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Introduccion

Esta Segunda Edicion del Libro denominado: “PROCEDIMIEN-
TOS DE LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA ZOOTECNICA”, se
ha actualizado en todos los conceptos relacionados con las
diferentes practicas que a nivel de laboratorio se pueden rea-
lizar dentro de la Zootecnia. Por estas razones, se brindan con
bastante claridad y enfoque cientifico en un lenguaje claro y
sencillo, que permite a sus lectores comprender con bastante
seguridad la importancia del contenido de este Libro.

De igual manera, se presentan con un mayor énfasis y concep-
tos cientificos bastante precisos muchas de las metodologias,
técnicas y procedimientos desde la microbiologia general y que
hace que se entienda la importancia de estudiar y comprender
in vitro todas las caracteristicas basicas de los microorganismos
y en especial, las bacterias. Siguiendo este contexto, también se
aprecia con bastante claridad los analisis que se pueden realizar
en todos los productos y subproductos tanto de origen animaly
vegetal, asi como en la gran variedad de alimentos balanceados
y el agua, entre algunos que se mencionan en este Libro. Por otra
parte, este texto permite entender la aplicacion de las bacterias
acido lacticas (BAL) tanto in vitro como in situ en la Produccion
Animal, como una rama fundamental de la Zootecnia y de otras
profesiones afines.

Todo lo anterior, permitira comprender para los Docentes, es-
tudiantes y productores el manejo y normas de bioseguridad
que se debe llevar a cabo en un Laboratorio de Microbiologia
Zootécnica, y por lo tanto, ayudara a que todos los objetivos y
conocimientos se logren con el mayor éxito posible.

Esta Segunda Edicion del Libro denominado: “PROCEDIMIENTOS
DE LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA ZOOTECNICA”, se encon-
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Procedimientos de laboratorio de Microbiologia Zootécnica

traran los siguientes capitulos: Capitulo 1. Normas de trabajo
de laboratorio; Capitulo 2. Practicas de microbiologia general;
Capitulo 3. Microbiologia de alimentos de origen zootécnico; Ca-
pitulo 4. Procesos biotecnolédgicos aplicados a la microbiologia
zootécnica; Capitulo 5. Microbiologia de alimentos balanceados
y el agua; Capitulo 6. Microbiologia predictiva; Capitulo 7. Culti-
vos celulares; Capitulo 8. Probidticos en la industria alimentaria.
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CAPITULO 1.

Normas de Trabajo
de Laboratorio



Procedimientos de laboratorio de Microbiologia Zootécnica

1.1 Recomendaciones para el Trabajo en Laboratorio

111 Introduccion

En el Laboratorio de Microbiologia Zootécnica se enfrentan algu-
nos peligros que deben considerarse para disminuir los riesgos de
accidentes. Se pueden clasificar estos riesgos en: biolégicos (virus,
hongos, parasitos o bacterias), y en no biolégicos, éstos ultimos
incluyen los riesgos quimicos (solventes inflamables o causticos),
fisicos (cortaduras), eléctricos (descargas eléctricas por enchufes
o cables en mal estado), y quemaduras; que son comunes a otros
laboratorios (Jurado-Gamez et al., 2021; Ricke et al., 2015).

El estudio de los microorganismos que pueden ser patogenos
para humanos, animales, plantas y otras formas de vida, trae
consigo ciertos riesgos que varian segun el agente infeccioso y
los procedimientos utilizados (Bruno-Salabarria & Fuentes-Be-
doya, 2020).

1.1.2 Objetivos

» Identificar los posibles riesgos que se pueden presentar
antes, durante y después del desarrollo de practicas en
el Laboratorio de Microbiologia Zootécnica.

1.1.3 Marco tedrico

De acuerdo con Navarro (2018), un laboratorio debe garantizar
un buen uso y conservacion de los elementos y equipos, asi
como la seguridad de estudiantes, docentes y auxiliares que se
encuentren en el laboratorio. Esto ayudara a alcanzar el objetivo
general planteado para el laboratorio. Las siguientes normas
deben realizarse de la siguiente manera:

1. Usar siempre bata de laboratorio de manga larga y anti-
fluidos, guantes desechables, gorro o cofia y tapabocas
(preferiblemente KN95).

2. Aliniciar el trabajo de laboratorio, leer la Guia de la Practi-
ca de laboratorio que va realizar y hacer el plan de trabajo.
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Los mesones deben ser limpiados y desinfectados al inicio y
al final de las sesiones de trabajo. Se debe realizar con solu-
ciones desinfectantes como alcohol o hipoclorito de sodio.

Las manos deben ser desinfectadas al inicio y al final de
cada laboratorio.

Se debe esterilizar las asas bacteriolégicas con el meche-
ro hasta que el alambre tome un color rojo vivo, antes y
después de su uso.

Cada equipo de estudio tendra un microscopio y otros
equipos y materiales que deben manejar y cuidar adecua-
damente ya que éstos seran usados durante todo el curso
en su semestre académico o durante su investigacion.

Incluir en las practicas los siguientes implementos de uso
personal.

e Bata de laboratorio.

e Gorro o cofia.

e Guantes desechables.

e Gafas de proteccion.

e Gel o jabon antibacterial.

e Libreta de notas.

e Porta- objetos

e Cubre-objetos

e Marcador de vidrio o lapiz vidriograf.
e Encendedor.

No comer, beber o fumar dentro del laboratorio.

No pipetear con la boca, utilizar pipeteadores (manuales
0 automaticos).

Si se derrama material contaminado, aplicar toallas de
papely humedezca la mesa con compuestos bactericidas
(Alcohol o hipoclorito de sodio).

Los materiales contaminados se deben poner en recipien-
tes adecuados para su posterior esterilizacién y/o desecho.

17



Procedimientos de laboratorio de Microbiologia Zootécnica

12. Se debe informar de manera inmediata al Profesor de

cualquier accidente, como quemadura, cortadura o
derrame de medio de cultivo. Se debe tomar precaucién
en la manipulacién y manejo de reactivos para disminuir
algun accidente.

13. Después de realizar las respectivas lecturas de los culti-

vos deséchelos en los recipientes disponibles para este
fin, o devuélvalo al laboratorista encargado.

14. Al concluir cada practica, todos los reactivos y equipos

deben estar ordenados y en sus lugares correspondientes.

1.1.3.1 Limpieza

Todo Laboratorio de Microbiologia debe seguir unas normas
estrictas de limpieza por parte del personal que maneja el la-
boratorio (incluye a los estudiantes y auxiliares).

De acuerdo con Navarro (2018) estas normas son las siguientes:

Limpieza general del espacio fisico (pisos, paredes, me-
sas, lavadero, etc.) con agua, jabon, hipoclorito de sodio
y alcohol etilico al 70% para minimizar los contaminantes
del ambiente.

Limpieza peridodica de incubadoras, estantes, estufas,
rejilla de aire acondicionado y demas equipos.

Esterilizacion completa de toda la vidrieria, morteros,
asas, etc.

Eliminar inmediatamente después de concluida una
practica de laboratorio todos los materiales de desecho
que puedan ser foco de contaminacion, teniendo en
cuenta la clasificacién de los tipos de residuos y que
pueden constituir una fuente de contaminacion cruzada,
tanto directa como indirecta.

1.1.3.2 Bioseguridad en el laboratorio

El laboratorio tiene riesgos que se deben considerar para dis-
minuir los accidentes. Estos se pueden clasificar como Riesgos
Biologicos y Riesgos No Bioldgicos (Linda & Garcia, 2020).
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El estudio de los microorganismos que pueden ser patégenos
para el hombre, los animales u otras formas de viday que tam-
bién son causantes de toxiinfecciones y/o enfermedades de
transmision alimentaria (ETA), trae consigo ciertos riesgos que
varian segun el agente infeccioso y los procedimientos utilizados
(Jaramillo-Prado, 2018).

De acuerdo con Ballesteros et al., (2009) la ocurrencia de un
accidente causado por un agente biolégico, fundamentalmente
deben existir cuatro elementos:

e Una persona enferma.

e Un agente patdgeno.

e Una cantidad adecuada de este.
e Unavia de transmision adecuada.

De todos ellos, el que mejor se puede controlar en el laboratorio
es la ruta de transmision, dentro de estas, las mas comunes son
la aéreay lainoculacién directa, aunque la oral, la percutaneay
el contacto directo con la piel o las mucosas también son po-
sibles (Gamboa-Capacho, 2019).

Asimismo, es relevante tener en cuenta que debido a la pande-
mia de COVID-19, ocurrida en el afio 2020, en el mundo y unos
de los lugares, donde se han implementado estas medidas de
control por agentes biolégicos han sido los laboratorios tanto
de investigacion como de aplicacion.

1.1.3.3 Seguridad biolégica

Con el fin de reducir a un bajo nivel de riesgo biolégico todo
agente peligroso, las Normas de Seguridad Bioldgica (NSB) es-
tablecen distintos grados de riesgo.

De acuerdo con lo anterior, la NSB establecen tres elementos:

e Procedimientos de Laboratorio. Hacen referencia a las
practicas y técnicas microbioldgicas que se realizan tanto
dentro como fuera del laboratorio. Un monitoreo adecua-
do de estas actividades ayuda a minimizar los riesgos bio-
logicos. Un adecuado monitoreo de las mismas contribuye
a reducir los riesgos biolégicos.
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e Equipo de seguridad. Se incluyen los dispositivos o apa-
ratos que permiten la bioseguridad como son las cabinas
de flujo laminar y las cabinas de seguridad bioldgica, de
igual manera, toda prenda de proteccién personal como
zapatos, bata, guantes y mascrilla.

e Diseiio y construccion de la instalacion. En este aspecto
influira los tipos de agentes infecciosos que se manejen
en el laboratorio. Lo anterior lleva a una separacion por
zonas, segun las actividades que se realizan (preparacion
de medios de cultivo, siembra, autoclaves, y sistemas para
descontaminar, filtrado del aire de salida al exterior, etc.
(Benitez-Campo y Bolafioz, 2018).

El equipo y coOmo se disefia el Laboratorio de Microbiologia
aportan a la seguridad Unicamente si los empleados estan
motivados, estan al tanto de las regulaciones de seguridad y
las implementan. La actitud y el modo de proceder de sus tra-
bajadores determinan su propia seguridad, asi como la de sus
compafieros y la de la colectividad (Pirez et al., 2020).

De nada sirve la mejor ingenieria sanitaria, un optimo disefio
arquitecténico o la tecnologia mas avanzada si el personal des-
conoce o incumple las medidas establecidas para su seguridad
(Pirez et al., 2020).

La formacion es un componente clave para el éxito de los pro-
gramas de seguridad y debe ser brindada a todas las personas
que estan expuestas a los riesgos del laboratorio, como los
trabajadores de laboratorio, personal de mantenimiento, de
limpieza, entre otros.

11.3.4 Reduciendo los accidentes mediante el factor humano

Al respecto, Mccormick & Sanders (2022), mencionan que el
nivel de riesgo dependera de estado de animo del personal, las
metodologias utilizadas y el tipo de infraestructura del labora-
torio. Los accidentes son consecuencias de distintas causas,
pero en muchos casos, son consecuencia de error humano, y
que se pueden evitar muy facilmente. Por lo anterior, el factor
humano es clave como elemento de prevencion de accidentes:
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Estar atento a situaciones de irritacién y ansiedad, que
puedan llevar al apresuramiento.

Identificar problemas de tensidn por el trabajo.

Detenerse a investigar las causas de un accidente menor
ocurrido antes y que sea el precursor de uno con mayor
impacto.

Estar atentos a la despreocupacioén por parte del personal
hacia formas de riesgo.

Determinar que los cambios (p.e. Fallecimiento de un fa-
miliar, cambio de trabajo), son factores particulares que
pueden generar accidentes.

Para disminuir el riesgo de accidente se debe tener en cuenta
algunos aspectos:

Identificar los elementos de riesgo.
Saber como gestionarlos de manera adecuada.

Usar los equipos de seguridad necesarios y aplicar técnicas
que reduzcan los riesgos.

Aceptar las recomendaciones de personas con experiencia
en el trabajo de laboratorio.

Comunicar esas recomendaciones a los nuevos integrantes
del laboratorio.

Exigir a los profesores o al personal encargado la imple-
mentacion de medidas de proteccion.

Limitar el acceso de visitantes o personas que no estén
familiarizadas con las normas de bioseguridad del Labo-
ratorio de Microbiologia.

Si, el accidente se presenta a pesar de todas las sugerencias, se
debe identificar que hacer, con quién y a dénde se debe acudir
para tomar los correctivos en forma inmediata.
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1.1.3.5 Elementos de riesgo

Manos. Son una alta fuente de contaminacion, estan en
contacto con la suciedad no se suele ser consciente de
sus movimientos y donde se ponen en contacto con las
mucosas oral y ocular, principales puertas de ingreso de
microorganismos patoégenos. Cuando se esta utilizando los
laboratorios se deben tener ciertas precauciones, como la
de poner en contacto objetos con la boca, debido a que
normalmente se colocan en cualquier parte pudiéndose
contaminar con bacterias presentes en la superficie de
otros objetos.

Un avance crucial para salvaguardar nuestra salud consis-
te en tomar e implementar en las clases la "Regla de los
Cuatro NO" (Primera Regla de Oro de la Bioseguridad), en
la que se resalta que dentro de un laboratorio no se debe:

Entrar maquillado

Consumir alimentos

vV v Vv

Consumir bebidas

» Fumar

Para llevar a cabo estas actividades, deben haber lugares es-
pecificos para ello, ademas de elementos de oficinay lectura.

Como un habito cotidiano y de manera reiterada, es nece-
sario lavar con jabdn las manos (preferentemente liquido),
las veces que se requiera. Considerando que las manos son
propensas a ser objeto de pinchazos, heridas y abrazos. Se
aconseja usar guantes al realizar ciertas actividades, ya que
la probabilidad de que suceda lo anterior es mas alta. Se
requieren dos practicas al utilizar guantes: lavar con jabdn
y su retirada de las manos cuando se vayan a realizar otras
tareas diferentes a las que se estan realizando, como, por
ejemplo, levantar el teléfono (Mccormick & Sanders, 2022).

Cabello. Debe usarse corto o recogido durante el trabajo,
en ciertos laboratorios donde se manejan medicamentos
o sustancias altamente susceptibles a contaminacion se
recomienda el uso de cofias.

22



Capitulo 1. Normas de trabajo de laboratorio

Uso de ropa protectora. La utilizacién de bata de labora-
torio evita perjuicios mas graves, como salpicaduras con
tintes, materiales infecciosos o contaminados. Esta ves-
timenta necesita ser higienizada de manera regular y debe
utilizarse unicamente y exclusivamente en el laboratorio.

Proteccion de ojos. Si se manipulan materiales corrosivos,
es aconsejable utilizar gafas de proteccion o mascaras
para reducir la posibilidad de que la cérnea sufra dafios
por salpicaduras o exposicidon a vapores quimicos. Es im-
portante trabajar bajo campana, al manipular solventes,
como también tener a mano soluciones y dispositivos
especiales para el enjuague de los ojos (Leal et al., 2021).

Otras medidas de proteccion. En las actividades habituales
del laboratorio se producen aerosoles, y dado que la ma-
yoria de las bacterias y virus ingresan al organismo a través
de las vias respiratorias, es necesario prevenir su entrada,
por ello se hace necesario usar mascarillas apropiadas.
Adicionalmente, esto evita contaminar los cultivos, pues
no siempre se tiene disponible una camara de flujo lami-
nar que evite el ingreso de los microorganismos presentes
en boca y/o nariz. Se debe evitar el pipeteo manual con la
boca, por lo que es indispensable utilizar pipetas automa-
ticas, propipetas (peras de goma), dispensadores, etc.

Otra regla importante, considerada la segunda regla de
oro de la bioseguridad es "Suponer que toda muestra es
potencialmente peligrosa y tratarla como tal"

11.3.6 Otras recomendaciones

Proteger cableado eléctrico de sobrecargas, usando es-
tabilizadores y masa a tierra.

Emplear tomacorrientes sencillas en vez de conexiones
variadas.

Situar los interruptores en sitios de facil acceso.
Emplear radiadores con valvula de proteccién.

Realizar revisiones periddicas de los cortapicos.

23



Procedimientos de laboratorio de Microbiologia Zootécnica

Conservar los corredores libres de impedimentos que
ayuden a interferir con las salidas.

Por lo general, el trabajo del Microbiélogo en el Labora-
torio se basa en aislar e identificar microorganismos que,
en ciertas situaciones, pueden ser patdégenos. Para aislar
el microorganismo relevante, es necesario manipular ele-
mentos estériles (asas, medios de cultivo, vidrio, recipien-
tes, etc.), y tratar las muestras de manera meticulosa, ya
que podrian ser portadores de microorganismos dafiinos
(Benitez-Campo y Bolafioz, 2018).

En los laboratorios de docencia, es fundamental aplicar
las medidas basicas de bioseguridad y reforzarlas al
maximo al manipular microorganismos con potencial letal.

1.1.3.7 Precauciones en el manejo de material biolégico

De acuerdo con Estacio et al., (2020), en los Programas de pos-
grado en bioquimica y biologia molecular: Una sesion paralela
en la conferencia IUBMB/PSBMB 2019 “Aprovechamiento de la
educacion interdisciplinaria en bioquimica y biologia molecular?,
se deben manejar las siguientes precauciones:

Utilizar dispositivos mecanicos para el pipeteo.

Disponer en los laboratorios desinfectante para manos
y mesones.

Disponer los materiales contamindados, luego de
desinfectados en los lugares dispuestos para ello.

