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TEMAZ3. CULTIVO DE MICROORGANISMOS.
AISLAMIENTO Y ENRIQUECIMIENTO.

1. MEDIOS DE CULTIVO.
> 1.1. Tipos de medios de cultivo.
> 1.2. Disefio de medios de cultivo.
> 1.3.Elaboracién de medios de cultivo.
> 1.4.Control de calidad de los medios de cultivo
2. AISLAMIENTO Y ENRIQUECIMIENTO DE
MICROORGANISMOS.
» 2.1. Aislamiento de microorganismos.
> 2.2.Enriquecimiento de microorganismos..
3. MANTENIMIENTO DE CULTIVOS.
> 3.1. Mantenimiento durante periodos cortos
» 3.2. Mantenimiento a largo plazo.
4. PREPARACION DE INOCULOS.

CULTIVO DE MICROORGANISMOS.
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CULTIVO DE MICROORGANISMOS.

Separacion y aislamiento de las distintas especies
microbianas presentes en una muestra.

Paso previo para la identificacion de un
microorganismo

Conocer el metabolismo que presenta en funcion
del (los) nutriente(s) o sustrato(s) que utiliza o el
(los) metabolito(s) que produce.

> Estudios macroscopicos.

Realizacion de determinadas pruebas, p.e.
antibiogramas.

- Conservacion.

El adecuado estudio de los
microorganismos requiere hacerlos
crecer en condiciones de laboratorio.

'

El adecuado estudio de los
microorganismos requiere su cultivo.

Para que un microorganismo crezca es
necesario establecer:

> Composicion en nutrientes.

» Temperatura.

» Grado de humedad.

> pH.

> Presion osmética.

> Presencia o ausencia de oxigeno.



Para que un microorganismo crezca es
necesario establecer:

Composiciéon en nutrientes. Categoria
nutricional del microorganismo.

> Tipo de metabolismo

> Requerimientos nutricionales.

Adecuada a las necesidades del
microorganismo

»Temperatura.

»Grado de humedad.

»pH.

»Presion osmética.

»Presencia o ausencia de oxigeno.

Para que un microorganismo crezca es
necesario establecer:

»>Composicion en nutrientes.
»>Temperatura.

Grado de humedad.

La proporcion de agua requerida en la
elaboracion del medio suele ser suficiente
para asegurar el crecimiento.

>pH.

>Presion osmética.

»Presencia o ausencia de oxigeno.
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Para que un microorganismo crezca es
necesario establecer:

»>Composicion en nutrientes.

Temperatura.

Temperatura apropiada segun la especie
microbiana. Control constante mediante

estufas, bafios o incubadores.
»Grado de humedad.

>pH.

»Presion osmética.

»Presencia o ausencia de oxigeno.

Para que un microorganismo crezca es
necesario establecer:

»>Composicion en nutrientes.
»>Temperatura.

»>Grado de humedad.
pH.

> Rangos de pH caracteristicos.
> Variacion como consecuencia de la
produccion de metabolitos debida al propio
crecimiento.
»Presion osmoética.
»Presencia o ausencia de oxigeno.
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Para que un microorganismo crezca es Para que un microorganismo crezca es
necesario establecer: necesario establecer:

c L., trient > Composicion en nutrientes.
omposicion en nutrientes. > Temperatura.

> Temperatura. »  Grado de humedad.

» Grado de humedad. > pH.

> pH. > Presion osmotica.

Presencia o ausencia de oxigeno.
microorganismo aerobio
microorganismo anaerobio facultativo

> Presencia o ausencia de oxigeno. microorganismo anaerobio estricto

v

> Presién osmoética.
Condiciones de isotonia.

