de
formas de vida que puedan alterar, enmascarar o incluso impedir el crecimiento microbiano normal
del o de los especimenes inoculados en dichos medios. El sistema clasico para esterilizar los medios
de cultivo es el autoclave (que utiliza vapor de agua a presion como agente esterilizante)

Tipos basicos de medios de cultivo

Atendiendo a su estado fisico:
“Jliquidos

Isemisdlidos

I solidos

Atendiendo a su utilidad practica:

Medios de Transporte :Medios que garantizan que los microorganismos
permanecen viables desde el momento de la toma de la muestra hasta su procesa
Miento en el laboratorio.

Medios de Resucitacién:medios formulados para el control de superficies y puntos
cr2ticos despu®s de ser tratados con amoni os
estresados son oOresucitadosod por estos medi oc¢

Para Usos Generalesno selectivos, para cultivo de una amplia variedad de organis-
mos dificiles de hacer crecer. A menudo estan enriquecidos con materiales como: san-
gre, suero, Hemoglobina, FX, FV, glutamina, u otros factores accesorios para el creci-
miento de las bacterias (Agar Sangre, Schaeadler, etc)

Selectivos( pueden ser de moderada o de alta select
inhiban el crecimiento de ciertos grupos de bacterias, permitiendo a la vez el creci-

miento de otras. Variando las sustancia afiadidas, se varia el tipo y grado de selectivi-

dad (Mac Conkey, KanamicinaVancomicina)



Para Enriquecimiento: ralentizan/suprimen el crecimiento de la flora competitiva nor-
mal potenciando el cultivo y crecimiento deseado (Selenito, medio con Vitamina K).
Estos medios pueden ser de Enriquecimiento selectivo o0 no selectivo.

Para Aislamiento :formulaciones nutritivas especiales que satisfacen requerimientos de
grupos especificos de bacterias, ayudando a su identificacion Estos medios pueden ser
especificos y no especificos .

Para Pruebas de Sensibiidad medi os estandari zados en
para ser utilizados por la técnica de difusion con discos para determinar MICs de los an-
tibioticos en las pruebas de sensibilidad.

Para Preservacién:medios disefiados para mantener viables por largos periodos de
tiempo cepas en estado odormanted o | ate

Medios para identificacion:

Diferenciales: formulaciones especiales en las que se estudian las peculiaridades fisiol6-
gicas, como sus caracteristicas bioquimicas (nutricion y respiracion sobre todo) especifi-
cas de las bacterias. Seleccionando los medios adecuados se puede llegar a la identifi-
cacion de casi cualquier bacteria (OxidacionFermentacion).

Medios Cromogénicos: Formulas que se basan en las caracteristicas enziméaticas de al-
gunas bacterias que son capaces de desdoblar un sustrato cromogénico en un cromé-
foro que al quedar libre intracelular le otorga el color a la colonia . Esta es una reaccion
especifica enzimatica.



La evolucién de los medios de cultivo

Medio de cultivo de Primera generacioén:

Podemos decir que la microbiologia empieza su verdadero desarrollo como ciencia en el momento
en que se descubre el microscopio y comienza la observacion de los primeros microorganismos,
pero es indudable que la puesta a punto de los medios de cultivo y la utilizacion del agar como so-
lidificante, marcan dos importantes puntos de inflexiébn en su evolucion.

La primera noticia de la utilizacién de medios de cultivo nos llega del micélogo Brefeld, que consi-
guio aislar y cultivar esporas de hongos en medios sélidos realizados a base de gelatina.

Sin embargo este sistema no era adecuado para las bacterias (por su menor tamafio) y no fue has-
ta el afio 1878 cuando Lister popularizé6 un método enfocado al cultivo puro basado en diluciones
seriadas en un medio liquido.

Kochr eal i z- sus investigaciones wutilizando en wun
nutritivo sélido, pero no tardd en recurrir al caldo de carne liquido, disefiado por Loeffler, al que,

en 1881, afadio gelatina, logrando un medio soélido transparente ideal para la observacion de la
morfologia macroscopica de las colonias microbianas.

En el afio 1882 tiene lugar uno de los grandes avances de la microbiologia en relacién con los me-
dios de cultivo: el médico aleman Walter Hesse introduce el agaragar (polisacarido extraido de al-
gas rojas) como solidificante, como resultado de la sugerencia de su esposa Angelina Hesse, la cual
utilizaba dicho polisacarido en sus recetas culinarias.

En 1887 un ayudante de Koch llamado Petri, comienza a utilizar placas de cristal planas, que se lla-
man desde entonces placas de Petri, para sustituir a las clasicas bandejas de vidrio cubiertas con
campanas que se usaban hasta entonces.