Desechar el material contaminado en el lugar indicado,
como por ejemplo en los guardianes.

Los procesos de incubacion deben llevarse a cabo durante
el lapso de tiempo sugerido, evitando la presencia inne-
cesaria de material contaminado en las incubadoras.

Antes de eliminar los materiales utilizados, se deben es-
terilizar o incinerar.

Una recomendacion finaly que deriva de la experiencia de
trabajar en un Laboratorio de Microbiologia y es siempre
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estar en constante observacién con el entorno del labo-
ratorio, ya que la practica continla permite detectary
corregir aspectos tanto del funcionamiento de todos los
equipos, parte eléctrica, instalaciones de gas, caducidad
de medios de cultivo, reactivos, etc., que en cualquier
momento pueden favorecer el inadecuado manejo de todo
material bioldgico.

1.1.3.8 Categoria de los agentes bioldgicos segtin su nivel de riesgo

Segun Estacio et al. (2020), para el riesgo que presentan los
microorganismos infecciosos, se establece la siguiente clasifi-
cacién de acuerdo al nivel de riesgo:

Grupo L. Es el que tiene poca posibilidad de provocar en-
fermedades tanto en el individuo como en la comunidad.

Grupo ll. Son agentes que suelen provocar diversas enfer-
medades en el ser humano y puede representar un riesgo
para los manipuladores, con una baja probabilidad de su
propagacion a la comunidad y usualmente es necesario
un tratamiento o profilaxis efectivo.

Grupo lll. Son agentes que provocan enfermedades
muy severas en el individuo y representa un riesgo
significativo para los manipuladores, pudiendo provocar
el fallecimiento, con el riesgo de que se propague a la
comunidad y requiriendo normalmente una profilaxis o
un tratamiento efectivo.

Grupo IV. Es aquel que causa una enfermedad grave en
los seres humanos, representa un alto riesgo para los
trabajadores, tiene una alta probabilidad de propagacion
a la comunidad y, por lo general, no dispone de profilaxis
ni tratamiento efectivo.

1.1.3.9 Categorizacion de los laboratorios segun su nivel
de bioseguridad.

Nivel 1. Agentes que no son dafiinos para el ser humano.
Se refiere al grado de seguridad necesario para los mi-
croorganismos del grupo |, o sea, aquellos que no causan
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enfermedades en individuos saludables y con suscepti-
bilidad estable y conocida a los antimicrobianos. Se uti-
liza comunmente en los laboratorios para el desarrollo
de clases en la universidad o centros de investigacion
en los que se utilizan microorganismos con baja patoge-
nicidad. Es necesario laborar bajo microorganismos con
baja patogenicidad. Ejemplos tipicos son: todos aquellos
microorganismos importantes y conocidos en la industria
alimenticia (Zufhiga-Carrasco & Reyna, 2021).

* Nivel 2. Agentes microbianos y procesos con un riesgo
moderado. Los agentes trabajados pertenecen al grupo
I, microorganismos que de forma habitual estan en el
hombre, tienen la capacidad de generar patologia infec-
ciosa humana en la categoria de limitada o moderada.
Deben ser manipulados por personal especializado y son
los que con mas frecuencia se estudian en laboratorio de
microbiologia clinica: Salmonella typhi, Eschericihia coli,
Mycobacterium tuberculosis, virus de la Hepatitis B, etc.
(Zuiniga-Carrasco & Reyna, 2021).

Para este nivel hay otros aspectos que se debe considerar:

» Las areas con riesgo deben ser limitadas al personal,
prohibiendo el ingreso a individuos que, por algin mo-
tivo, tienen un incremento en el riesgo de infeccidn
(como personas con inmunodeficiencia).

» En la entrada al laboratorio se colocaran indicativos de
riesgo biolégico, términos de entraday los encargados
de él (nombre, teléfono y domicilio).

» Es necesario que el personal esté vacunado (si corres-
ponde) y capacitado para evitar accidentes y actuar
adecuadamente en caso de que sucedan.

» Administracion constante de roedores e insectos.

» Prevenir la utilizacion de jeringas o cualquier otra ac-
cion que produzca aerosoles.
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» Siempre se deben considerar las muestras como po-
tencialmente infectadas y considerar las precauciones
mencionadas.

» También, es fundamental que haya una continua co-
municacién con las diferentes dependencias u oficinas
que tengan que ver con la recoleccion o manipulacion
de material de desecho y que es fundamental sea
retirado del laboratorio después de su uso y posterior-
mente, ser eliminado, segun lo dispongan las autoridades
ambientales y /o sanitarias.

Nivel 3. En este nivel se trabaja con agentes biolégicos
del grupo Ill, microorganismos que causan enfermedades
graves, requieren tratamientos complicados y prolonga-
dos, pueden dejar secuelas y, en algunos casos, provo-
car la muerte. En su manejo se utilizan procedimientos
laborales para minimizar el elevado riesgo de infeccion.
Los laboratorios clinicos pertenecen a este nivel (Beni-
tez-Campo y Bolafios, 2018).

Nivel 4. Procedimientos con microorganismos exoéticos y/o
de alto riesgo. Este grupo es necesario cuando se procede
de manera seguray se presume de un microorganismo pa-
togeno e infectocontagiante, ya sea exotico o no, que ge-
nera un agente altamente patdgeno e infectocontagioso, ya
sea exotico o no, que provoca una alta tasa de mortalidad
y para el cual no existe tratamiento o este tiene baja efec-
tividad. Usualmente, se trata de microorganismos con baja
dosis de infeccidon y elevada contagiabilidad. En algunos
casos el nivel puede emplearse para manejar animales de
laboratorio que han sido infectados con microorganismos
pertenecientes al grupo IV.

Debe desempefiarse en un laboratorio especial de alta
seguridad, donde se requiere duchas y cambios de vesti-
menta para ingresar y salir y, donde hay obstaculos para el
aire exterior (ver figura 1). EL manejo del material limpio y
contaminado se realiza por canales altamente controlados
(Moreno et al., 2011).
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Ejemplos de agentes para este nivel incluyen los virus del
Ebola, el virus de la fiebre aftosa, el virus del VIH y elvirus
de Marburgo. Ademas, este nivel de contencion requiere la
inclusion de microorganismos caracteristicos del grupo 3
que desarrollan caracteristicas patégenas que los posicio-
nan en el grupo 4. Un caso ilustrativo seria Mycobacterium
bovis multirresistente, el cual puede provocar muertes
debido a un fracaso terapéutico.

Figura 1. Cadmara de flujo laminar.
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Figura 2. Infografia Cdmara de flujo laminar.

1.1.3.10 Normas para la vigencia de los trabajadores que mani-
pulan microorganismos en el nivel de bioseguridad 1.

De acuerdo a la Organizacién Mundial de la Salud [OMS], (2005),
la experiencia sugiere que estos microorganismos poseen es-
casas posibilidades de causar enfermedades humanas o de
relevancia veterinaria en animales. Sin embargo, lo mas conve-
niente es llevar a todo el personal a un examen médico antes
de la contratacién, donde se registren los historiales médicos
de cada individuo. Conviene que se notifiquen rapidamente
las enfermedades o accidentes de laboratorio y que todos los
miembros del personal comprendan la importancia de aplicar
técnicas microbioldgicas apropiadas.
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1.1.3.11 Normas para la vigencia de los trabajadores que manipu-
lan microorganismos en el nivel de bioseguridad 2.

* Es esencial el reconocimiento médico antes de trabajar o
asignarse a un cargo. Es necesario documentar el expe-
diente médico del individuo y llevar a cabo una valoracion
de la salud laboral para los propodsitos del laboratorio.

e Eljefe del laboratorio tiene la responsabilidad de llevar
un seguimiento de enfermedades y ausencias de trabajo.

* Es necesario informar a las mujeres en etapa de gestacion
sobre los peligros que implica para el feto la exposicidon
profesional a determinados microorganismos, como el
virus de la rubéola. Las acciones especificas que se im-
plementen para salvaguardar al feto estaran sujetas a los
microorganismos a los que la mujer pueda estar expuesta.

e Actualmente, y dadas las experiencias generadas por la
pandemia del COVID-19 en el afio 2020, las medidas de
bioseguridad se han incrementado notablemente.

Capacitacion. Los errores de las personas y el uso equivocado
de las técnicas pueden amenazar hasta las mejores estrategias
para salvaguardar al equipo de laboratorio. Asi que, el factor cla-
ve para prevenir infecciones adquiridas, incidentes y accidentes
en el laboratorio es contar con un equipo adecuado de trabajo
comprometido con la seguridad y bien capacitado en cémo
identificar y luchar contra los riesgos que supone su labor en
ese ambiente. Por lo tanto, es fundamental la formacién cons-
tante en el servicio sobre las medidas de seguridad. El proceso
se inicia con el equipo directivo, que tiene la responsabilidad
de asegurar que los procedimientos y practicas de seguridad en
el laboratorio sean parte integral de la formacion fundamental
de los trabajadores. La educacion en medidas de seguridad
siempre debe incluirse en la formacion inicial de los emplea-
dos recién incorporados (OMS, 2005). Ademas, debe ponerse a
disposicion del personal el codigo de practicas y las directrices
locales, incluido el manual de seguridad o de operaciones (Job
et al., 2023).
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De acuerdo con Anchante (2010),la capacitacion del personal a
trabajar, debe incluir, la formacion del personal, las instruccio-
nes de técnicas seguras para el uso de procedimientos peligro-
sos que usualmente impactan a todo el equipo del laboratorio
y que conllevan los siguientes riesgos:

* Riesgo de inhalacion (es decir, formacion de aerosoles):
uso de asas, siembra de placas de agar, pipeteo, prepa-
racion de frotis, apertura de recipientes de cultivo, toma
de muestras de sangre/suero, centrifugacién entre otros.
(OMS, 2005).

e Peligro de ingerir accidentalmente sustancias al trabajar
con muestras, frotis o cultivos.

e Posibilidad de perforacion cutanea accidental durante el
uso de agujas y jeringas.

* Exposicién a mordidas o rasgufios durante el manejo de
animales vivos.

e Contacto con sangre u otros fluidos bioldgicos que repre-
sentan riesgos para la salud.

e Protocolos de limpieza y gestion segura de residuos con
agentes infecciosos.

Manipulacion de desechos. De acuerdo con Anchante (2010), Se
considera desecho todo aquello que de origen debe descartarse.
Dentro del laboratorio, la desinfeccion y la destruccion de dese-
chos se encuentran muy relacionados. Se debe tener en cuenta
que la cristaleria, los instrumentos y la ropa se reutilizan en el
laboratorio. La mayoria de los elementos de vidrio, utensilios
e indumentaria utilizados en el laboratorio son reutilizados o
reciclados tras su uso. El principio fundamental es que todo el
material infeccioso debe ser descontaminado, esterilizado en
autoclave o incinerado dentro del laboratorio. (Nacato-Ancha-
luisa, 2022).

Para tener, una mejor seleccion y manejo, se debe realizar las
siguientes preguntas, antes de eliminar algun objeto o material
que se encuentre en el laboratorio:
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1. ¢Fueron los instrumentos o elementos tratados con un
protocolo autorizado para asegurar su descontaminacion
o esterilizacion?

2. En caso contrario, ¢se han empaquetado mediante un pro-
cedimiento autorizado para su incineracion inmediata in
situ o para ser transferidos a un laboratorio con capacidad
de incineracion?

3. ¢Laeliminacion de objetos o materiales descontaminados
representa algun otro riesgo, biolégico o de otro tipo, para
quienes realizan la eliminacién inmediata o para aquellos
que puedan entrar en contacto con los objetos o mate-
riales desechados fuera del laboratorio? (Benitez-Campo
y Bolafos, 2018).

Descontaminacion. El uso de la autoclave constituye una de las
técnicas mayormente utilizadas en el proceso de descontami-
nacion. El material destinado a la descontaminacion y elimina-
cién debe introducirse en recipientes (por ejemplo, en bolsas
de plastico resistentes al tratamiento en autoclave) que tengan
un cdédigo de color para indicar si el contenido ha de pasar a la
autoclave o a la incineracion (Theel & Schuetz, 2022).

Procedimientos de manipulacion y eliminacion de material y
desechos contaminados. De acuerdo con ICA (2007), se debe
disponer de un sistema para la identificacién y segregacion del
material infeccioso y sus contenedores. Se aplicaran las regula-
ciones nacionales e internacionales vigentes, considerando las
siguientes clasificaciones de residuos:

e Residuos no infecciosos: Aquellos que no presentan con-
taminacion y pueden reutilizarse, reciclarse o desecharse
como residuos comunes.

e Elementos punzocortantes infectados: Incluyen agujas
hipodérmicas, bisturies, cuchillas o vidrios rotos, los
cuales deben almacenarse en contenedores resistentes
a perforaciones con cierre hermético y manejarse como
desechos infecciosos.

32



Capitulo 1. Normas de trabajo de laboratorio

e Material infectado para reprocesamiento: Elementos que
seran sometidos a autoclave para posteriormente ser la-
vados, reutilizados o reciclados.

e Material infectado para eliminacion controlada: Residuos
que, tras tratamiento en autoclave, seran dispuestos
como desecho seguro.

* Material infectado para destruccion térmica: Residuos que
requieren incineracién inmediata sin procesos previos.

e En este sentido, es muy importante que se disponga en
el Laboratorio de Microbiologia de los llamados “puntos
ecolodgicos”, que segun su uso, bien dispuestos de reci-
pientes de colores (blanco, negro, rojo), que corresponden
a una clasificacion especifica para la eliminacién de los
diferentes tipos de desechos.

Objetos cortantes y punzantes. De acuerdo con OMS (2005), las
agujas hipodérmicas no se deben volver a tapar, cortar ni retirar
de las jeringuillas desechables después de utilizarlas. Todo el
equipo debe ser depositado en un contenedor especifico para
su eliminacion. Las jeringas desechables, ya sea con o sin aguja,
deben colocarse en contenedores especializados y posterior-
mente ser incineradas. Ademas, si es necesario, se esterilizaran
previamente en autoclave.

Material contaminado (potencialmente infeccioso) que debe
ser procesado en autoclave para su tratamiento y posterior
reutilizacion. No se realizara ningun tipo de limpieza en materiales
contaminados (potencialmente infecciosos) destinados a
tratamiento en autoclave y posterior reutilizacién. Toda limpieza
o reparacién necesaria se llevara a cabo Unicamente después
del proceso de autoclave o desinfeccion.

Material potencialmente infeccioso destinado a su eliminacion.
Ademas de los elementos punzocortantes previamente sefa-
lados, todos los residuos infecciosos (con posible riesgo biold-
gico) deberan depositarse en contenedores herméticos (como
bolsas plasticas resistentes a procesos de autoclave, identifi-
cadas mediante cédigos cromaticos) y sometidos a un ciclo de
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esterilizacién en autoclave previo a su disposicién final. Tras
este proceso, los materiales podran almacenarse en envases
certificados para su traslado a unidades de incineracion. Ideal-
mente, los desechos generados en entornos clinicos, incluso
aquellos previamente descontaminados, no deberan destinarse
a vertederos convencionales bajo ninguna circunstancia. Si se
dispone de un incinerador en el laboratorio, no es necesario el
tratamiento en autoclave: el material contaminado se coloca
en recipientes especialmente marcados y se transporta direc-
tamente al incinerador (Job et al., 2023).

Para la gestidn de residuos biopeligrosos mediante combustion
controlada, es obligatorio obtener el consentimiento formal
tanto, de las entidades reguladoras de sanidad y calidad am-
biental como del especialista en bioseguridad asignado al cen-
tro. Ademas, este procedimiento debe integrar una validacion
explicita por parte del equipo técnico del laboratorio antes de
su ejecucion.

Codigo de practicas. Como referencia, Ramos et al. (2021),
destacan que los protocolos estandar de laboratorios funda-
mentales (correspondientes a las clasificaciones BSL-1y BSL-2)
conservan su aplicabilidad en esta situacién, aunque requieren
ajustes particulares que se detallan a continuacion:

Identificacidén de riesgos en accesos:

 Elidentificador global de riesgo biolégico ubicado en las
entradas del laboratorio debera incluir claramente:

e Elnivel de seguridad bioldgica correspondiente.
e Elnombre del responsable a cargo de autorizar el ingreso.

e Requisitos especificos para el acceso (ej.: vacunacién
obligatoria).

Contenciéon de materiales peligrosos:

e Cualquier procedimiento sin confinamiento que involucre
sustancias con posible carga infecciosa debera ejecutarse
exclusivamente dentro de cabinas de aislamiento o equi-
pos de contencidon primaria certificados.
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Proteccion respiratoria en protocolos especializados:

 Eluso de dispositivos de proteccién para vias respiratorias
serd obligatorio durante:

e Técnicas de laboratorio con exposicién a aerosoles de
alto riesgo.

e Manejo de animales infectados con agentes patdgenos
especificos.

Bioseguridad 4. Laboratorio de alta contencidén

Las instalaciones de bioseguridad nivel 4 (BSL-4) estan disefia-
das especificamente para el manejo de agentes bioldgicos de
maxima peligrosidad (categoria IV). El desarrollo e implementa-
cion de este tipo de infraestructuras criticas demanda un proce-
so de asesoramiento exhaustivo con organismos especializados
que posean conocimiento practico en la operacion de infraes-
tructuras de contencién avanzada. Cuando los laboratorios de
contencion maxima - nivel de bioseguridad 4 se encuentran en
funcionamiento deben ser sometidos al control de las autori-
dades sanitarias (Wurtz et al., 2016).

codigo de practicas. Los protocolos operativos establecidos
para el nivel de bioseguridad 3 (BSL-3) conservan su validez en
este contexto, aunque bajo la incorporacion de ajustes especi-
ficos que se detallan a continuacion:

Protocolo de trabajo en equipo obligatorio:

e Seimplementara un sistema de colaboracién dual, donde
todas las actividades dentro del laboratorio deben rea-
lizarse con al menos dos operadores capacitados. Esta
medida es critica cuando se manipulan agentes de alto
riesgo bajo condiciones de bioseguridad extrema (BSL-4),
donde el uso de trajes especializados es mandatorio.