Presencia o ausencia de oxigeno. L Mlcroorgamsmos anaerobios

microorganismo aerobio Impedir la entrada

» medios s6lidos = siembra en superficie de oxigeno
» medios liquidos
volumen pequefio e incubacién corta Incubar en ausencia de oxigeno

volumen grande = sistema de agitacion

microorganismo anaerobio facultativo

» no agitar

» tubos de anaerobiosis
microorganismo anaerobio estricto

» agentes reductores (p.e. tioglicolato sédico)

» eliminar el oxigeno del medio (p.e. mediante ebullicién)

» impedir la entrada de oxigeno

» incubar en ausencia de oxigeno

» evitar la apertura de los medios de cultivo
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1.MEDIOS DE CULTIVO. Medios de cultivo segtin proporcion de agua.
1.1. Tipos de medios de cultivo.

) » Medios liquidos (caldos).
» Proporcion en agua. No contienen solidificantes.

Bobigalindo
http://en. wikipedia.org/wiki/Thioglycollate_broth
#mediaviewer/File:Thio_cropped.jpg

> Utilizacién (funcion). > Medios sélidos

» Composicion. Proporcién agar = 6> 15 g/l.

> Presentacion. _ o
> Medios semisolidos.

Proporcion agar =6 <5 g/l.

Wiimedia Commons -

Medios de cultivo segtin proporcion de agua. Medios de cultivo segtin su funcion.
Medios liquidos (caldos).
» realizacion de mdltiples pruebas bioquimicas H H H H
:):rrealizacit_ﬁp de recuentos mediante turbidimetria Medios de cultivo para aislamiento
 Cmoracin de antbiogramas Medios para crecimiento en general
> obtencion d ductos de interés industrial H H s sz
> enumeraconce microoranismos. Medios para identificacion
Medios solidos. Medios de mantenimiento de cepas
» aislamiento de microorganismos . .
» observacién macroscépica Medios para filtros de membrana

» identificacion de microorganismos
» elaboracion de antibiogramas

» conservacion de cepas

» enumeracion de microorganismos

Medios semisélidos.

» determinacion de la movilidad
> realizacion de algunas pruebas bioquimicas


http://commons.wikimedia.org/wiki/User:Bobjgalindo
http://www.armymedicine.army.mil/news/photos/fullsize/anthraxculture.cfm
http://www.armymedicine.army.mil/news/photos/fullsize/anthraxculture.cfm
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Medio selectivo

. . . . ®
Medios de cultivo segun su funcion. Agar Saboureaud Dextrosa

Medios de cultivo para aislamiento
> Medios enriquecidos
» Medios selectivos
> Medios diferenciales

Medios para crecimiento en general
Medios para identificacion

Medios de mantenimiento de cepas
Medios para filtros de membrana

pH aprox. 5.6 Concentracion de glucosa =40 g/ L
Favorece el crecimiento de hongos y dificulta el de bacterias

Medio selectivo diferencial

¢ Agar Hektoen Agar MConkey
Peptona 2049
Sales biliares 15g Selectivo
Lactosa 109 Diferencial
Cloruro sédico 5¢g
Rojo neutro 0,039 Diferencial
Cristal violeta 0,001g  Selectivo
Agar 1259

Agua destilada 1L

r 4
Colonias de Salmonella oscuras {azul verdosas)-generalmente con el centro negro
Otras enterobacterias producen colonias de color salmén




Agar MacConkey

Lactosa negativa

Lactosa positiva

Wikimedia Commons.

Medio de crecimiento general
Agar Nutritivo

Morganella morganii

Providencia Salmonella
alkalifaciens typhimurium
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Medios de cultivo segn su funcion.

Medios de cultivo para aislamiento
Medios para crecimiento en general

Medios para identificacion
» Mismas caracteristicas que los diferenciales
» Medios generales mas o menos enriquecidos
Medios de mantenimiento de cepas
» Medios de transporte.
Medios para filtros de membrana

Medios de cultivo seglin su composicion.

Medio definido = medios sintéticos. Composicion
quimica conocida.

Medio complejo. Composiciéon quimica no
conocida.

» Medios semisintéticos. Extractos naturales +
constituyentes sintéticos o quimicamente definidos.

» Medios naturales. Componentes organicos e
inorganicos que se encuentran en la naturaleza.
Composicion no definida, no es rigurosamente
constante.


http://commons.wikimedia.org/w/index.php?title=User:Microrao&action=edit&redlink=1

Medios de cultivo seglin su presentacion.