Beijerinck y Winogradsky, que desde de 1888 realizaron sus investigaciones sobre las bacterias qui-
mioautoétrofas (utilizacion de nitrégeno y azufre sobre todo) tuvieron gran importancia en el desa-
rrollo de los medios selectivos y de enriguecimiento. Disefiaron este tipo de medios de tal forma
gue su especial composicion quimica favorecia el crecimiento de ciertos tipos de microorganismos
gue, en funcidn de sus procesos metabdlicos, eran los Unicos capaces de utilizar para su desarrollo
ciertos nutrientes del medio.

En 1892 Wirtz impulsé el uso de los medios diferenciales, incorporando indicadores de pH a la
composicion de ciertos medios con lo cual se podia observar la produccién de acidos en la fermen-
tacion en ciertos microorganismos.

Medios de cultivo de Segunda generacion:
Medios Cromogénicos

Los medios Cromogénicos fueron desarrollados por el Dr.Alain Rambach, quien en 1973 comenzé
su trabajo de Ingenieria Genética en el Institute Pasteur junto a su Profesor Francois Jacob, Premio
Nobel de Genética.

En 1979, Present - un trabajo revolucionario o0De
g®nica en |l os Medios de Cultivobéd, despu®s de est

En 1990, funda la Compafia CHROMagar, después de haber trabajado en GENETICA Y Rhone
Poulenc donde patent6 el primer Medio Cromdgeno para Salmonella : Rambach Agar
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MEDIOS CROMOGENOS

INTRODUCCION:

Los Medios Cromdgenos son medios de cul
tivo especificos para la deteccion rapida de
bacterias segun sus caracteristicas enzimi
ticas , las cuales se visualizan directament
en el medio por substratos cromogenos in-
corporados a éstos.

El medio base incorpora substancias nu- 92SYLt2 RS aSRA2 /NRBYs3Sy2 v2a
L. . . LI} & ZLIzRASYR2 &SNJ ARSysUOLI RI &

tricionales especiales para incrementar e

desarrollo de la bacteria requerida, a la vez

gue sus enzimas especificas acttan en en forma Optima sobre el sustrato incorporado.

La identificacion de esta reaccion se observa directamente en el medio por las subs-

tancias cromdégemas que otorgan un color caracteristico a las colonias del germen sin

necesidad de utilizar otros aditivos.

El color se mantiene estable por varios dias sin sufrir cambios en relacion a los cam-
bios de pH. El color no difunde al medio lo que posibilita la identificacion de colonias
aisladas aun cuando el desarrollo sea mixto y abundante.

La eleccidon de diferentes sustratos enzimaticos y substancias cromédgenas permite di-
ferenciar e identificar diferentes gérmenes por los diferentes colores de sus colonias
debido a sus diferentes caracterisficas enzimaticas.

El control de calidad de estos Medios de Cultivo Cromoégenos incluye, ademas de las
caracteristicas de crecimiento de las bacterias el color de las colonias como un criterio
fundamental en la identificacion de éstas.

HY
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PREPARA

PLACAS CON MEDIOS SELECTIVOS

PLACAS DE 10 CM
Agar Regan Lowe ( Bordetella )
Agar HTM (Haemophylus Test Media)
Medio Skirrow ( Campylobacter)
Medio Oxford ( Listeria)
Medio CIN ( Yersinia)
Medio Hb ( human Blood -Gardnerella )

Medio MRSA (' S.aureus Meticilina resis-
tentes)

Medio CHAB ( Pisirikettzia salmonis)
Medio Dixon ( Malasezzia)

Agar VRE+Vancomicina 6ug/ml (  Ente-
rococos Vancomicina resistentes)

PLACAS CON MEDIOS PARA SEMSIBILIDAD
PLACAS DE 15 CM

Mueller Hinton ( CLSI)

Mueller Hinton+Sangre

Medio HTM

Medio Casitona

MEDI OS DE CULTI VO
DOS EN PLACAS PETRI

DESCRIPCION -

¢

PLACAS CON MEDIOS DE CULTIVO

Iledios Selectivos- preparados, lstos para su uso,
etn placas Petri desechables dletmanas de alta
tecniologia de 10 cm. de didmetro | selladas v
totuladas individualmente con serle ¥ vencimiento.
Fabricadas con materias primas de primerisima
calidad  asegurando uwn producto en dphimas
condiciones en cuanto a calidad, disponibilidad,
tapidez, econotnia v conflanza.

Cada producto va acompafiado de su protocolo de
control de calidad respectivo | efectuado segin las
normas del HOCLA w con cepas tipo del ATCC
(A merican Type Culture Collection).

Gran variedad de medios | para las diferentes
necesidades de los Laboratorios.

Con este sistema todos los Laboratorios pueden
efectuat todos los cultivos con convendencia ¥
ecofomia.

PLACAS CON MEDIOS DE CULTIVO

PLACAS DE 10 CM.