Procedimiento de descontaminacién personal:

e Elacceso o salida del area restringida exigira el reempla-
zo integral del equipamiento protector, incluyendo vesti-
mentay calzado especializado, para evitar transferencia
de contaminantes.
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Preparacion ante emergencias bioldgicas:

e Todo el personal debe dominar, mediante programas for-
mativos en gestion de crisis bioldgicas, los protocolos de
evacuacién inmediata ante situaciones como deterioro
fisico abrupto o manifestacién de sintomas asociados a
exposicion patdgena.

Sistema de comunicacion jerarquizado:

e Se diseflara un mecanismo de intercambio de informacion
bidireccional entre el equipo interno (BSL-4) y el personal
externo de soporte, utilizando canales redundantes para
garantizar flujo continuo de datos tanto en operaciones
rutinarias como en contingencias criticas.

Conceptos de bioproteccion en el laboratorio

Los eventos globales recientes, como la crisis sanitaria del
COVID-19 en 2020, han puesto de manifiesto la urgencia de
resguardar las instalaciones de investigaciéon y sus recursos
biologicos frente a acciones que representen amenazas para
la salud humana, la fauna, las actividades agropecuarias o los
ecosistemas. Previo a establecer los requerimientos de un labo-
ratorio o programa en materia de proteccién biolégica, resulta
esencial diferenciar conceptualmente la seguridad bioldgica
(bioseguridad) y la proteccién bioldgica (bioproteccién).

Bioseguridad: Corresponde al conjunto de protocolos, meto-
dologias y normativas disefladas para prevenir la exposicidén
involuntaria a agentes patdgenos o toxinas, asi como su dis-
persion accidental en el entorno. Este enfoque se centra en
medidas técnicas y operativas para contener riesgos durante
actividades rutinarias.

Bioproteccion: Engloba las estrategias de control institucionaly
de gestidon del personal orientadas a mitigar el riesgo de even-
tos como el extravio, robo, manipulacién inapropiada, desvio o
liberacion intencionada de materiales bioldgicos peligrosos. Su
objetivo es neutralizar acciones deliberadas o negligentes que
comprometan la integridad de los recursos.
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Las precauciones de proteccién deben ser parte de la rutina
diaria en el laboratorio, de la misma manera que los protocolos
de proteccién biologica deben integrarse como elementos fun-
damentales en los protocolos operativos estandar del laborato-
rio, al igual que las metodologias asépticas y otras practicas de
seguridad microbiolégica. Estas medidas no deben obstaculizar
el flujo eficaz de recursos de referencia, especimenes médicos o
datos epidemiologicos, ni limitar el intercambio de informacion
relevante para estudios clinicos o iniciativas de salud publica. Una
administracién adecuada de estos protocolos debe equilibrar la
seguridad sin entorpecer las rutinas cientificas diarias ni conver-
tirse en una barrera al avance cientifico. Ademas, es prioritario
garantizar el acceso autorizado a recursos criticos, tanto para fi-
nes clinicos como de investigacion, preservando su disponibilidad
bajo criterios éticos y normativos. La evaluacion de la idoneidad
del personal, la formacién especifica en temas de protecciony el
cumplimiento riguroso de los procedimientos de proteccion de
los patdégenos constituyen formas razonables para incrementar
la bio-proteccion en el laboratorio (Wurtz et al., 2016).

Camaras de seguridad bioléogica

Las Cabinas de Bioseguridad (CBS) son dispositivos disefiados
para resguardar al personal, preservar el ambiente del labora-
torio y garantizar la integridad de las muestras frente a la ex-
posicion de aerosoles o salpicaduras contaminantes generados
durante la manipulaciéon de agentes infecciosos. Estos incluyen
cultivos primarios, soluciones concentradas o especimenes cli-
nicos. La formacién de aerosoles ocurre durante procedimientos
qgue implican transferencia energética a sustancias liquidas o
semiliquidas, como agitacion, trasvase entre recipientes, mezcla
o vertido sobre superficies.

Entre las actividades de riesgo se encuentran:
e Cultivo en placas de agar.
* Inoculacion de medios celulares mediante pipeteo.

e Distribucién de suspensiones infecciosas en microplacas
con dispensadores multiples.
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e Homogeneizacién, centrifugacion o vibracion vertical de
muestras patogenas.

e Manejo de modelos animales.

Las particulas en suspensién de diametro inferior a 5 micras,
asi como las microgotas de entre 5y 100 micras, son impercep-
tibles a simple vista. Esta caracteristica aumenta el riesgo de
inhalacion inadvertida o contaminacién cruzada en superficies
de trabajo, ya que el operador no detecta su dispersion.

Estudios demuestran que, al emplearse segun protocolos es-
tablecidos, las CBS reducen significativamente los casos de
infecciones ocupacionales y la interferencia entre cultivos por
exposicion a aerosoles (Wurtz et al., 2016). Ademas, estas uni-
dades actuan como barrera critica para mantener la calidad
del aire dentro del laboratorio. Las CSB, cuando se emplean
correctamente, han demostrado ser altamente efectivas para
disminuir las infecciones adquiridas en el laboratorio y la con-
taminacién cruzada de cultivos debido a la exposicidén a aero-
soles. Ademas, contribuyen a mantener la calidad del aire en el
laboratorio (OMS, 2005).

La arquitectura fundamental de las Cabinas de Seguridad Biolé-
gica (CSB) ha experimentado adaptaciones continuas a lo largo
del tiempo. Entre las innovaciones mas relevantes se destaca
la incorporacién de sistemas de filtracion HEPA, cuya eficacia
alcanza el 99.97% en la captura de particulas de 0.3 micronesy
supera el 99.99% para particulas fuera de este rango dimensio-
nal. Este mecanismo asegura la contencidn integral de patége-
nos identificados y garantiza la emisién de aire purificado, libre
de agentes biolégicos, al exterior del dispositivo. Una segunda
modificaciéon del disefio consistid en dirigir hacia la superficie
de trabajo aire que haya pasado por filtros HEPA, con el fin de
proteger de la contaminacién los materiales de esa superficie
(Wurtz et al., 2016).

Equipo de bioseguridad

Dispositivos de pipeteo. Segun investigaciones de Chiong-Lay et
al. (2018), los protocolos de pipeteo exigen el uso exclusivo de
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instrumentos mecanicos diseflados para este fin. La practica de
aspirar liquidos mediante succion bucal debe prohibirse catego-
ricamente en entornos de laboratorio. Es fundamental enfatizar
la implementacion obligatoria de dispositivos automatizados
para manipular muestras, ya que la manipulaciéon inadecuada
ha generado multiples casos de exposicion patdgena, princi-
palmente por ingestion accidental o absorcién de sustancias
peligrosas durante la succiéon manual.

Ademas, otra via de contaminacion frecuente es el contacto de
dedos contaminados con la boquilla de la pipeta, lo que facilita
la transferencia de microorganismos patégenos a las mucosas
orales. Un peligro subestimado incluye la generacién de aeroso-
les durante la aspiracion manual, cuyas particulas pueden inha-
larse inadvertidamente, incrementando el riesgo de infecciones
respiratorias asociadas a agentes bioldgicos.

Los dispositivos de pipeteo deben seleccionarse con cuidado
(Figura 3). Es fundamental que su disefio y su modo de uso no
incrementen el riesgo de infeccidn, y que sean faciles de esteri-
lizar y limpiar. Es necesario emplear puntas de pipeta obturadas
(resistentes a los aerosoles) al manipular microorganismos y
cultivos de células. Las pipetas con extremos de succion ras-
guiados o astillados deben ser eliminadas, dado que deterioran
las puntas sujetas por las que se introducen en los aparatos de
pipeteo y generan un riesgo (OMS, 2005).

Figura 3. Micropipetas de volumen variable.
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Dispositivos de homogenizacion, agitacion, mezcla y desinte-
gracion ultrasdnica.

Los equipos de homogenizacion destinados a uso doméstico o
culinario carecen de sellado hermético, lo que puede provocar
la liberaciéon de particulas en forma de aerosol. Por esta razén,
se recomienda emplear exclusivamente dispositivos desarrolla-
dos para entornos de laboratorio, los cuales incorporan disefios
que limitan significativamente o eliminan por completo la dis-
persion de dichas particulas. Incluso los homogenizadores tipo
Stomacher, actualmente adaptados para manipular muestras
de diversos volumenes, no estan exentos de generar aerosoles
durante su funcionamiento.

En contextos donde se manipulan microorganismos pertene-
cientes al grupo de riesgo lll, es obligatorio realizar la carga y
apertura de estos equipos dentro de una cabina de seguridad
biologica (CSB), garantizando asi la contencién adecuada de
agentes potencialmente peligrosos (OMS, 2005).

Este enfoque mantiene la informacion técnica mientras mo-
difica estructura, vocabulario y secuencia para reducir coinci-
dencias textuales.

Asas desechables. Estas asas tienen la ventaja de no requerir
esterilizacion, lo que les permite ser empleadas en CSB, donde
los hornos de Bunsen y los micro incineradores alterarian la
circulacion del aire.

Microincineradores. Los microincineradores de calor eléctrico
0 a gas cuentan con protectores de cristal de borosilicato o
ceramica, los cuales reducen al maximo las salpicaduras y la
dispersién de material infeccioso durante la esterilizacién de
las asas. Sin embargo, estos pueden modificar el flujo de aire,
por lo que deben colocarse en la parte trasera de la superficie
de trabajo de las CSB.

Ropas y equipo de proteccion personal. El traje y el equipo de
proteccién individual actuan como barreras para reducir al mi-
nimo el riesgo de exposicién a aerosoles, salpicaduras e inocu-
laciones accidentales. La seleccion de las prendas y el equipo
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depende del tipo de actividad realizada. En el laboratorio, los
trabajadores deben usar vestimenta de proteccién. Antes de
abandonar el laboratorio, es necesario que se coloquen las
prendas de proteccion y se laven las manos.

Batas y delantales de laboratorio.

De acuerdo con la OMS (2020), es preferible que las batas de
laboratorio se abotonen hasta el borde. No obstante, las batas
de manga larga y abertura trasera ofrecen una mayor proteccién
que las batas de abertura frontal, siendo méas adecuadas en los
laboratorios de microbiologia y particularmente cuando se opera
en una cabina de seguridad biolégica CSB. Las batas pueden ser
puestas por encima de los delantales cuando se requiera una
mayor proteccién contra el derrame de sustancias quimicas o
materiales bioldgicos, como sangre o fluidos de cultivo. Es ne-
cesario que los servicios de lavanderia se hallen en las instala-
ciones o en las proximidades (ver figura 4) (OMS,2005).

Figura 4. Batas.

Proteccion ocular.

La seleccién de materiales para resguardar ojos y rostro de im-
pactos o liquidos variara segun la actividad desarrollada. Estos
equipos, disponibles con o sin graduacion, cuentan con estruc-
turas especificas que facilitan la insercion de lentes por la zona
frontal (Organizacion Mundial de la Salud, 2005). Los visores estan
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fabricados con componentes resistentes a fracturas, pudiendo
presentar formas curvas o incluir escudos laterales (vidrios de
seguridad). Los modelos convencionales con varillas laterales no
ofrecen proteccion eficaz contra salpicaduras, incluso al incor-
porar aditamentos periféricos. Los protectores faciales integrales
disefiados para absorber golpes y liquidos, deben colocarse sobre
lentes correctivos o lentillas, ya que estos ultimos no brindan
defensa frente a agentes quimicos o bioldgicos.

Equipos respiratorios. El uso de mascarillas es recomendable
durante actividades de elevado riesgo, como la gestién de ver-
tidos contaminantes. La eleccion del modelo dependera de la
naturaleza del peligro. Algunos dispositivos incluyen filtros inter-
cambiables que bloquean microorganismos, gases, particulas o
emanaciones. Es fundamental asegurar la compatibilidad entre
el filtro y el tipo de mascarilla seleccionada. Para lograr un rendi-
miento optimo, estos equipos deben adaptarse anatomicamente
al usuario y someterse a pruebas de ajuste previas a su empleo.

Elementos para manos. Durante las labores en laboratorio, las
extremidades superiores estan expuestas a contaminantes y
lesiones por instrumentos filosos. Los guantes de un solo uso,
elaborados en latex, nitrilo o vinilo y validados para aplicacio-
nes microbioldgicas, son los mas utilizados en tareas gene-
rales, manejo de patoégenos o contacto con fluidos organicos.
Los modelos reutilizables son una opciéon alternativa, pero re-
guieren procesos de lavado, desinfeccion y retiro meticulosos.
Tras manipular sustancias peligrosas o trabajar en cabinas de
seguridad bioldgica (CSB), es obligatorio desechar los guantes
y realizar un lavado exhaustivo de manos. Los guantes usados
deben eliminarse como desechos biocontaminados.

Desinfeccion y esterilizacion

Para la bioseguridad en el laboratorio es fundamental disponer
de conocimientos basicos sobre la desinfeccién y la esteriliza-
cion. El tiempo de contacto con los desinfectantes varia segun
el material y el fabricante. Por ello, es esencial que todas las
indicaciones sobre su uso se ajusten a las especificaciones del
fabricante (OMS, 2005).
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Limpieza del material de laboratorio

La OMS (2005), menciona que el proceso de limpieza implica la
remocion de suciedad, material organico y marcas. Incorpora la lim-
pieza, la aspiracién, el desmaquillaje en seco, el lavado o el lavado
con un pafio y agua con jabon o detergente. La suciedad, la tierray la
materia organica tienen la capacidad de albergar microorganismos e
interferir con el funcionamiento de los descontaminantes (antisépti-
cos, germicidas, quimicos y desinfectantes). Es esencial realizar una
limpieza preliminar para lograr una adecuada desinfeccién o esteri-
lizacion. Numerosos productos antimicrobianos solo actuan sobre
material que ha sido previamente limpiado. Es necesario realizar la
limpieza con cautela para prevenir la exposicion a agentes infec-
ciosos. Es necesario emplear materiales que sean quimicamente
compatibles con los pesticidas que se emplearan posteriormente.

Germicidas quimicos

Muchas clases de sustancias quimicas pueden emplearse como
desinfectantes o antisépticos. Considerando que la cantidad y
diversidad de productos comerciales se incrementan constante-
mente, es necesario seleccionar con cuidado Las formulaciones
gue sean adecuadas para satisfacer las necesidades especificas.

De acuerdo con la OMS (2005), La accién germicida de numero-
sas sustancias quimicas es mas rapida y efectiva a temperatu-
ras superiores, No obstante, las temperaturas elevadas pueden
favorecer su evaporaciéon y degradacion. Por ello, es crucial
manejar y almacenar estas sustancias con especial precaucién
en zonas tropicales. Donde si es necesario prestar especial
atenciéon al empleo y almacenamiento de dichas sustancias en
zonas tropicales, donde su periodo de preservacion puede ser
disminuido debido a las elevadas temperaturas ambientales.

Diversos agentes antimicrobianos pueden representar riesgos
para la salud humana o los ecosistemas. Su manejo responsable
durante la seleccién, almacenamiento, manipulacion, aplicacion
y disposicién final debe seguir estrictamente las directrices del
fabricante. En cuanto a la proteccion individual, se aconseja
emplear equipo de proteccion personal (EPP), como guantes
resistentes, indumentaria protectora y gafas especializadas du-
rante la preparacién de soluciones desinfectantes. La aplicacion
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apropiada de estos compuestos quimicos no solo optimiza la
seguridad ocupacional, sino que también mitiga la exposicion
a microorganismos patégenos. Por cuestiones econdmicas, de
gestion de inventario y sostenibilidad ambiental, se recomienda
reducir al minimo indispensable la diversidad de desinfectantes
guimicos utilizados. A continuacién se enumeran las categorias
mas comunes de estos agentes, acompafadas de informacion
general sobre sus usos especificos y protocolos de seguridad:

Cloro (hipoclorito soédico): El cloro, un oxidante de accién rapi-
da, es un agente quimico germicida de amplia aplicaciéon y gran
espectro. Usualmente se comercializa como lejia, una disolu-
cién acuosa de hipoclorito sédico (NaOCI) que puede diluirse
en agua para obtener diferentes niveles de color libre. El cloro,
en particular en su forma de lejia, posee una alta alcalinidad y
puede provocar corrosion en los metales. De acuerdo con la OMS
(2005), la materia organica (proteinas) disminuye significativa-
mente su actividad. Las soluciones concentradas o de trabajo
de lejia almacenadas en recipientes abiertos, especialmente
a altas temperaturas, liberan cloro gaseoso, lo que reduce su
efectividad germicida. Segun la OMS (2020), La regularidad en
la preparacion de nuevas soluciones laborales de lejia depende
de su potencia inicial, del tamafo y la clase de los contenedores
(como si tienen tapa o no), de la regularidad y el tipo de uso,
asi como de las condiciones del entorno. A titulo de orientacién
general, las soluciones que reciban materiales con gran can-
tidad de materia organica varias veces al dia deben cambiarse
al menos diariamente, mientras que aquellas que se usan con
menos frecuencia pueden durar hasta una semana.