Medios deshidratados o liofilizados. Medios
comerciales

Medios ya preparados
» Medios solidos en placa Petri.
» Medios sélidos en tubo.
» Tubos con agar inclinado
> Otros tubos
» Medios liquidos en tubo.
» Medios semisolidos en tubo.
» Medios de doble fase en frasco. fase sélida + fase

liquida.

Agar MConkey
Peptona 209 Semisintético
Sales biliares 1,59 Selectivo, Semisintético
Lactosa 109 Diferencial
Cloruro sodico 59
Rojo neutro 0,03g Diferencial
Cristal violeta 0,001 g Selectivo
Agar 1259 Sdlido
Agua destilada 1L
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Agar MConkey
Peptona 209
Sales biliares 15¢g
Lactosa 10g
Cloruro sédico 59
Rojo neutro 0,039
Cristal violeta 0,001¢g
Agar 1259
Agua destilada 1L

Medio de cultivo

Tipo

Crecimiento de:

Quimicamente definido

Quimiolitotrofos
Fotolitotrofos

Complejos Quimioorganotrofos
Reductor Anaerobios estrictos
Selectivo Microorganismos deseados
Diferencial Diferenciacién de los

microorganismos deseados

Enriquecimiento

Incrementa el nimero de
microorganismos deseados
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1.2. Disefio de medios de cultivo. 1.2. Disefio de medios de cultivo.

Composicion de nutrientes adecuada Composicion de nutrientes adecuada

Fuente de energia Fuente de energia: Quimiotrofo/Fototrofo

Fuente de electrones Fuente de electrones: Organica/lnorganica

Fuente de carbono Fuente de carbono: Autotrofo/Heterotrofo

Aporte de nitrégeno, fésforo, azufre y otros elementos Aporte de nitrégeno, fésforo, azufre y otros elementos

Factores de crecimiento. Factores de crecimiento: Prototrofo/Auxotrofo

Factores de arranque Factores de arranque

Factores inhibidores Factores inhibidores

1.3. Elaboracién de medios de cultivo. 1.3 Elaboracion de medios de cultivo

Manipulacién muy simple. Material necesario

La calidad final de un medio de Agua

cultivo va a depender de la forma Esterilizacion

en que se prepara. .,
q prep Modelos de elaboracion



1.3. Elaboracion de medios de cultivo.
Material necesario

Perfectamente limpio.

Aclarado con agua destilada o desionizada.

Si dosificacion tras esterilizacion, placas de Petri o
tubos deben ser estériles.

Todos los aparatos (balanzas, pHmetro, autoclaves,
dosificadores) perfectamente calibrados.

1.3. Elaboracion de medios de cultivo.
Esterilizacion

Inmediatamente después de su elaboracion.

Seleccion del método de esterilizacion
atendiendo a su composicion.
» mayoria = no termolébiles = autoclave, 121°C, 15-
20 min.
> sblo resisten 100°C = fraccionada (tindalizacion).
» liquidos termolébiles o medios que contengan
componentes termolabiles = filtracion
No se desinfectan.

Importancia del tiempo de esterilizacion.
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1.3. Elaboracion de medios de cultivo.
Agua

Destilada o desionizada
No debe contener cloro, plomo ni
detergentes.

Ocasionalmente debe emplearse agua de
mar (filtrada)

1.3. Elaboracién de medios de cultivo.
Modelos de elaboracion

Tubos: Placas:
1.Pesado del medio o sus|| 1. Pesado del medio o
componentes sus componentes
2.Adicion de agua 2. Adicion de agua
3.Correcta disolucion 3. Correcta disolucion
4.Dosificacion 4. Esterilizacion
s.Esterilizacion 5. Adicion de
6.Adicién de suplementos estériles

suplementos estériles 6. Dosificacion
7.Almacenamiento 7. Almacenamiento




1.3. Almacenamiento de medios de
cultivo.

Cémara fria a 4-8°C,
Placas de Petri invertidas, en bolsas
de plastico
Rotularse (tipo de medio y fecha de
elaboracién)
Periodos de caducidad

> Placas de Petri, 2,5 meses

> Tubosy viales, 6 meses

2. AISLAMIENTO Y ENRIQUECIMIENTO

Cultivos mixtos = muchas y diferentes
especies de microorganismos de forma
conjunta.