Agar Bilis Esculina

Agar Bismuto Sulfito

Agar Chocolate + Suplemento
Medio Lactosado CLED

Agar Corn Meal

Medio CromoUT]

Agar DNAsa + Indicador

Agar Feniletilalcohol

Agar Hektoen

Medio LB + Ampicilina

Agar MacConkey

Agar MacConkey+MUG

Agar Manitol -SalRojo Fenol
Medio Mueller Hinton (NCCLS)
Medio Mueller Hinton+Sangre

Agar Nutriente

PLACAS DE 5 CM.
Agar Chocolate + Suplemento
Medio CromoUTI
Agar DNAsa + Indicador
Medio Sabouraud Dextrosa 4%-+Inhib.
Agar Sangre Cordero Base TSA
Medio Thayer Martin
Medio Brettanonomyces /mostos
Medio Brettanomyces / vino
Medio MRS
Medio Cromocoli
Medio WI Nutriente
Medio WL Diferencial
Medio Cromoaureus
Medio SFP
Medio Slanets & Bartley

Agar Triptosa Sulfito

Medio Sabouraud Dextrosa 4%-+Inhib.

Agar MFC + Ac.Rosolico

Medio Sabouraud Dextrosa 2%-+Inhib.

Agar SS

Agar Green Yeast & Mold

D



DUGPI

a:{sesTEMA DE CULTI VO

DESECHABLE DE DOS
COMPLEMENTARI OS POR
DESCRIPCION:

1 Sistema de cultivo de muestras bacteriologicas, en el

cual se proveen dos medios diferentes y complementa-
rios en cada placa desechable, y dividida ; lo que permi-
te : cultivar, enumerar e identificar la flora existente en
una sola placa por muestra.

Sistema altamente eficiente, los medios han cuidadosa-
mente elegidos por su complementariedad, eficiencia y
seguridad en la recuperacion de la flora presumiblemen-
te existente.

Placas de alta calidad, desechables ultra transparentes,
elaboradas con materias primas de 6ptima calidad.

Se entregan listas para su uso , selladas y etiquetadas
individualmente con su protocolo de control de calidad
respectivo.

Alta economia y conveniencia , se siembra una muestra
por placa lo que economiza medios , espacio en la estu-
fay en la bodega.

Sistema facilmente controlable en inventario, organiza-
cién y costos por muestras.

Alta eficiencia a la mitad del costo.

DUO Plate

PLACAS DOBLES CON 2 MEDIOS
Duo Dermatofito /Sabouraud
Duo UCS=MacConkey/Sangre
Duo CV=Sangre/Chocolate
Duo GC=Sangre/Thayer Martin
Duo Hb/TM=Gardenella/TM
Duo CCS= SS/MacConkey
Duo Hb/Chocolate
Duo SS/Yersinia
Duo MacConkey/Cled

PLACAS DOBLES C/ MED. CROMOGH
Duo UC=CrUTI/Sangre

Duo HL=CrCandida/Sabour
Duo CC=CrColi/CrSalmonella

Duo =RctoTot/CrColi
Duo =CrColi/CrAureus
Duo =CrColi/Baird Parker

PLACAS DOBLES ALIMENTOS
Duo Rcto Tot /CrColi

Duo Baird Parker doble

Duo Baird Parker/EMB

J7
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Medi os de Cultivo para Anaerobi o
Pl acas 10 cm., Tubos 12 x 120

MEDI OS PARA ANAER|OBI

T Agar Sangre+Supl emento

1 Agar Sangre+ Suplemept o+
(Medi o CNA)

1 Agar Sangre Brucella

1 Agar SFP Clostridium| Per
1 Agar Clostridium Diffici
1 Medi o E.Y.A. (Egg Yol] k A
q Medi o L2quido Enriquecid
1 Medi o Tioglicolato cpn |

Medi o Ligqguido Enriquecido:

Tubos 12 x120 de 5ml por 30 unidades.

La base de este medio es el medio tiogligolat
suero ani mal . Este medio antes de sefl senm
mi nutos en bafo de agua hirviendo con el | tap-
se |l e agrega Bicardonato de Sodio est®r || a
de 1 mg por ml de medi o con una pipeta Paste
medi o.

Se siembra depositando una gota del in-cul o a
aire al medi o. Se incuba en |l a jarra anager - bi
serva el desarrol |l o.




MEDI OS Dl
TUBOS 12

Preparado

CONTROL DE CALI DAD segun especifi cae2i:02n0e0s4 del

Conservaci

X

FERENCI AL

120 : 13 x

segun

- N

De

ES
100

y 75

Tubos 12 x 120 : 13 x 100

especi ficaciones

Medio TSI
Medio LIA
Medio MIO

del

Medio Citrato Simmons
Medio Urea de Christensen
Medio Kligler
Medio Bilis Esculina
Medio Agar Sal
Medio Manitol -SalRojo Fenol
Medio Fenilalanina

Medio OF+glucosa

Medio CTA+azUlcares

Medio RM -Voges Proskauer

x 100

fla Rroi0Bant e y segun nc

8 a 12 UC Nwasctoan.gleal afrecha de

standar I SO/

venci mient o,
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