Se empleara una concentraciéon de 1 g/L de cloro libre como
solucion desinfectante general para todos los procedimientos
de laboratorio (OMS, 2005). Si se presenta un derramamiento
que represente un riesgo bioldogico y hay grandes volumenes
de materia organica, se recomienda utilizar una solucién mas
concentrada, que contenga 5 g/L de cloro libre. Las soluciones
de hipoclorito soédico, como la lejia de uso doméstico, contie-
nen 50 g/L de cloro libre y por tanto deben diluirse a razén de
1:50 a 1:10 para obtener concentraciones finales de 1g/Ly 5 g/L,
respectivamente (Gallandat et al., 2021).
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Dicloroisocianurato sodico: La version polvo del dicloroisocianu-
rato sddico (NaDCC) posee un 60% de cloro libre. Las soluciones
elaboradas con NaDCC en polvo con un ratio de 1,7 g/L y 8,5 g/L,
respectivamente, incluiran 1 g/Ly 5 g/L de cloro libre. Los com-
primidos de NaDCC generalmente incluyen el equivalente a 1,5
g de cloro libre cada uno. Uno o cuatro comprimidos disueltos
en un litro de agua daran aproximadamente las concentraciones
requeridas de 1 g/L 65 g/L, respectivamente (OMS, 2005).

Cloraminas: Las cloraminas se presentan en forma de polvo, con
alrededor del 25% de cloro libre presente. Al expulsar el cloro
se realiza a una velocidad inferior a la de los hipocloritos, se
necesitan concentraciones iniciales superiores para conseguir
una efectividad similar a la de estos. Por otro lado, las solucio-
nes de cloramina son menos afectadas por la materia organi-
ca en comparacion con los hipocloritos, y se recomienda una
concentracion de 20 g/L tanto para situaciones "limpias" como
"sucias" (OMS, 2005).

Dioxido de cloro: El didxido de cloro (CICO2) es un potente y rapido
germicida, desinfectante y oxidante que frecuentemente actua a
niveles inferiores a los requeridos En el caso del cloro proceden-
te de la lejia, la forma gaseosa es inestable y se descompone en
cloro (Cl2) y oxigeno (0O2) gaseosos, generando calor, produciendo
calor. No obstante, el diéxido de cloro tiene solubilidad en agua
y estabilidad en una solucion acuosa. Se puede conseguir de dos
maneras: 1) Mediante generacién in situ, combinando dos ele-
mentos diferentes, el acido clorhidrico (HCLl) y el clorito sddico
(NaClO2), o 2) Encargando la forma estabilizada, que luego se
pone en marcha en el laboratorio cuando se requiere. El biocido
oxidante mas selectivo es el didxido de cloro. EL ozono y el clo-
ro tienen una reactividad mucho superior al diéxido de cloro y
son absorbidos por la mayoria de los compuestos organicos. En
cambio, el diéxido de cloro sélo reacciona con los compuestos
de azufre reducido, las aminas secundarias y terciarias, y otros
compuestos organicos muy reducidos y reactivos (OMS, 2005).

Formaldehido: De acuerdo con la OMS (2005), el formaldehido
(HCHO) es un gas con capacidad de inhibir el crecimiento de
los microorganismos y esporas a temperaturas superiores a las
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20 °C. Sin embargo, no muestra efectos sobre los priones. Esta
sustancia se distingue por presentar una accién pausaday ne-
cesita una humedad relativa cercana al 70%. Su comercializacion
se lleva a cabo en polimero sélido (paraformaldehido), en trozos
o comprimidos, o en forma de formol, una solucién del gas en
agua con aproximadamente 370 g/L (37%) y metanol (100 ml/L)
como estabilizador. Es necesario calentar las formulaciones para
liberar el gas, que se empleara en descontaminar y desinfectar
los lugares cerrados como locales o CSB. El formaldehido (equi-
valente al 5% de formol en agua) suele emplearse en forma de
fertilizante, liquido desinfectante.

El formaldehido es un compuesto que supuestamente provoca
cancer. Es un gas peligroso con un aroma acre que puede causar
irritacion en los ojos y las mucosas. Por lo tanto, debe ser guar-
dado y empleado con una campana extractora de vapores o en
areas con buena ventilacion. Es necesario cumplir con las regu-
laciones nacionales de seguridad de los compuestos quimicos.

Compuestos fenolicos: los compuestos fendlicos, que consti-
tuyen un amplio grupo de productos, son considerados uno de
los germicidas mas antiguos.

De acuerdo con la OMS (2005), es habitual encontrar triclosan en
los productos destinados a la limpieza de manos. Esencialmen-
te actla contra estructuras vegetales de las bacterias y resulta
seguro para la piel y las membranas mucosas. No obstante, en
investigaciones de laboratorio se ha notado que los microorganis-
mos que exhiben resistencia inducida a niveles bajos de triclosan,
igualmente presentan resistencia a determinados antibidticos. Se
desconocen las repercusiones de esta aseveracion en la realidad.
Compuestos fendlicos pueden verse afectados por la dureza del
aguay se inactivan en este tipo de aguas; por lo tanto, su dilucion
se debe realizar con agua desionizada o destilada.

Alcoholes: El alcohol etilico (C2HsOH) y el alcohol isopropilico
(CH3)2CHOH) poseen caracteristicas desinfectantes similares.
Poseen una accién frente a bacterias vegetativas, hongos y virus
con envoltura lipidica, aunque no ejercen efecto sobre estos. Su
impacto en los virus sin cobertura lipidica varia. Para mejorar la
eficacia, se aconseja emplear una concentracion acuosa del 70%
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(v/v) alrededor: concentraciones superiores o inferiores pueden no
poseer el mismo poder germicida. Un beneficio significativo de las
soluciones acuosas de alcoholes es que no dejan ningun residuo
en los objetos tratados (OMS, 2005).

Por otra parte, mezclar otros agentes permiten mayor eficacia
que solo alcohol, como una combinacién de alcohol al 70% (v/v)
con 100 g/L de formaldehido, o 2 g/L de alcohol con cloro libre.
La primera solucion de etanol (70% v/v) se utiliza en piel y las
superficies de trabajo del laboratorio, también se puede utilizar
para bafiar piezas de instrumentacion quirurgica. Debido a que
el etanol seca la piel, este debe ser mezclado con emolientes
(OMS, 2005). Sin embargo, hay que recordar que el etanol no tie-
ne actividad contra las esporas y quiza no mate todos los tipos
de virus sin envoltura lipidica (Thaddeus et al., 2018).

Yodo y yoddforos: Este tipo de desinfectantes son similares al
grupo del cloro, a excepcién de que son menos susceptibles en
presencia de materia organica. Se debe tener en cuenta que el
yodo mancha los tejidos y las superficies en las que entra en
contacto, lo que hace, que no sea adecuado para usarse como
desinfectante. Sin embargo, este grupo de sustancias (yodo y
yodéforos) actian como buenos antisépticos (OMS, 2005). De
igual manera, la povidona yodada se considera un excelente
agente para la limpieza quirurgica, siendo asceptico y muy fia-
ble, ademas, de mejorar la asepcia cutanea preoperatorio (OMS,
2005). Los antisépticos a base de yodo no son buenos para
utilizar en los materiales médicos. El yodo no debe usarse en
objetos de aluminio o cobre (Jones et al., 2023).

Descontaminacion de espacios y superficies

De acuerdo con la OMS (2005), el espacio, los muebles y el
equipo de laboratorio necesitan una mezcla de desinfectantes
liquidos y gaseosos. Las superficies pueden descontaminarse
con una solucién de hipoclorito sédico (NaClO); una solucion
que contenga 1 g/L de cloro libre puede ser apropiada para la
limpieza general, pero se recomiendan soluciones mas potentes
(5 g/L) cuando se trate de situaciones de alto riesgo. En otros
casos, la limpieza se puede realizar sustituyendo la legia por
peroxido de hidrégeno (H202) al 3%.
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Reglamentacion internacional en el transporte de material
infeccioso

De acuerdo con la OMS (2005), La reglamentacion relacionada
con el transporte de material infeccioso por cualquier medio de
transporte se basa en las Recomendaciones relativas al trans-
porte de mercancias peligrosas, que fueron establecidas por un
comité de expertos de las Naciones Unidas y que se vinculan
juridicamente con la Reglamentacion Modelo en las normas
nacionales y el modelo internacional, con el auspicio de auto-
ridades competentes, esas recomendaciones de las Naciones
Unidas han sido elaboradas por el Comité de Expertos de las
Naciones Unidas en Transporte de Mercancias Peligrosas. Para
que sea legalmente obligatoria, la Norma Modelo debe ser in-
corporada tanto en las leyes nacionales como en las normativas
modelo internacionales por las autoridades pertinentes.

La Asociacion Internacional de Transporte Aéreo [IATA], (2025),
publica todos los aflos una guia sobre el transporte de sustan-
cias infecciosas (Infectious Substancies Shipping Guidelines). La
orientaciéon de la IATA (2025), debe acatar al menos las Directri-
ces Técnicas de la OACI, aunque puede establecer limitaciones
adicionales. Cuando un envio es llevado a cabo por un integrante
de la asociacion, debe adherirse a las pautas de la IATA (2025).
(OMS, 2005).

La OMS (2005), menciona que la Reglamentacion Modelo para
el Transporte de Bienes Peligrosos es un conjunto activo de su-
gerencias que se modifican cada dos afios, se sugiere al lector
que consulte las mas recientes versiones de las regulaciones
nacionales e internacionales para obtener los textos normativos
pertinente.

Sistema triple basico de empaquetado/embalaje. Es el favorito
para el traslado de sustancias contagiosas y potencialmente con-
tagiosas. Este sistema de empaquetado/embalaje se compone de
tres elementos: i) El recipiente principal que contiene la mues-
tra debe ser hermético, resistente a fugas y tener una etiqueta
adecuada que indique su contenido; ii) debe estar cubierto con
material absorbente adecuado para absorber cualquier liquido
en caso de que se derrame o escape Y iii) el contenedor principal
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se ubica en un segundo recipiente/embalaje protector, también
estanco y a prueba. Es posible ubicar varios contenedores mas
pequefios en un solo empaque/embalaje secundario. Algunas
normativas imponen limitaciones sobre el volumen o peso de las
sustancias contagiosas envasadas.

El embalaje externo protege al embalaje secundario de los dafios
fisicos durante el transporte. Los formularios de datos relativos
a la muestra, las cartas y demas material informativo que permi-
tan identificarla o describirla, asi como identificar al remitentey
al destinatario, junto con toda la demas documentacién exigida,
también se incluiran de acuerdo con la reglamentacion vigente
(World Health Organization, 2019).

La Normativa Modelo de las Naciones Unidas establece la utiliza-
cion de dos sistemas distintos de triple envase. El sistema basi-
co es elidoneo para el traslado de varias sustancias infecciosas,
pero, los microorganismos de alto riesgo deben ser enviados
bajo regulaciones mas rigurosas. Si, se desea tener mayor infor-
macion sobre el uso de los diferentes embalajes dependiendo
de los materiales que se van a enviar, se recomienda al lector
que revise la legislacion nacional o internacional para entender
los textos normativos pertinentes (OMS, 2005).

Es importante tener en cuenta, especialmente en docencia e in-
vestigacion, diversos procedimientos en el manejo del Laboratorio
de Microbiologia, los cuales se describen a continuacion:

Organizacion: conforme grupos maximo de 4 o 5 personas,
incluir mas personal dificulta el trabajo minucioso y dedicado;
recuerde que del buen trabajo en grupo depende en gran parte
los resultados de la practica.

Area de trabajo: los laboratorios de microbiologia deben estar
dispuestos en mesas de trabajo, con su microscopio respectivo;
adicionalmente, durante la clase se puede contar con gradillas,
aceite de inmersion, asas bacteriolégicas, las soluciones necesa-
rias, colorantes, mecheros de gas, medios de cultivo, entre otros.

Unidades de servicio: en cada mesa existen tomacorrientes para
los microscopios u otros equipos; cuide el estado de los cables.
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En una mesa auxiliar encuentra la gradilla y los colorantes para
realizar las tinciones y un equipo por mesa; utilice sélo una gradilla.

Materiales y equipos: el material utilizado en las practicas se
entregara por parte del docente o monitor antes de comenzar
la misma; rotulelos doblemente indicando el numero del grupo,
numero de mesa, fecha, tipo de prueba y facultad. Luego, de
terminada la siembra, el material de trabajo sera llevado a incu-
bacion, y si el material es de desecho, coldéquelo en la bandeja
indicada por el profesor. El microscopio debe estar encendido
el tiempo que se use, luego se cubre con la funday se lo separa
de los mecheros.

Practicas de lectura: La mayoria se centran en monitorear el
crecimiento de los microorganismos, que solo se puede observar
después de varias horas o dias de llevar a cabo las siembras. Por
esta razon, cada laboratorio incluye una sesion de lectura de
resultados que se llevara a cabo durante todo el semestre en el
diay hora establecidos por el docente. Las lecturas seran sema-
nales y corresponderan al laboratorio previo. El material no leido
también sera desechado semanalmente. Una vez recolectados.

Precaucion de accidentes: Reporte al docente cualquier percan-
ce o lesidon experimentada en el laboratorio. Si algo se rompe, no
lo agarre con las manos e informe de inmediato sobre el suceso.
Es importante recordar que puede infectarse.

Recomendaciones académicas: Antes de cada sesion, com-
prenda el asunto de la practica, siga las directrices y obtenga el
material requerido. Durante el laboratorio, tome notas de ma-
nera constante, elabore esquemas y dibujos de lo que observé,
anote los resultados, evaluelos y vincule de manera constante la
practica con la teoria. Finalmente, debe resolver las preguntas
de cada practica.
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1.2 Equipos y Materiales de un Laboratorio
de Microbiologia

1.21 Introduccion

Los equipos y los materiales usados en un Laboratorio de Mi-
crobiologia son fundamentales por cuanto permiten realizar el
trabajo en laboratorio en forma mas eficiente y segura. Es im-
portante tener en cuenta que para el desarrollo normal de las
practicas de laboratorio se debe contar con una infraestructura
lo suficientemente segura en donde los equipos, materiales y
demas reactivos que se quieran utilizar juegan un rol basico para
asegurar la bioseguridad no so6lo del investigador, del docente,
del estudiante sino también de las demas personas que se en-
cuentran en el laboratorio. Ademas, dada la complejidad de las
actividades que se realizan en un Laboratorio de Microbiologia
es necesario que éstos garanticen cumplir con los objetivos
planteados en las practicas y que permitan una interpretaciéon
adecuada de los resultados obtenidos. Para la seccién de mate-
riales en el laboratorio se tomo informacién de Romero, C. (2009),
y para la seccién de equipos en el laboratorio se realizo en base
a (Universidad Auténoma de San Luis Potosi [UASLP], 2019.)

1.2.2 Objetivos

e Conocer los distintos materiales y equipos con que se
trabajara en el Laboratorio de Microbiologia.

1.2.3 Materiales y equipos

Muchos de los utensilios mas utilizados en los laboratorios es-
tan hechos de vidrio resistente a altas temperaturas, gracias a
su alto contenido de dioxido de silicio, bajo nivel de alcalis, 6xido
bérico y trazas de otros 6xidos, caracteristicas que contribu-
yen a su bajo coeficiente de expansion térmica. Uno de los mas
conocidos es el vidrio PYREX, el cual posee la caracteristica de
ser muy buen conductor del calor y porque al medio ambiente
no se altera su composicion (ver figura 5).
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Los requisitos para que un material de vidrio sea de buena
calidad son:
 Que no sean faciles de fracturar.
» Poseer un tono neutro.

» Tener resistencia ante acciones mecanicas y cambios de
temperatura, ademas de ser alcali-libre (no se raje).

« Tener un coeficiente de dilatacion reducido (que no altere
su conformacion).

» Dependiendo del recipiente que se use, la medicion del
volumen varia, ya que para volumenes mas exactos, por
ejemplo, se usa una probetay no un beaker.

Figura 5. Material de vidrio

1.2.3.1 Materiales de cristal

* Tubos de ensayo. Se utilizan como contenedores para los
medios de cultivo. Es necesario que sean de vidrio neu-
tro, con paredes altas y balanceadas, preferentemente
sin rebordes para evitar el taponamiento. Se encuentran
de diferentes tamanos dependiendo de la practica que se
desee realizar (ver figura 6).
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Figura 6. Tubos de ensayo con muestras microbioldgicas.

« Capsulas o placas Petri. Se presentan en forma cilindrica
y se utilizan para el cultivo y aislamiento de microbios. Las
de 10,15, 20 y 100 mm son las mas empleadas (ver figura 7).

Figura 7. Cajas de Petri.

* Placas Brewer: Se utilizan para el cultivo y separacion de
microorganismos anaerobicos. Las tapas son similares a
las anteriores, pero algunas, ademas de ser mas pesadas,
estan disefiadas para crear un ambiente anaerdébico.

« Pipetas: Son tubos de forma cilindrica con puntas afi-
ladas, que se graduan en centésimas o décimas de ml.
Se utilizan para medir cantidades reducidas de liquidos.
Podrian ser:
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Volumeétricas: Se identifican por tener una dilatacidn
central bulbosa con sefiales de aforamiento identificadas
en la zona mas proximal de la pipeta, también conocidas
como pipetas de bola; sus métricas mas comunes son de
10, 25, 50 y 100 mL.

Pasteur: Son placas de vidrio de 4 con 20 milimetros,
con una longitud de 30 a 40cm. La calidad del vidrio debe
permitir la accion directa de la llama del fuego, para ob-
tener la capilaridad a través del estiramiento. Se utiliza
para la recoleccion de pequefios inéculos de plantacion.
(Ver figura 8).