Cultivo puro o axénico = una sola clase de
microorganismo.

Técnicas de aislamiento = Técnicas
encaminadas a recoger una Unica célula a
partir de la que obtendremos el cultivo puro.
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1.4. Control de calidad de los medios de cultivo

Color, claridad, pH y caracteristicas del
medio, ¢tipicas y adecuadas?

Comprobar crecimiento de una cepa patron
(patrones +y -).

Verificar la esterilidad del medio. Incubar una
porcion (4%) de los tubos o placas preparados
a temperatura apropiada durante 5-7 dias.

Métodos de aislamiento.
Agotamiento por estria en un medio sélido

El mas facil y mas frecuentemente utilizado.

Supuesto: las colonias procederan de una Unica
célula.
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Métodos de aislamiento.

Aislamiento de células individuales a partir de
muestras que contienen un gran nimero de
microorganismos requiere dilucion.
>Dilucion en medio liquido

»Dilucion seriada y aislamiento en placa por
vertido o extension

Métodos de aislamiento.
Dilucion seriada y aislamiento en placa
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Meétodos de aislamiento.
Dilucién en medio liquido

orm
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Introducir una sola célula en uno de los tubos.

Supuesto:  dltima  diluciéon, de  haber
crecimiento procede de una Unica célula,
cultivo puro.

Enriquecimiento de microorganismos.

Realizar diluciones decimales.

Siembra.

> Vertido en placa: muestras diluidas se mezclan con
medio sélido fundido y se vierten en placas estériles.
> Extension en placa: muestras diluidas se siembran
directamente en la superficie de la placa de medio
sélido.
Supuesto: las colonias proceden de una Unica
célula.

El microorganismo a aislar se encuentra
en la muestra en numero tan pequefio que
pasa inadvertido.

Métodos de enriquecimiento = Métodos
selectivos.

Obijetivo: Favorecer crecimiento,
supervivencia 0 separacion espacial =
lograr un incremento en el ndmero
relativo de un tipo de microorganismo.

11



Enriquecimiento de microorganismos.

Métodos selectivos que
favorecen el desarrollo de un tipo
de microorganismo

Métodos contraselectivos para
los microorganismos no deseados

Métodos de enriquecimiento.

> Enriguecimiento por factores fisicos:
> temperatura de crecimiento
» tratando la muestra con calor

> radiaciones, etc., podemos destruir o inhibir el crecimiento
de otros miembros de la comunidad que no nos interesan.
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Meétodos de enriguecimiento.

» Enriquecimiento  por  factores

fisicos

> Enriquecimiento  por  factores
quimicos

> Métodos bioldgicos de

enriquecimiento

> Combinacion de varios de estos
métodos

Enriquecimiento por factores fisicos:

T2 de incubacion baja (entre 0 y 5°C)
retrasa el crecimiento de la mayoria de microorganismos
favorece el crecimiento de psicréfilos y psicrotrofos

T de incubacion alta (entre 55 y 75°C)
favorece el desarrollo de microorganismos terméfilos
inhibe o destruye el restos de los microorganismos

T@ de 80-100°C durante 5-10 minutos
formadores de endosporas
destruccion de células vegetativas

12



Meétodos de enriguecimiento.
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Enriquecimiento por factores quimicos:

> Enriquecimiento por factores fisicos

> Enriquecimiento por factores quimicos:

> toxicos
> pH
> salinidad

Métodos de enriquecimiento.

> toxicos
> adicionar selenito

» inhibe el crecimiento de la
mayoria de enterobacterias

» favorece el desarrollo del género
Salmonella

> pH
> salinidad

Métodos de enriquecimiento.