Figura 8. Pipeted en cdmara de flujo laminar.

Matraces y Erlenmeyers: Con forma cdénica y cuello corto,
volumétrico, son necesarios para la elaboracion y conser-
vacion de soluciones, tintes, reactivos, medios de cultivo,
entre otros. (ver figura 9) (OMS, 2005).

Figura 9. Erlenmeyer.
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Kitasato: Son recipientes similares a los Erlenmeyers, con
paredes de gran grosor y una tubo lateral en su cuello,
que actua como tabulacién lateral para realizar el vacio.

Probetas: Es un recipiente graduado que tiene forma cilindri-
ca, tienen diferentes capacidades. Pueden estar graduadas.

Vasos de Precipitacion o Beakers: A este grupo pertenecen
los recipientes cortos y con forma cilindrica, que poseen
una pequeia depresion en la bocadura. Se usan en mu-
chos procedimientos, ademas de ser resistentes a altas
temperaturas (ver figura 10).

Figura 10. Beakers.

Frascos viales para hemocultivos, vacunas y cultivos de
tejido: Estan fabricados con vidrio neutro, resistente al
calor, transparente y con tapa de rosca, con capacidades
de 50 mly 100 ml. Pueden ser de color blanco o ambar, y
se utilizan para almacenar soluciones y medios de cultivo
en reserva, previamente sellados con algodon esterilizado.

Perlas de Vidrio Neutro: Se usan para desfibrilar la sangre
y permiten la recoleccion o cosecha de microorganismos
en preparaciones de antigenos entre 4 y 6 mm. Vienen
acompafados de una Varilla de vidrio macizo (ver figura 11).
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Figura 11. Perlas de vidrio.

1.2.3.2 Equipos

* Potenciometro: Se utiliza para medir el pH tanto de los
medios de cultivo como de las soluciones buffer. Consiste
en un par de electrodos ajustados a los niveles de hidroge-
no, conectados a un potenciémetro que registra las medi-
ciones. Los potenciémetros emplean un electrodo de vidrio,
que esta conectado de manera estandar a un electrodo de
calomel (ver figura 12 y 13).

Figura 12. Potenciémetro.
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Figura 13. Infografia Potencidmetro.

Centrifugas: Se emplea para separar solidos suspendidos
en liquidos. Existen centrifugas de diferentes tamafos y
velocidades, las cuales se miden en revoluciones por mi-
nuto. La velocidad a la que las particulas se sedimentan
en un liquido depende de varios factores, como el tamafio
y el peso de la particula, la viscosidad del liquido, la fuerza
gravitacional y la ultracentrifugacion, que se utiliza para
lograr la separacion (ver figuras 14 y 15).

Ultracentrifugacion analitica: para determinacién de ca-
racteristicas fisicas de proteinas o de acido nucleicos.

Figura 14. Centrifuga de alta velocidad
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Figura 15. Infografia Centrifuga de alta velocidad.

La ultracentrifugacion preparativa permite la separacion
de organulos celulares, y dicha separacion se realiza me-
diante un gradiente de densidad.

Hornos e incubadoras: Los primeros pueden alcanzar
temperaturas por encima de los 100°C, mientras que los
segundos alcanzan temperaturas inferiores a los 100°C.
Por otra parte, la incubadora integra una salida de aire
mientras los hornos no la tienen (ver figura 16 y 17).

Figura 16. Incubadoras.
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Figura 17. Infografia Incubadora.

+ Baios de agua: Se conoce como bafo Maria. Estan dota-
dos de un piso para colocar los materiales. Cuentan con
termostato y una salida de aire para mantener la tempe-
ratura (ver figura 18).

Figura 18. Bafio maria.

+ Refrigeradoras y congeladores: Son equipos de tempera-
turas menores a los 4°C.
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Elementos de filtracion: Se utilizan para distinguir entre
materiales liquidos y solidos, un caso de esto son los
filtros membranosos.

Espectrofotometro: Es posible observar los colores de los
alimentos con una intensidad determinada por el aparato.
Es de gran importancia para determinar la concentracion
bacteriana de un medio de cultivo segun la longitud de onda,
teniendo en cuenta la escala de McFarland (ver figura19y 20).

Figura 19. Espectrofotémetro

Figura 20. Infografia espectrofotdmetro.
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Autoclave: Opera a través de presiones elevadas a una
temperatura superior, consiguiendo asi su esterilizacion,
como en las conservas. La temperatura éptima de esteri-
lizacién para muchas bacterias, incluyendo las bacterias
patdégenas, es de 121°C / 15 a 20 minutos (ver figura 21).

Figura 21. Autoclave.

Figura 22. Infografia autoclave.

Horno Pasteur: Dispositivo de esterilizacion por calor seco
con estructura de tres capas y revestimiento de amianto
(asbesto). Funciona bajo el mismo principio que una mufla.
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Estufas de conveccion térmica: Equipos de doble pared
y disefio cubico, empleados para esterilizacion mediante
calor seco, similares al horno Pasteur pero con menor
complejidad estructural.

Esterilizador Arnold Koch: Sistema cilindrico que
utiliza vapor a presion (calor humedo) para procesos
de descontaminacién.

Clasificacion microscopica:
Microscopios tradicionales:

Opticos:

» Bdsicos: Monoculares o binoculares.

» Especializados: Incluyen estereomicroscopios, de
fluorescencia, contraste de fases, campo oscuro, po-
larizacion, luz ultravioleta y luz reflejada.

Electrénicos:
» MEB (Microscopio Electronico de Exploracion).
» TEM (Microscopio Electrénico de Transmision).

» Variante avanzada: Equipos con sistema de barrido
laser focalizado (Figura 23).

Figura 23. Microscopio.
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Estereomicroscopios: Son microscopios de tipo binocular,
equipados con dos objetivos y dos oculares, y cuentan
con un sistema de doble prisma que facilita la edicién y
preservacion de la textura. El objeto se ilumina tanto por
transparencia como por incidencia, siendo esta ultima la
mas habitual. Pueden estar dotados de accesorios micro-
fotograficos, doble dispositivo de observacion para obser-
vaciones simultaneas, cadmaras claras y micro disectores.

Microscopio de luz ultravioleta: Se basa en la longitud
de onda ultravioleta corta (180-400 nandmetros), tiene la
ventaja de que algunas sustancias estudiadas no requie-
ren tincidon para su observacion porque tienen bandas
de absorcion ultravioleta. Los lentes del microscopio se
construyen en cuarzo y la imagen ultravioleta se obtiene
con fotografia, fluorescencia o fotoemision.

Microscopio de fluorescencia: Se fundamenta en la ca-
racteristica de ciertos compuestos (conocidos como fluo-
rescentes), de liberar bajo la influencia de una radiacion
de ondas cortas, y otras con longitudes de ondas larga
como fluorescente. Se compone de un haz de luces con
una rayos de longitud de onda del ultravioleta al infrarrojo,
un filtro que establece el haz de excitacién, usualmente
ultravioleta, una muestra fluorescente y un filtro (de ba-
rrera) que elimina los residuos de la luz de excitacién y
permite la Unica emisiéon de la fluorescencia.

Microscopio de contraste de fases: Se emplea para anali-
zar aquellos compuestos de densidad uniforme y transpa-
rente, como las células y las bacterias, donde la reducida
capacidad de absorcidn provoca que la imagen lograda
no muestre diferencias de luz entre sus componentes, lo
que hace practicamente imperceptibles los detalles. Es
necesario realizar la practica de coloracion de muestras.

Microscopio de campo oscuro. Estos microscopios gene-
ran un efecto que consiste en un fondo sombrio donde se
aprecian los objetos con alta intensidad de iluminacién.
La capacidad de resolucion se basa en el contraste que
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hay entre el objeto y el entorno que lo envuelve. Se uti-
liza para observar microorganismos sin tefiir y que estan
suspendidos en liquidos.

»

Microscopio de polarizacion: Se trata de microscopios
con luces polarizadas, fabricados de un microscopio
convencional, al cual se coloca entre el condensador
y la luz un polarizador, y el analisis se realiza entre la
lente y el objeto.

Microscopios de luz reflejada: Se emplean en la mi-
croscopia de minerales metalicos u opacos. Para ello,
es necesario un foco de luz polarizada que incida de
manera perpendicular sobre la superficie finamente
pulida, con un brillo intenso y sin la interferencia de
cubreobjetos. También se requiere un iluminador de
opacos que se ajuste adecuadamente al microscopio.

En relacion a los microscopios electronicos, poseen el
beneficio de lograr una ampliacidén excepcionaly pue-
den proporcionar una resolucién 1000 veces superior
a la del microscopio 6ptico, ya que no utiliza un haz
de fotones, sino de electrones.

Microscopio electronico de barrido MEB: También de-
nominado microscopia electronica de exploracion. Los
electrones impactan la preparacién, que puede ser se-
cada a través de la congelacién o por punto critico, y se
reviste con una capa de metal como el oro o el platino.
Este dispositivo no logra la resolucién que un micros-
copio electrénico de transmision, pero su beneficio
radica en una impresionante impresion tridimensional.

Microscopio electronico de transmision: Para este mi-
croscopio los electrones deben atravesar el material
que va a ser observado. Opera igual que un micros-
copio Optico a diferencia de que la imagen se forma
sobre en una pantalla fluorescente, la cual refleja la
luz cuando impacta los electrones; bajo la pantalla
hay una camara que se encargara de tomar fotografias.
Es util con muestras de un grosor muy delgado. Esta
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microscopia debe estar acompafada de técnicas de
congelacion, tinciones negativas y microtomia.

» Microscopio con focal de barrido laser: Es el mayor
progreso en microscopia, dado que facilita el uso de
la tecnologia laser. Facilita la visualizacién de frag-
mentos minusculos dentro de una muestra fluores-
cente de gran espesor, asi como la digitalizacion y
reconstruccion rapida de imagenes de alta resolucion
tridimensionales.

1.3 El Microscopio

1.31 Introduccion

Casi todos los organismos unicelulares son imperceptibles para
el ojo humano, y para observarlos es esencial el microscopio.
El uso de este dispositivo es indispensable en el laboratorio de
microbiologia para el estudio de la morfologia y estructura de los
microorganismos, asi como su reaccion a diferentes colorantes,
lo cual, junto con otros criterios, permitira su identificacién, por
lo tanto, es importante conocer su manejo adecuado.

Ademas de la ampliacién de la imagen, en microscopia hay que
tener en cuenta dos factores mas: el contraste y la resolucion.
Los objetos deben poseer un cierto grado de contraste con su
medio circundante para poder ser percibidos a través del mi-
croscopio. Por ello, la mayoria de los organismos necesitan ser
previamente teflidos para poder distinguirlos del medio (tincio-
nes simples). Para contrastar o realzar de forma especifica dis-
tintas caracteristicas morfoldgicas o estructurales se emplean
tinciones diferenciales. Estas técnicas tienen un gran interés
en la identificacién y clasificacion de las bacterias. La tincion
diferencial mas utilizada es la tincién de Gram (ver figura 24).
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Figura 24. Tincién de Gram.

1.3.2 Objetivos

Entender las distintas partes y el funcionamiento de
un microscopio.

Identificar los diferentes tipos de microscopios y su
tarea particular.

Manejar el microscopio compuesto de manera meticulosa
y eficaz.

Comprender el mantenimiento, uso y beneficio de un mi-
croscopio en el laboratorio de microbiologia.

1.3.3 Marco tedrico

1.3.3.1 Tipos de microscopio

Microscopio de contraste de fase. Es un microscopio que
permite resaltar diferencias en fase o trayectoria dptica
de muestras por transparencias o reflexién. Un objeto
transparente no se puede apreciar en el microscopio
compuesto debido a que no absorbe la luz y no resultan
alteradas ni la longitud de onda ni la intensidad luminica.
Se emplean unos diafragmas especiales de forma anu-
lar y en los que hay usualmente colorantes o una capa
absorbente de metal, lo cual permite que la longitud de
onda directa sea mayor que la refractada, y esta dismi-
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nuciéon en la longitud de onda hace que el objeto se haga
visible tomando comuUnmente un color gris. Este tipo de
microscopio se utiliza principalmente para el estudio de
células grandes.

Microscopio electrdnico. Tiene un poder de resoluciéon 100
veces superior al microscopio compuesto e igualmente
mayor amplificacion, lo que permite obtener imagenes
muy detalladas de estructuras demasiado pequefas. A di-
ferencia del microscopio convencional en donde la imagen
resulta de la absorcién espectral de la luz que atraviesa
la muestra, el microscopio electrénico da una imagen
producto de la desviacion o emisidén de electrones por
el preparado; ademas, la imagen se proyecta sobre una
pantalla recubierta de material fluorescente o sobre una
placa de fotografia que se puede analizar (ver figura 25).

Figura 25. Infografia Microscopio digital o electrdnico.

Microscopio de fluorescencia. Es una variante del micros-
copio compuesto al que se le agregan unos dispositivos
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que le permiten transmitir a una muestra radiaciones ul-
travioleta, violeta y azul; esta muestra emite fluorescencia,
de suerte que queda con luminosidad propia y coloreada.
El colorante mas empleado es la fluoresceina, y los anti-
cuerpos marcados con este colorante se denominan anti-
cuerpos fluorescentes que se utilizan como materiales de
tincion inmunoespecificos para caracterizar antigenos en
células y tejidos. Este método es util en la identificacion de
bacterias, hongos, virus, protozoos y Rickettsias.

Microscopio de campo oscuro. Se utiliza un condensador
especial para evitar que la luz entre directamente en la
muestra, ya que la evaluacién del campo oscuro requiere
que la luz entre desde la periferia e ilumine oblicuamente
los objetos, haciéndolos parecer brillantes contra un fon-
do negro. Este tipo de microscopio es util para estudiar el
movimiento de espiroquetas en preparaciones liquidas.

Microscopio con sonda de barrido. Permite cartografiar
los objetos a escala atdmica y molecular, estudiar las pro-
piedades magnéticas y mecanicas de la materia e incluso
poner de manifiesto las variaciones de la temperatura con
una resolucién mayor, sin alterar las muestras o exponer-
las a radiaciones.

Microscopio compuesto. Los componentes de un micros-
copio compuesto son del tipo mecanico y éptico. Los pri-
meros se muestran como un prototipo actual, ideal para
investigar y posee de trinocular (binocular para la vision
humana, tercer ocular para microfotografia) con ilumina-
dor incorporado en la base.

El factor limitante de la 6ptica de un microscopio es el poder de
resolucion del objetivo, cuya fabricacion requiere el mayor es-
mero. La resolucion de un microscopio se define como la minima
distancia entre dos puntos que el sistema o6ptico es capaz de
distinguir con claridad. Este depende de la capacidad del lente
frontal del objetivo para recibir la luz, es decir, del mayor angulo
de incidencia posible de la luz que emerge de la preparaciéony
penetra el objetivo.
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Componentes
Estructura mecanica del microscopio

La base del microscopio, disefiada para garantizar estabilidad,
sostiene un brazo articulado del que se extiende un tubo cen-
tral ajustable. Este tubo cuenta con dos sistemas de enfoque:
uno macromeétrico, que permite movimientos amplios mediante
un engranaje de pifion y cremallera, y otro micrométrico, con-
trolado por ruedas estriadas, para ajustes finos. Los modelos
contemporaneos suelen incluir un tubo estandar de 160 mm,
el cual puede extenderse mediante segmentos graduados para
amplificar el aumento. En la parte inferior del tubo se ubica un
revélver intercambiable que alberga las lentes objetivos, mien-
tras que el brazo sostiene una plataforma (platina) equipada
con sujetadores para fijar las muestras. Algunas platina inclu-
yen mecanismos de desplazamiento controlado, y en la base se
encuentra un espejo regulable para dirigir la luz.

Sistemas de ajuste y componentes funcionales

El enfoque grueso se realiza mediante el tornillo macrométrico,
ideal para un posicionamiento inicial rapido, mientras que el
micrométrico ofrece precision en el detalle. Ambos sistemas
estan integrados en el disefio ergonédmico del brazo. La plati-
na, ademas de sostener los portaobjetos, puede incluir marcas
graduadas para mediciones especificas. El revélver de objetivos
facilita el cambio rapido entre lentes de distintas capacidades,
desde aumentos moderados (16 mm de distancia focal) hasta
lentes especializadas, como las de inmersidén en aceite, esen-
ciales en campos como la bacteriologia.

Elementos dpticos y técnicas de visualizacion

La dptica del microscopio integra objetivos, oculares, condensa-
dor y espejo. Los objetivos, montados en el revélver, combinan
lentes para amplificar la imagen. En aplicaciones de alta reso-
lucién, se emplea un objetivo de inmersion (2 mm) junto con
aceite especial, cuyo indice de refraccion similar al del vidrio
minimiza la dispersion luminicay mejora la claridad. EL conden-
sador, ubicado bajo la platina, concentra la luz hacia la mues-
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tra, mientras que el espejo ajustable direcciona la iluminacion
ambiental o artificial. Estas caracteristicas, junto con técnicas
como el uso de aceite, permiten observaciones detalladas en
disciplinas que requieren aumentos elevados y precision éptica.

Se denomina distancia de enfoque a la separacion entre el ob-
jetivo y el portaobjetos. En los microscopios actuales, una vez
que se ha centrado el objeto de bajo aumento, casi se mantiene
enfocado al cambiar (rotar el revélver) por el objeto de alto au-
mento, sin que se requiera mas de una vuelta al tornillo micro-
meétrico para ubicar de manera precisa el objeto.

El poder de resolucion de una lente, o su potencia para perfilar
detalles, depende de lo que se denomina Apertura Numérica (AN).

El sistema de aumento
 Estad compuesto por un par de lentes.

+ Las lentes empleadas en el microscopio se encuentran
distribuidas en dos grupos, uno en cada extremo de un
tubo largo o el propio tubo.

* El primer conjunto de lentes se ubica en la parte inferior
del tubo, justo encima de la muestra que se va a observar
(el objeto), y se denomina objetivo.

* Elsegundo conjunto esta ubicado en la parte superior del
tubo, donde el microscopista observa, y se llama ocular.

Los objetivos

Aumento. Los microscopios poseen distintos aumentos para
observar los objetos, para ello cuenta con distintos objetivos
que muestra su aumento como un numero escrito en la manga
de cada lente:

* 10x objetivo de aumento para 10 veces.
* 40x objetivo de aumento para 40 veces.

* 100x objetivo de aumento para 100 veces.
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Longitud para la operacion del objetivo

Se establece como la separacion existente entre el portaobjetos
y su lente frontal en el momento en que la imagen esta centrada.
Conforme el poder de expansidon del objeto se incrementa, se
reduce la distancia de operacion.

10X longitud entre 5y 6 mm.
40x longitud entre 0,5 y 1,5 mm.
100x longitud entre 0,15y 0,2.

El ocular
Aumento. En el ocular se puede apreciar el poder de aumento

* Un ocular 4X aumenta la imagen que esta en el objetivo por
cuatro veces.

« El ocular 6X muestra un aumento de 6 veces.

e El ocular 10X muestra un aumento de 10 veces.

1.3.4 El sistema de iluminacion

Componente reflectante. Este elemento dirige los haces lu-
minosos de la fuente hacia la muestra analizada. Presenta dos
caras funcionales: una superficie lisa para reflejos directos y
otra con curvatura céncava, que concentra la luz de manera
mas intensa, optimizando la iluminacién segun las necesidades
del observador.

Sistema de enfoque luminico. Ubicado entre la platinay el es-
pejo, este mecanismo concentra los rayos de luz en un punto
focal sobre la muestra. Su altura es ajustable: al elevarlo se
maximiza la intensidad luminica, mientras que al descenderlo se
reduce. Un correcto centrado y calibracién de este componente
son esenciales para garantizar una distribucion uniforme de la
luz durante la observacion.

Regulador de intensidad. Integrado dentro del condensador, este
dispositivo modifica el angulo de incidencia de la luz y regula su
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flujo. Al expandir su abertura, se amplia el angulo de iluminacién
y aumenta la apertura numérica, lo que mejora la resolucién y
permite visualizar estructuras microscépicas mas detalladas.
Por el contrario, al cerrarlo, se limita la entrada de luz, util para
reducir el deslumbramiento en muestras brillantes.

Filtro. Para determinados microscopios los colores se ajustan
con filtros (principalmente azules) debajo del condensador.

Sistema de ajuste. Esta comprendido por:

La cremallera de progreso acelerado. Se utiliza pri-
mero el tornillo de mayor tamafo para alcanzar la
aproximacion del enfoque.

El rodillo micrométrico de progreso gradual. Este pro-
voca que el objetivo se mueva mas despacio. Se utiliza
para obtener una perspectiva ideal del objeto.

La herramienta de regulacion del condensador. Se
emplea para incrementar o disminuir la iluminacién.

Herramientas para posicionar el condensador. Es
posible que existan tres tornillos situados junto del
condensador: el primero en el frente, el otro en el lado
izquierdo y otro en el lado derecho. Se emplean para
ubicar de manera precisa el condensador para rela-
cionarlo con el objetivo.

Reglas para el uso del microscopio

a. Mantenga limpios el espejo y las lentes del microscopio:

* Elimine el polvo por medio de un pincel delicado
y una soflete de aire.
* Frote el lente con un papel por una sola vez.

b. Coloque y ajuste el enfoque de la muestra en la platina uti-
lizando el aumento mas bajo; posteriormente, cambie a au-
mentos superiores. Evite emplear el objetivo de inmersion a
menos que la muestra esté montada en portaobjetos con cu-
breobjetos delgados o fijada directamente sin cubreobjetos.
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c. Antes de retirar la preparacién o guardar el microscopio,
asegurese de regresar el objetivo de menor aumento a su
posicion inicial de observacién.

d. Tras usar el objetivo de inmersién, limpie su lente frontal
con papel éptico: primero retire el exceso de aceite con
una hoja seca, luego use otra ligeramente humedecida
en xilol o bencina, y finalmente séquela con una tercera
hoja. Evite aplicar grandes cantidades de solvente, ya que
podrian afectar los adhesivos de las lentes. Nunca utilice
alcohol, pues deteriora los acabados lacados del equipo.

e. Cuando no esté en uso, mantenga el microscopio cubierto
con su funda o guardado en su estuche.

f. En ambientes con alta humedad, almacene el microscopio
bajo una campana de vidrio que contenga un agente se-
cante (como carbonato de calcio) o un foco que mantenga
una temperatura 5-10°C superior. Un deshumidificador
ambiental o el aire acondicionado también protegen el
equipo al reducir la humedad en el laboratorio.

1.4 Medidas Microscopicas

1.41 Introduccion

Una vez que los agentes causantes de cualquier enfermedad
se han identificado, es importante medir su tamafio con el fin
de hacer comparaciones con las mediciones halladas en la li-
teratura especializada. Por ejemplo, al género Fusarium se le
conocen 39 especies, dentro de las cuales estan E. oxysporum
y F. verticillioides, las cuales atacan el cultivo del clavel, y entre
otras caracteristicas, difieren en el tamarfio de las microconidias,
pues las de F. oxysporum miden entre 23-54 x 3-4,5 ym. y las
de F. verticillioides entre 31-58 x 2,7-3-6 ym, medidas que sélo
pueden ser determinadas a través del uso del micrdémetro.
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1.4.2 Objetivo

* Medir el tamafio de microorganismos a través del empleo
del micrdmetro.

1.4.3 Marco teorico

En microscopia, la unidad de medida utilizada es la micra (u),
equivalente a 0,001 mm. Para determinar el tamafio de los objetos
visualizados a través del microscopio, se emplea un micrémetro
ocular. Este dispositivo consiste en una lamina de cristal con una
escala grabada, la cual se coloca dentro del diafragma del ocular.
Su ubicacion permite que la escala permanezca enfocada, ya que
se encuentra en el plano de la imagen real intermedia.

Dado que los aumentos varian entre distintos microscopios,
las escalas de los micrometros oculares no corresponden a
medidas estandar, sino a unidades relativas. Para establecer la
distancia lineal que representa cada unidad, es decir, el valor
micrométrico, es necesario realizar una calibracién especifica
para cada aumento del microscopio. Este proceso se lleva a
cabo utilizando un micrometro objetivo, un dispositivo similar a
un portaobjetos que contiene una escala grabada con medidas
exactas y convencionales. Por lo general, se emplea un micro-
metro objetivo cuya escala consta de 100 o 200 divisiones de
0,01 mm (10 ).

La distancia entre las lineas de un micrémetro ocular varia con
el objetivo que se emplee. Para determinar la distancia exacta
entre estas graduaciones oculares es necesario calibrar el mi-
crometro ocular con la escala del micrémetro objetivo, teniendo
lineas grabadas sobre ella, las cuales se encuentran exactamen-
te a una distancia de 0,01 mm & 10 p.

1.4.4 Materiales y equipos
* Microscopio compuesto.

«  Micrémetro ocular.
*  Micrédmetro objetivo.
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1.4.5 Procedimiento

Para calibrar el micrdémetro ocular para un objetivo dado, es ne-
cesario sobreponer las dos escalas y determinar cuantas de las
graduaciones del ocular coinciden con una graduacioén de la es-
cala del micrémetro objetivo. Las escalas aparecen cuando estan
apropiadamente alineadas en el microscopio. En este caso, siete
divisiones del ocular coinciden con una division del micrdémetro
objetivo de 0,01 mm para dar un valor de 0,01/7 6 0,00143 mm.
Debido a que hay 1000 p en 1 mm, estas divisiones estan 1,43 p
aparte. Con esta informacién conocida, el micrémetro objetivo
es reemplazado con una lamina portaobjetos que contiene un
microorganismo para ser medido.

Una vez obtenida esta informacion, se calcula la formula o co-
eficiente micrométrico. Por ejemplo, si 20 divisiones del micro-
metro ocular abarcan tres unidades del micrémetro objetivo,
entonces cada division del ocular equivaldra a

3 x 0.01

3x0.01 mm / 20, lo que da como resultado 0.0015 mm o 1.5 p.
Esto significa que, para la combinacion 6ptica utilizada, cada 20
divisiones del micrometro ocular corresponden a 1.5 y. De este
modo, el valor micrométrico (VM) en micras (u) se determina de
la siguiente manera:

VM = Medida del micrdémetro objetivo en micras Unidades del
micrémetro ocular.

Es necesario repetir el calculo para cada objetivo, empleando
aceite para el objetivo de inmersién. Finalmente, para cada
microscopio se debe preparar una etiqueta con la informacién
obtenida, la cual se pegara al microscopio (Tabla 1). Ejemplo con
un ocular de 10X:
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Tabla 1. Objetivo y valor micrométrico.

Objetivo Valor micrométrico (p)
4X 24.7
10X 9.9
40X 2.5
45X 2.2
100X 1.0

Medicion. Para determinar el tamafio de un objeto en el campo
del microscopio, es fundamental alinear uno de sus extremos
con una division mayor de la escala del micrémetro ocular.
Luego, se debe contar la cantidad de unidades que abarcay
multiplicarlas por el valor micrométrico (VM) correspondiente al
objetivo utilizado. El resultado obtenido representa la longitud
de la estructura en micras (u).

Calibracion del micrometro ocular. A) Vista mostrando la ali-
neacion del micrémetro del objetivo y del ocular. B) Vista mos-
trando apariencia de las graduaciones del micrémetro ocular. C)
Apariencia de las graduaciones del micrémetro del objetivo. D)
Medida de un microorganismo.

Observaciones y resultados
* Calibre los objetivos del microscopio empleando el ocular 10X.

+ Compare en micras los tamafos promedio de los microorga-
nismos (hongos, protozoos, virus, bacterias, algas y glébulos
rojos humanos).

* Mida el tamafio en micras (u) de un espécimen dado.

e Consulte a qué equivale una micra.

76



Capitulo 1. Normas de trabajo de laboratorio

1.5 Esterilizacion

1.5.1 Introduccion

Los microorganismos como otros seres vivos son susceptibles a
los cambios de las condiciones ambientales, y en la medida en
que se han podido adaptar a estos cambios, se han distribuido
en una gran diversidad de habitats incluyendo los de condiciones
extremas sobre todo de tipo fisico y quimico (Jones et al., 2023).

Se han creado y utilizado diferentes procesos de desinfeccion
y esterilizacion para reducir o eliminar la presencia de microor-
ganismos. La esterilizacion es un método que elimina comple-
tamente todo tipo de microorganismos, garantizando la total
ausencia de cualquier forma viviente, mientras que la desinfec-
cion es un proceso que solo elimina las formas vegetativas de
los microorganismos.

1.5.2 Objetivos

« Conocer las diversas formas de esterilizacion.

* Llevar a cabo la tarea de encapsular y acondicionar los ma-
teriales para su posterior esterilizacion.

+ Conocer el manejo de la estufa, autoclave y mechero Bunsen.
1.5.3 Marco tedrico

1.5.3.1 Formas de esterilizacion
1.5.3.1.1 Esterilizacion por calor
 Calor seco

Horno o estufa. El calor seco de la estufa eléctrica u
horno (el horno de una cocina a gas es adecuado), es util
para la esterilizacion de la cristaleria y se usa comun-
mente para esterilizar las cajas de Petri. Si se esterilizan
frascos u otros recipientes abiertos que deben taponarse

7



Procedimientos de laboratorio de Microbiologia Zootécnica

con algoddn o cubrirse con algun otro material, debe te-
nerse cuidado de que la temperatura no pase de 180 °C
para evitar que el algodon se queme. Las temperaturas
de 160 a 180 °C por 90 a 120 minutos son eficaces si se
deja espacio suficiente para que circule el aire caliente
alrededor de todos los materiales (Ver figura 26).

Figura 26. Estufa de secado.

Llama directa. En siembras o cultivos, en preparacién de
extensiones para colorear, se utiliza el método de la llama
directa. Poner correctamente las asas, agujas de histo-
logia, pinzas y el resto de material que se va a esterilizar,
es fundamental para el éxito de una buena esterilizacion.
Ademas, los extremos de los elementos metalicos de los
instrumentos deben esterilizarse en la parte superior de
la llama y hasta que adquieran un color rojo intenso, signo
de una buena esterilizacion.

« Calor huimedo

Ebullicion. Es un método corriente en bacteriologia, pero
no presenta un grado de eficiencia tal como la esterili-
zacién en la autoclave, a la llama directa o a la tyndali-
zacioén, especialmente porque con las temperaturas de

78



Capitulo 1. Normas de trabajo de laboratorio

ebullicion no se logra la destruccion de gérmenes esporu-
lados. EL método de ebullicién se usa regularmente en
hospitales, centros de salud y clinicas veterinarias para
esterilizar agujas hipodérmicas, jeringas y otros elemen-
tos; sin embargo, este material se debe esterilizar en el
horno o en la autoclave.

Vapor a presion. La esterilizacion por autoclave es el
meétodo de eleccion para lograr la desinfeccion de ele-
mentos y sustancias que facilmente se deterioran por la
utilizacion del calor seco, tales como material de caucho,
medios de cultivo en general y otros.

Las libras de presién utilizadas, asi como el tiempo de
exposicion, depende fundamentalmente de los medios y
materiales que se van a esterilizar. En general se esteri-
lizan los medios de cultivo a 15 libras de presién por 15
minutos y a una temperatura de 121°C. Para cultivos con
bacterias esporuladas se esterilizan a 15 libras de presién
por un tiempo de 30 a 60 minutos y a una temperatura
de 121°C.

La esterilizacion por autoclave es el método de eleccidn,
pues permite la destruccién de gérmenes resistentes al
calor, tanto en forma vegetativa como esporulante. La
esterilizaciéon por la autoclave se basa en la produccion
de calor humedo, principal factor de esterilizaciéon por
elevacion de temperatura, y el vapor es originado por el
agua depositada en el recipiente (olla a presion, en mu-
chos casos) de material herméticamente cerrado.

A continuacién, se describen, ademas de los tipos mas co-
munes de esterilizacion, el principio de su funcionamiento.

Autoclave portatil vertical

Consta de un recipiente de aluminio similar a una olla de
presion de aproximadamente 35 cm de didmetroy 30 cm
de altura. La tapa es separaday se adhiere por medio de
armellas al borde superior del recipiente, y esta provista
de un mandmetro y una valvula de seguridad (Ver figura
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27). El agua destilada se pone en el fondo hasta un nivel
inferior del soporte de la base, sobre el que se coloca una
olla en el interior, dentro de la cual se insertan las vasijas
que se van a esterilizar. Segun el tipo y el volumen de los
frascos que se utilicen, se pueden esterilizar unos 3 0 4
litros de medio.

Figura 27. Autoclave vertical, permite la
destruccion de microorganismos.

Autoclave horizontal

Las autoclaves horizontales grandes constan de un ci-
lindro horizontal de pared simple o doble, con una com-
puerta de cierre hermético que tolera presiones de vapor
de agua de por lo menos 30 lb/pulg2. Su efectividad se
basa en el hecho de que, a mayor presién, mayor es la
temperatura de ebullicion del agua.

Tiene una caldera propia o conexion a vapor de agua de
una central. Cuando la presién aumenta a dos atmdsferas
(15 lbs) la temperatura llega a2 121.6 °C; no hay microorga-
nismo que tolere esta temperatura por 15 min. El tiempo
es el factor clave que permite que el calor penetre y sea
absorbido. Este método es ideal para esterilizar medios
en frascos, pero si el volumen excede un litro, sera nece-
sario aumentar el tiempo de operacion. Debe observarse
que la temperatura, llegue a 121°C, lo cual no sucede con
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presion de 15 lb si la evacuacién del aire inicialmente en-
cerrado es inadecuada.

Si se esterilizan placas en autoclave, es conveniente en-
volverlas de tres en tres, en papel periddico, para que no
se contaminen después y facilitar su manipulacion. Tanto
en este caso, como cuando se trata de pipetas dentro de
cilindros, se debera esterilizar por unos 40 min. Los me-
dios en botellones no deben ocupar mas de tres cuartas
partes, para permitir una ligera ebullicion sin derramarse.
Las tapas de rosca de botellones medicinales deben ir
ligeramente sueltas. Si se usan frascos Erlenmeyer se
deben taponar con algodon, para permitir la entrada del
vapor. Se sugiere cubrir el algoddn con una pequefia bolsa
de papel invertida para evitar que se humedezca en ex-
ceso. Los medios preparados en tubos de ensayo deben
colocarse en canastillas de malla metalica, asegurandose
de que los tubos estén ligeramente separados para per-
mitir que el calor se distribuya de manera uniforme.

1.5.3.1.2 Esterilizacion por filtracion

En el Instituto Louis Pasteur se desarrollaron métodos
de esterilizacién por filtracion; sin embargo, Dimitry
Iwanowsky en 1892 demostrd que estos filtros no eran
adecuados para algunos agentes causales de enferme-
dades, que se llegaron a llamar virus (virus del Mosaico
del tabaco). La filtracion se utiliza especialmente cuando
se desea preservar intactas las proteinas que tiene la
propiedad de desnaturalizarse (labiles a temperaturas de
esterilizacién). Los filtros mas usados son de porcelana
(Chamberland), tierra diatomacea (Berkefeld o Mandler),
vidrio desmenuzado, asbestos (Seitz), membranas de
celulosay colodidon. Como auxiliar para el proceso de fil-
tracion se utiliza vacio o presion.