> Enriquecimiento por factores fisicos

> Enriquecimiento por factores quimicos

» Métodos bioldgicos de enriquecimiento
> huéspedes especificos

Meétodos biol6gicos de enriquecimiento
Enriquecimiento  biolégico de  Streptococcus
pneumoniae.

Inocular una comunidad microbiana mixta que
contiene este patégeno en un raton.

Tras 4-6 horas aislamiento en diversos fluidos del
animal.

Microorganismos no patégenos son inhibidos o
destruidos por los mecanismos de defensa del
animal.
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Meétodos de enriguecimiento.

> Enriquecimiento por factores

fisicos

> Enriquecimiento por factores
quimicos

> Métodos biolégicos de
enriquecimiento

> Combinacion de varios de
estos métodos

Columna de Winogradski
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Meétodos de enriguecimiento.

Cilindro de cristal relativamente ancho

Llenar hasta 2/3 de altura con lodo o sedimentos ricos en
materia organica y que, a poder ser, contenga sulfuro

Afiadir productos orgénicos al lodo

Suplementar con carbonato célcico (CaCOj) y sulfato
célcico (CaSO,4)

Apretar la mezcla, evitar formacion de burbujas de aire.
Cubrir el lodo con agua de un lago, estanque o acequia
Tapar el cilindro.

Colocar junto a una fuente de luz natural

Dejar varias semanas en reposo.

El éxito de un cultivo de enriquecimiento
requiere:

un habitat adecuado

un inéculo apropiado

Columna de Winogradski

Porcién superior de la columna de agua: Zona oOxica
Cianobacterias y algas
Interfase agua/lodo: Zona anoxica
Bacterias fototrofas anaerobias no sulfireas
Lodo: Zona andxica
Bacterias fermentadoras
Bacterias reductoras de sulfato

Bacterias fototrofas sulfireas

14
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3. MANTENIMIENTO DE MICROORGANISMOS 3. MANTENIMIENTO DE MICROORGANISMOS
o ; Mantenimiento durante periodos cortos
Mantenimiento durante pEI"IOdOS cortos Resi - . L
esiembra periédica y refrigeracion.
Mantenimiento a largo plazo Teentre 4y 8°C
> Congelacion o crioconservacion Cultivos puros de bacterias, levaduras y hongos

> Liofilizacion filamentosos
Viables durante varias semanas
Transferencia periddica

Problema:  microorganismos psicréfilos — (Proteus,

Yersinia, Pseudomonas)

3. MANTENIMIENTO DE MICROORGANISMOS 4. PREPARACION DE INOCULOS

Mantenimiento a largo plazo Inéculo = cantidad suficiente vy
Liofilizacion representativa de microorganismo
Desecacion casi total de estructura biol6gica problema o de muestra

Congelacion + sublimacion
Crioprotector Inocular un medio de cultivo = afiadir

Guardar en ampollas selladas al vacio asépticamente un indculo adecuado a un
medio de cultivo

15
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4 PREPARACION DE INOCULOS. Técnicas de 4. PREPARACION DE INOCULOS. Técnicas de

inoculacién inoculacion
Muestra s6lida o semisdlida: asa de Muestra liquida: pipeta de vidrio graduada,
siembra, hisopo estériles. una pipeta automatica o una pipeta Pasteur.
Muestra liquida: pipeta de vidrio
graduada, una pipeta automatica o una
pipeta Pasteur.
4. PREPARACION DE INOCULOS ¢
Problema: Partir de un indculo con X células/mi
un nimero  determinado  de Inéculo y medio a
microorganismos problema. Partimos inocular idénticos | Calcular ml a afiadir
de cultivo liquido. l
Inéculo y medio a inocular idénticos =
Inocular directamente el nuevo medio.
Indculo y medio a inocular distintos = &
Lavado de células.
Y células/ml
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Sobrenadante

Centrifugar /, Resuspender
u

X células/ml

Calcular N° células/ml /

Calcular ml a afiadir

Inéculo y medio a
inocular distintos

Y células/ml
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