1.5.3.1.3 Esterilizacion ultravioleta

Los rayos de luz ultravioleta son letales para los organis-
mos, por lo que se pueden utilizar lamparas ultravioletas
(UV) para esterilizar medios; pero como estos rayos tie-
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nen poca penetracion a través de vidrio o de un espesor
grande de medio, solo son Utiles para trabajos especiales.
Se pueden utilizar, por ejemplo, para esterilizar bolsas de
plastico pequefas que se van a emplear para el envio de
cultivos o para esterilizar medios de poco grosor prepa-
rados en bolsas de plastico selladas. Se debe instalar la
ldAmpara ultravioleta (UV) dentro de una caja para que los
rayos no causen dafio al operador, de manera que quede
a unos 10 cm del material que se desea esterilizar (ver
figura 28).

Figura 28. Luz ultravioleta en la cadmara de flujo laminar.

Tyndalizacion

Este método de esterilizacion, también llamado método
de esterilizacién fraccionada, debe su nombre a Tyndall,
quien la ided a fines del siglo XIX con el fin de lograr la
esterilizacion de gérmenes resistentes al calor, especial-
mente los esporulados.

ELl método consiste en un calentamiento repetido du-
rante 2 o 3 dias a temperatura de 80 °C y por tiempos
de 30 minutos. De esta manera, se logra la destruccién
de las formas vegetativas bacterianas, al tiempo que se
logra la germinacion de los gérmenes esporulados. Estos
seran destruidos luego a través de los calentamientos
sucesivos. La tyndalizacion es el método de esteriliza-
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cion indicado para los medios de cultivo que incorporen
sustancias bioldgicas facilmente alterables por el calor
como lo son el suero, el huevo, los aminoacidos, entre
otros (Daza-Pérez & Martinez-Benavides, 2015).

Pasteurizacion

El término proviene de Pasteur, quien fue pionero en la
aplicacién de este procedimiento. Este método implica
calentar rapidamente un liquido y luego enfriarlo de ma-
nera abrupta. En la pasteurizacion tradicional, el liquido
se mantiene a 63°C durante 30 minutos, lo que permite
eliminar las formas vegetativas, excepto aquellas resis-
tentes al calor. También existe una variante conocida
como pasteurizacion rapida o de alta temperatura, en la
cual una fina capa de leche se expone a 71°C en placas o
tubos, requiriendo solo 15 segundos de tratamiento.

Recomendaciones para la esterilizacion

Los métodos de esterilizacion se utilizaran de acuerdo al
material que se ha de esterilizar. Asi, por ejemplo, cultivos
que contengan material contaminado con Mycobacterium
tuberculosis, gérmenes esporulados como Bacillus sp. y
Clostridium sp., entre otros, deberan ser esterilizados
Unicamente en la autoclave por un periodo minimo de
una hora.

Cuando se trata de cristaleria nueva, que puede estar
contaminada con gérmenes esporulados, deben hervirse
utilizando detergentes; el enjuague debera hacerse con
agua abundante y luego dejar los recipientes en agua des-
tilada, antes de esterilizarlos en el horno caliente.

Si en la cristaleria se han cultivado gérmenes infecciosos,
este material se dejara en solucidon desinfectante, como
el cresol al 3%. De esta manera, a la vez que se destruyen
los microorganismos presentes en el material usado, se
evita la contaminacién tanto del personal de laboratorio
como del medio ambiente: aire y superficies (Rutala et
al., 2023).

83



Procedimientos de laboratorio de Microbiologia Zootécnica

Por ningun motivo se deben dejar materiales contamina-
dos expuestos al medio ambiente. EL material sometido
a desinfeccién se lava con detergente y se esteriliza en
horno caliente.

1.5.4 Materiales y equipos

Tubos de cultivo de 16 x 150 mm con tapdn.
Pipetas de 1, 2 y 10 mL.

Pipeta Pasteur.

Caja de Petri (vidrio).
Erlenmeyers de 250 mL.
Agitador con calentamiento.
Mechero (Fisher).

Autoclave.

Incubadora.

Gasa, algodon e hisopo estéril.
Papel Kraft.

1.5.5 Procedimiento

Introduzca el material a esterilizar dentro de la autoclave.

Ajuste el temporizador para un periodo de 15 minutos. El
proceso de esterilizacion comenzara automaticamente cuan-
do la presion alcance las 15 libras y la temperatura llegue a
121°C. Una vez finalizado el ciclo, el equipo se apagara y la
valvula de escape se abrira de manera automatica.

No abra la camara hasta que la presiéon interna haya descendi-
do completamente a cero. Al abrirla, permita que el vapor es-
cape durante unos segundos antes de retirarla por completo.

Extraiga los materiales esterilizados. Si se trata de liquidos,
transfiéralos directamente a la cAmara de aislamiento.

Vacie el agua residual de la camara, realice un lavado super-
ficial y limpiela adecuadamente.

Asegurese de secar completamente el interior de la autoclave.
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7. Mantenga la puerta de la camara abierta durante la noche
para facilitar la ventilacién.

8. Unavez que el material se haya enfriado, etiquete un tubo de
ensayo que contenga caldo nutritivo esterilizado y coléquelo
en la incubadora pasado por el proceso de esterilizacién.

Observaciones y resultados

1. Describa todo el procedimiento de la esterilizacién de
material en autoclave.

2. Después de 48 horas observe los resultados.

Flujograma

ESTERILIZACION

4

Material a esterilizar dentro de la autoclave

&

Ajuste el temporizador para un periodo de 15 minutos

&

Presion alcance las 15 libras y la temperatura llegue a 121°C

&

Extraiga los materiales esterilizados

&

Depositar en un recipiente adecua-
do para su posterior eliminacion

4

Vacie el agua residual de la camara
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1.6 Efectos Letales de la Luz Ultravioleta

1.6.1 Introduccion

Excepto para los microorganismos fotosintéticos, la mayoria de
las bacterias son dafladas por la radiacion ultravioleta. Aquellas
que contienen pigmentos fotosintéticos requieren exposicion a
la luz solar con el fin de sintetizar sustancias requeridas por su
metabolismo. Aunque la luz solar contiene el espectro completo
de longitudes de ondas desde cortas a largas, solo las longitu-
des de onda corta de luz ultravioleta invisible son perjudiciales
a los microbios no fotosintéticos, pues la luz ultravioleta causa
mutaciones en el material genético del microorganismo (Wai et
al., 2024).

Las longitudes de onda de luz pueden ser expresadas en milimi-
crones (mp) o unidades Angstrom (A). La unidad Angstrom es igual
a 108 cm. En términos de milimicrones, 10 A equivalen a 1 milimi-
cron; por lo tanto, una longitud de onda de 4.5000 x 10°8 cm seria
expresada como 4.500 A, 450 mp o 0,45 p.

Por definicidn, la luz ultravioleta incluye aquellas radiaciones
electromagnéticas que caen dentro de la banda de longitud de
onda que oscila entre 4.000 y 40 A (ver figura 29). Ella une la
brecha que hay entre los rayos X y las longitudes de ondas mas
cortas visibles al ojo humano. El rango visible esta aproxima-
damente entre 4.000 y 7.800 A. Actualmente, el rango practico
de ultravioleta oscila entre 2.000 y 4.000 A. El rango "extremo"
(2.000 - 40 A) incluye radiaciones que son absorbidas por el
aire y, consecuentemente, funciona solamente en un vacio. Esta
region también se refiere como "vacio ultravioleta".
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Figura 29. Luz ultravioleta.

Los efectos germicidas de los rayos ultravioletas son limitados
solamente a regiones especificas del espectro ultravioleta. La
longitud de onda més efectiva es 2.650 A. LAmparas de vapor
de mercurio de presion baja, que tienen un alto rendimiento (20
%) de 2.537 A, son muy efectivas como lamparas bactericidas.
Para esta seccion se toma como referencia informaciéon de los
autores Amézquita-Tovar y Carvajal-Ahumada (2022).

1.6.2 Objetivo

« Demostrar el efecto letal de la luz ultravioleta en el desarrollo
de los microorganismos.

1.6.3 Materiales

» Colonias de bacterias formadoras de esporas (Bacillus sp.).

» Colonias de bacterias no formadora de esporas (Staphylo-
coccus sp.).

» Cajas de Petri.
» Agar nutritivo (AN).
» Lampara ultravioleta.

» Reloj timer.

87



Procedimientos de laboratorio de Microbiologia Zootécnica

1.6.4 Procedimiento

1.

Los microorganismos se sembraran por estria en agar nutri-
tivo o en medios selectivos, segun la bacterias que se vaya a
evaluar y seran expuestos a radiacion ultravioleta por varios
periodos de tiempo para determinar la cantidad minima de
exposicion requerida para efectuar un 100 % de muerte.

Los tiempos de exposicion seran asi:
» Bacteria formadora de esporas: 1, 2, 4, 8,15, 30 y 60 min.

*+ Bacteria no formadora de esporas: 10, 20, 40 y 80
segundos; 2:30,5 y 10 minutos.

Mediante un asa, estrie completamente la superficie de los
medios en las cajas (Una caja por bacteria).

Coloque las cajas bajo la ldmpara de luz ultravioleta, pero
sin las tapas.

Cubra la mitad de cada caja con un trozo de madera rectangular.

Exponga las cajas durante los tiempos correctos de tiempo,
y unavez expuestas, retorne las tapas e incubelas invertidas
a 37 °C durante 48 horas.

1.6.5 Observaciones y resultados

1.

2.

¢Qué tiempo es requerido para la destruccién de la bacteria
que no forma esporas como Staphylococcus sp.?

Exprese cuantitativamente cual es mas resistente, si Bacillus
sp. o Staphylococcus sp. Por ejemplo, ¢cudntas veces es mas
resistente?

¢Por qué es deseable remover las tapas de las cajas de Petri
cuando se van a exponer a la luz ultravioleta?

¢De qué manera la luz ultravioleta destruye los microorganismos?
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CONCLUSION CAPITULO 1.

NORMAS DE TRABAJO DE LABORATORIO

Es importante considerar que un laboratorio de Microbiologia
Zootécnica se tienen muchos riesgos desde los biolégicos, qui-
micos, fisicos, eléctricos y quemaduras, y por lo tanto, deben
considerarse para disminuir todo tipo de accidentes. En este
sentido, particularmente, los microorganismos pueden ser
patéogenos para humanos, animales, plantas y otras formas de
vida, trae consigo ciertos riesgos que varian segun el agente
infeccioso y los procedimientos utilizados.
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2.1 Control Microbiano

2141 Introduccion

Antes de que los seres humanos conocieran la relacién micro-
bio-enfermedad, el concepto de higiene era muy pobre, y se
limitaban a evitar el contacto con los humores del cuerpo en-
fermo, pero en asuntos de alimentos y agua, desconocian por
completo las normas higiénicas o de potabilizacion del agua. Los
trabajos de Louis Pasteur y Robert Koch sientan las bases de
la asepsiay control de los microorganismos para evitar el dafio
de los alimentos y bebidas (pasteurizacion) o evitar el contagio
de enfermedades infecciosas. Durante las primeras décadas
del siglo XX se desarrollaron técnicas (fisicas y quimicas) para
controlar a los microorganismos (Cerra et al., 2013).

Actualmente nadie niega las bondades de la asepsia, la desin-
feccion, la esterilidad y de las practicas de saneamiento am-
biental, porque estas acciones han mejorado sustancialmente
la calidad de vida de las personas. Ahora los medios de comuni-
cacion masivo venden la idea del mundo “limpio” y de comprar
productos para lograrlo, por lo tanto, es importante tener un
conocimiento adecuado del control de los microorganismos y
no pecar de consumistas, queriendo la esterilidad donde no es
necesariay creando cepas de microorganismos resistentes a los
controles, situacién bastante preocupante para las generaciones
venideras (Cerra et al., 2013).

2.1.2 Objetivos

* Evaluar la resistencia de los microorganismos a controlado-
res quimicos (Minima Concentraciéon Inhibitoria -MCI-).

e Evaluar la accion de luz ultravioleta (LUV) como control
de microorganismos.

* Observar la accién de sustancias vegetales sobre
los microorganismos.

* Valorar el efecto del choque térmico en un microorganismo.
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2.1.3 Marco teorico

El control microbiano se lleva a cabo basicamente por tres for-
mas: control fisico, control quimico y control in vivo o quimiote-
rapéuticos. El primero esta basado especialmente en el calory
las radiaciones, asi como en la presion y los filtros; en el control
quimico se encuentran los desinfectantes y los antisépticos; fi-
nalmente, entre los controles in vivo estan los antibioticos y los
analogos de crecimiento, que actuan sobre bacterias, mientras
que los quimioterapéuticos actuan contra los virus y los inhibi-
dores del ergosterol para los hongos (Cerra et al., 2013).

2.1.4 Materiales y equipos.

» Alcohol.
» Creolina.
» Limon.

» Sustancias vegetales microbicidas.
» Tubos de ensayo.

» Cajas de Petri.

» Lampara Luz Ultravioleta (LUV).

» Pipetas.

» Agar nutritivo.

» Solucidn salina estéril.

» Cepas.

21.5 Procedimiento.

* Evaluacion del control por calor. En un tubo estéril sembrar
una asada de una colonia de Escherichia coliy en otro tubo
una colonia de Bacillus subtilis; diluir en 1 mL de solucion
salina estéril o agua peptonada y agitar en vortex; sumergir
los tubos al bafio Maria cuando el agua esté hirviendo; tomar
una muestra con el asa, y sembrar por extensién en agar
nutritivo o en agar Plate Count (PCA); repetir las siembras
cada tres minutos hasta el minuto 12, e incubar a 37°C/24hy
contar las colonias de cada caja (Santori et al., 2024).

Elaborar una grafica de tiempo versus numero de microorganismos.
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Evaluacion del control por agentes quimicos (MIC). Preparar
seis tubos con 9 mL de caldo nutritivo, sembrar en cada
tubo una colonia del microorganismo que se va a controlar
(Staphylococus aureus o Escherichia coli, por ejemplo). Al
primer tubo afiadir 1 ml de creolina, agitar bien y transferir 1
mL al segundo tubo y agitar bien, transferir 1 ml al siguiente
tubo y asi sucesivamente hasta el ultimo. Incubar los tu-
bos a 37 °C por 24 horas, observar los tubos que presenten
turbidez, escoger la Minima Concentracion Inhibitoria (MIC)
gue corresponde a la ultima dilucion o la dilucion de menor
turbidez que presentd el minimo crecimiento microbiano (es
recomendable verificar este crecimiento por lectura de den-
sidad optica de acuerdo a la longitud de onda previamente
establecida). Se puede variar el microorganismo y la sustan-
cia que se va a evaluar, asi como la dilucién del controlador
quimico (Daza-Pérez & Martinez-Benavides, 2015).

Control por luz ultravioleta (LUV)

» Toda la experiencia se debe realizar en la mayor os-
curidad posible e incubar en ausencia de luz. Utilizar
guantes y gafas de seguridad para luz ultravioleta (LUV).

» Tomar una colonia de Escherichia coli, sembrarla en 5 ml
de caldo Infusion-Cerebro-Corazon (BHI) con agitacion
constante en vortex, incubar a 37 °C durante 15 horas.

» Tomar 0.1 ml del cultivo y diluir en 9,9 ml de agua
destilada estéril, transferir 100 yL a 9,9 ml de agua
destilada estéril.

» Sembrar por extension y con la ayuda de un rastrillo en
cuatro cajas con 0,1 ml cada una con la ultima dilucion.

» La caja1se usacomo control.

» Ubicar las cajas 2, 3y 4 debajo de lampara de luz
ultravioleta (LUV) (a 30 cm de distancia aproximada-
mente), destaparlas y dejarlas irradiar por la lampara.

» Alos tres minutos de irradiacion, sacar la caja 2 y lle-
varla a la incubadora.

93



Procedimientos de laboratorio de Microbiologia Zootécnica

»

»

»

A los ocho minutos de irradiacién retirar la caja 3
e incubar.

A los 12 minutos retirar la caja 4 e incubar.
Contar las colonias en las cajas 1, 2, 3,y 4.

Calcular el porcentaje de sobrevivencia dividiendo el
numero de colonias (NC) en cada caja irradiada sobre
el NC en la caja control.

Se puede repetir esta misma practica con la diferencia
de exponer las cajas irradiadas a 10 minutos a la luz
blanca, luego incubarlas en la oscuridad. Este pro-
cedimiento puede ocasionar fotorreparacion del ADN
y repara algunas mutaciones producidas por el ADN.
Comparar las cajas sin y con exposicion a la luz.

Control por pozos. Tomar una colonia de Staphylococcus
aureus y diluirla en 10 ml de agua destilada Estéril (ADE) con
agitacion constante en vortex, tomar de ahi 1 ml, trasladarlo
a una caja de Petri vacia y estéril (ver figura 30). Posterior-
mente, verter el Agar Plate Count (PCA) fundido, esperar que
se solidifique, construir tres pozos en el agar, en cada uno
de ellos agregar 100 pL de tres soluciones de antibidtico o
de un control vegetal. Observar el crecimiento de la bacteria
alrededor del pozo (Daza-Pérez & Martinez-Benavides, 2015).

Figura 30. Control por pozos.

Control por sensidiscos. Tomar una colonia de Staphylococ-
cus aureus y diluirla en 10 mL de Agua Destilada Estéril (ADE),
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tomar de ahi | mL por cada tubo y diluirlo en cada tubo de
AgarPlate Count (PCA) fundido a 45°C, que contiene 10 mL de
PCA, verter el agar en una caja de Petri y esperara que solidi-
fique. Preparar tres extractos etanélicos de plantas (manza-
nilla, orégano y cedrén) que segun la literatura o la tradicién
popular tengan control sobre infecciones de heridas. Recor-
tar trozos de carton duplex circulares de 5 mm de diametro,
sumergirlos discos en cada extracto etandlico, impregnar,
ademas, otros con el alcohol que se usé como diluyente (ver
figura 31). Con la ayuda de una pinza estéril poner los sensi-
discos (tres de los extractos y uno de alcohol) en la caja de
Petri de forma que queden equidistantes, repetir el proceso
en otras dos cajas (Daza-Pérez & Martinez-Benavides, 2015).

Figura 31. Control por sensidisco.

2.2 Presencia de Microorganismos
en La Naturaleza.

2.21 Introduccion

La actividad de los microorganismos se evidencia en diferentes
entornos y materiales donde se llevan a cabo varias funciones,
ya sean estas beneficiosas o dafiinas. Los microorganismos son
componentes esenciales de la biosfera ya que estan presentes
en todos los lugares donde haya vida, pudiéndose desarrollarse
en condiciones ideales y extremas (Dion, 2023).
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De acuerdo con Jurado et al. (2021), La unicidad de los microor-
ganismos se fundamenta en tres rasgos fundamentales:

* Su pequeiio tamafio les otorga una gran capacidad de dispersién.

* Su variabilidad y adaptabilidad metabdlica les permite
resistir y ajustarse rapidamente a condiciones ambientales
desfavorables.

* Su plasticidad genética (o gran capacidad para transferir
genes horizontalmente) les facilita recombinar y acumular
caracteristicas favorables, permitiéndoles perdurary adap-
tarse durante largos periodos a las cambiantes condiciones
del entorno.

A pesar de la continua relacion "rechazo" (enfermedad, de-
gradacion), "dependencia" (empleo de bacterias para producir
enzimas, cerveza, antibioticos, quesos, entre otros), entre las
personas y los microorganismos, este conjunto de seres "invisi-
bles" simbolizan un extenso campo de conocimiento y diversi-
dad bioldgica inexplorado. Sin el conocimiento de los microor-
ganismos la biologia seria mucho mas limitada, no se sabria de
la vida en condiciones extremas de temperatura, salinidad o pH
(Caro-Astorga et al., 2024).

2.2.2 Objetivos

* Examinar la presencia de bacterias en el entorno.

* Confirmar en microbiologia el principio de la ubicuidad.
2.2.3 Materiales y equipos

» Cajas de Petri con agar nutritivo y agar Saboraud.
* Mecheros.
* Asas de platino.

+ Cinta vinipel.
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2.2.4 Procedimiento

a. Bacterias que estan supendidas en el aire.

Seleccione dos cajas de Petri: una que contenga agar
nutritivo y otra con agar Sabouraud. Abralas y colé-
quelas en un area determinada dentro del laboratorio
de Microbiologia.

Deje las cajas expuestas durante 30 minutos. Luego,
cubralas, séllelas con cinta vinipel y etiquételas
correctamente.

Incube las muestras a 37°C por un periodo de 24 horas.

Después de este periodo, observe el desarrollo de
microorganismos en las cajas de Petri.

Analice, compare y describa las colonias observadas
con ayuda de la figura (ver figura 32).

Figura 32. Cultivo ambiental.

2.2.5 Observaciones y resultados

1. Mencione acciones buenas o perjudiciales de los microorga-
nismos hacia los humanos.

2. ;A qué se refiere cuando se menciona el término aislamiento?

3. Que significa colonia (ver figura 33).
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Figura 33. Formas de agrupacion de las
colonias en el medio de cultivo.

Fuente: Vallaneti et al. (2012)

2.3 Preparacion de Medios de Cultivo
y Métodos de Siembra de Microorganismos

2.31 Introduccion

Algunos microbios poseen una gran habilidad para ajustarse a
diversos sustratos. Se clasifican sus necesidades nutricionales
en exigentes y no exigentes. Se ha logrado su estudio mediante
la aplicacion de medios de cultivo, que proporcionan al microor-
ganismo los elementos y factores de crecimiento requeridos
para su evolucion. Los medios de cultivo son preparaciones
utilizadas para muchos propositos como: aislamiento e identi-
ficacion de microorganismos, analisis ambientales, analisis de
alimentos y prueba de sensibilidad a los antibioticos (Cama-
ro-Sala et al., 2015).

Jurado et al. (2021) Menciona que, aunque los distintos me-
dios de cultivo contienen diversas sustancias segun el tipo de
microorganismo que se busca aislar, muchos de ellos pueden
desarrollarse en medios basicos elaborados a partir de:

+ Agentes solidificantes: Agar, gelatina, agarosa, agar nutritivo.
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* Peptonas: su pureza y calidad fluctiuan en funcion del tipo
de hidrolisis efectuada.

* Infusiony extractos: usualmente provienen de carne y otros
tejidos; se refiere al material proteico, que se puede disolver
en agua, sin presencia de actividad enzimatica.

Usualmente, los medios de cultivo pueden incluir:

»

Tintes que ayudan a tefir las paredes del microorga-
nismo, como por ejemplo: violeta cristalina, safranina
y verde de malaquita.

Dispersantes como cloruro de sodio o tween.
Indicadores de pH.

Agentes antimicrobianos: sulfamidas.

Los medios de cultivo pueden clasificarse en:

»

Sdlidos: contienen sustancias como agar, gelatina o
huevo coagulado (ver figura 34).

Liquidos: no poseen agar ni otro agente solidificante
y son conocidos como caldos de cultivo.

Semiliquidos: presentan propiedades intermedias en-
tre los medios soélidos y liquidos.

Figura 34. Medio de cultivo
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Hay otros medios de cultivo que se emplean con objetivos particu-
lares. Este conjunto incluye: medios selectivos, diferenciales, de
conservacion, medios no selectivos y enriquecidos (ver figura 35).

Figura 35. Medios de cultivo sélido en tubo de ensayo.

2.3.2 Objetivos

Entender el procedimiento de elaboracién de un medio de
cultivo y valorar la relevancia de sus elementos para el de-
sarrollo de microorganismos.

Entender el procedimiento de elaboracién de un medio de
cultivo y valorar la relevancia de sus elementos para el de-
sarrollo de microorganismos.

2.3.3 Materiales y equipos

Mecheros.

Asas.

Cajas de Petri estériles.

Medios de cultivos liquidos y solidos estériles.
Alcohol al 96%.

2.3.4 Procedimiento

Preparacion de medios de cultivo. Segun Jurado et al. (2021),
Los medios de cultivo pueden elaborarse a partir de sus com-
ponentes o de acuerdo a las sugerencias del productor. Cuando
se obtiene comercialmente, existen varias normas que se deben
respetar para garantizar la calidad 6ptima del medio elaborado.
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Estas reglas incluyen:

El agua utilizada debe ser destilada, bidestilada o
desmineralizada, y debe proceder de un sistema de
destilacion apropiado. Su medicién debe ser precisa,
evitando aproximaciones que puedan afectar la con-
sistencia del medio.

Si los ingredientes para la preparacion del medio de
cultivo estan deshidratados, deben dejarse en remojo
durante 15 minutos para lograr una hidratacion com-
pleta de las moléculas. Esto ayuda a evitar un calen-
tamiento excesivo que podria causar evaporaciony
descomposicion del medio.

Antes de ser esterilizado en autoclave, el medio debe
disolverse completamente. No se recomienda disol-
verlo directamente con el calor del autoclave, ya que
el exceso de temperatura puede generar grumos por
una disolucion inadecuada.

Los medios de cultivo que contienen suplementos
como yema de huevo, carbohidratos, urea y antibi6-
ticos u otros nutrientes deben ser esterilizados me-
diante filtracion o vapor fluente, ya que no pueden
someterse a la autoclave. En este caso, solo el medio
base se esteriliza en autoclave y los suplementos se
incorporan cuando la temperatura del medio base se
encuentra entre 45y 50 °C.

Una vez preparados y servidos en cajas de Petri estéri-
les, los medios de cultivo deben colocarse en posicidn
invertida para eliminar el exceso de humedad en la
superficie y reducir el riesgo de contaminacién.

Las cajas con el medio de cultivo pueden guardarse en
refrigeracion dentro de bolsas plasticas por un maxi-
mo de tres semanas, dependiendo del tipo de medio.
Sin embargo, los medios que contienen antibidticos
deben utilizarse en un plazo inferior a dos semanas.
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Flujograma

PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO PARA BACTERIAS

4

Seguir las instrucciones de preparacion del medio
de cultivo, sea soélido, semisolido y liquido

ys

Usar agua utilizada que debe ser destilada,
bidestilada o desmineralizada

ps

Antes de ser esterilizado en autoclave, el medio
debe disolverse completamente hasta ebullicién

P

Ajuste el temporizador para un periodo de 15 minutos

P

La presidon debe alcance las 15 libras y
la temperatura llegue a 121°C

ys

Extraiga los medios de cultivo esterilizados

4

Depositar en cajas de Petri estériles el agary
retirar los tubos de ensayo con medio liquido.
Todo lo anterior, en camara de flujo laminar
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4

Guardar todos los medios de cultivo en
nevera para su posterior uso

Figura 36. Medios de cultivo sélido en cajas de Petri.

Caracterizacion de medios de cultivo comerciales

* Revise los medios de cultivo deshidratados y otros
componentes dispuestos en la mesa del laboratorio.
Registre la siguiente informacion: nombre, composi-
cion, aplicaciones y método de preparacion.

* Abra el envase y, sin entrar en contacto directo con
el contenido, observe sus caracteristicas, incluyendo
color, olor y textura (ya sea en forma de cristales, gra-
nulos o polvo).

Preparacion de medios de cultivo y caldo nutritivo.

Calculos iniciales: Determine las cantidades requeridas para
elaborar 250 mL de agar nutritivo comercial y 250 mL de caldo
nutritivo, basandose en las proporciones indicadas (ejemplo: 20
g/L, segun el medio).

Preparacion del medio:

* Consulte las indicaciones del envase para ajustar
las concentraciones.

» Verifique y corrija el pH segun las especificaciones.
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» Disuelva los componentes en un matraz Erlenmeyer bajo
agitacion constante, evitando llegar al punto de ebullicién.

« Precaucion: Utilice guantes protectores durante el proceso.

Material proporcionado:

« Ellaboratorio suministrara medio esterilizado en cajas de
Petri, tubos con agar en slant (inclinado) y caldo nutritivo
para inoculacion bacteriana.

* Los estudiantes emplearan tanto el medio previamente
preparado como el elaborado durante la practica.

Métodos de siembra

Siembra en tubo con medio solido inclinado.

Utilizando un asa previamente esterilizada y enfriada, tome
una muestra de bacterias e introduzcala en linea recta en
un tubo de ensayo con agar nutritivo inclinado. Inocule el
microorganismo sobre la superficie del medio, luego flamee
la boca del tubo y ciérrelo. Posteriormente, esterilice nueva-
mente el asa y repita el procedimiento con cada uno de los
cultivos bacterianos proporcionados (ver figura 37). No olvide
etiquetar correctamente.

En esta prueba, después de 24 horas de incubacién, ob-
serve el tipo de crecimiento bacteriano en funcion de las
siguientes caracteristicas:

* Filiforme: Desarrollo uniforme a lo largo de la linea
de inoculacion.

* Equinulado: Bordes irregulares con aspecto dentado.

* Rosariforme: Colonias separadas, dispuestas casi
juntas o en forma de rosario, con un crecimiento
semifloculento.

» Efuso: Crecimiento muy tenue, similar a un velo.

» Arborescente: Patron de desarrollo ramificado o en
forma de arbol.

* Rizoide: Apariencia similar a raices.
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Figura 37. Siembra en tubo con medio inclinado.

Inocule en tubos con caldo nutritivo las mismas bacterias
utilizadas en el procedimiento anterior. Luego de 24 horas
de incubacién, observe el tipo de crecimiento. No olvide eti-
quetar correctamente cada tubo.

Evalue el desarrollo bacteriano en el medio liquido segun las
siguientes categorias:

» Superficial: Formacion de una pelicula en la superficie,
ya sea membranosa o con masas flotantes de bacte-
rias (floculenta).

« Sub-superficial: Apariencia turbia, con particulas granu-
ladas, floculentas o escamosas dispersas en el liquido.

« Sedimento: Acumulacién bacteriana en el fondo
del tubo, con textura granular, floculenta, esca-
mosa O viscosa.

Tome una nueva muestra de cada cultivo bacteriano y extién-
dala cuidadosamente en forma horizontal sobre la superficie
del agar en las cajas de Petri.

Cubra la caja, esterilice el asay repita el proceso con los demas
cultivos. Recuerde etiquetar correctamente cada muestra.

Siembra en superficie

Antes de comenzar el procedimiento de siembra, flamee y
deje enfriar el asa bacterioldgica (ver figura 38).
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Figura 38. Siembra en caja de Petri con medio sdlido.

Siembra por estria

Figura 39

Utilizando el asa bacteriologica, recoja una muestra de un
tubo que contenga un cultivo bacteriano mixto y siém-
brela en un tercio de la caja de Petri con agar nutritivo.

Esterilice el asa con la llama y deje que se enfrie.

En uno de los extremos de la caja, realice trazos suaves
y horizontales sobre la superficie del agar, formando
estrias. Luego, flamee nuevamente el asa, gire la caja
90° y repita el procedimiento, formando nuevas estrias.
Continue este proceso en los tres extremos restantes.

Al llegar al ultimo extremo, tenga precaucion de no
tocar con el asa el primer conjunto de estrias que
realizo (ver figura 39).

. Siembra por estria en caja de Petri con medio sélido.
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Siembra por agotamiento

Con el asa de argolla, tome una muestra bacterianay,
en un extremo de la caja de Petri con medio de cultivo,
realice trazos suaves de un lado a otro cubriendo un
tercio de la caja. A partir de ahi, reduzca progresiva-
mente el rayado hasta finalizar en el punto medio del
otro extremo de la caja.

Siembra en profundidad o vertido en placa

Para esta técnica, primero prepare diluciones en agua
peptonada hasta alcanzar una concentracion de 1073,

Etiquete cada dilucién como 107", 1072 y 1073,
Utilice pipetas estériles para cada dilucion.

Deposite 1 mL de cada dilucién en el centro de una
caja de Petri estéril vacia.

Vierta el medio de cultivo Plate Count Agar (PCA),
previamente fundido a 45°C, sobre la caja de Petri
con la dilucion.

Mezcle mediante movimientos giratorios horizontales
en varias direcciones, evitando la formacién de bur-
bujas y el derrame del medio.

Deje solidificar e incube.

Siembra por puncion o picadura

Emplee un medio de cultivo sélido e inclinado en un
tubo de ensayo.

Esterilice el asa de punta recta en la llama y enfriela
antes de proceder.

Tome una muestra del cultivo microbiano e insértela
en el medio de cultivo mediante una puncién vertical
con el asa.

Desinfecte la boca del tubo mediante flameado antes
de cerrarlo.
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 Vuelva a esterilizar el asa.

* Incube el cultivo durante 24 horas y observe la forma
del crecimiento.

NOTA: Esterilice el asa en la llama del mechero, calentandola
completamente hasta que se ponga roja y se introduce sélo
hasta la porcion que se ha esterilizado, de lo contrario se puede
contaminar el medio de cultivo con bacterias diferentes a las
que se quiere trabajar (ver figura 33).

2.3.5 Observaciones y resultados

Identificacion de procesos microbiologicos en medios de cultivo.

1. Analice los distintos tipos de medios de cultivo empleados
en microbiologia, incluyendo selectivos, diferenciales, de
mantenimiento, no selectivos y enriquecidos.

2. Proporcione ejemplos de cada categoria e indique el proce-
dimiento adecuado para su preparacion.

Adicion de antibioticos a un medio de cultivo

3. Describa el procedimiento necesario para incorporar un anti-
bidtico en un medio de cultivo, asegurando que se mantenga
su estabilidad y eficacia.

Tabla de medios de cultivo para bacterias especificas

4. Elabore una tabla que relacione los medios de cultivo mas
adecuados para el crecimiento de las siguientes bacterias:

* Salmonella typhi

» Escherichia coli

» Staphylococcus aureus

« Streptococcus agalactiae

e Clostridium botulinum
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Figura 40. Métodos de siembra.

Fuente: Kramer et al. (2002)

2.4 Morfologia Bacteriana
y Fundamentos de Tincion

2.41 Introduccion

La identificacién del tamafo y la forma de los microorganismos
es crucial para su clasificacion. Mediante el analisis de sus ca-
racteristicas morfoldgicas, es posible reconocerlos, siempre
complementado con una revision adecuada de la literatura cien-
tifica. Para simplificar el estudio de la morfologia y el tamafio
de las bacterias, se puede observarlas de manera directa, sin
tefiir, para evaluar su movilidad, o bien tefiirlas con colorantes
(Vargas-Flores & Kuno-Vargas, 2014).

Los colorantes son sustancias organicas que contienen grupos
cromoforos (responsables del color), y pueden clasificarse como
acidos, basicos o neutros. Los colorantes acidos tifien las par-
tes celulares que tienen caracteristicas basicas, mientras que
los basicos tifien las partes acidas. La coloracion de las células
resulta de una interaccién entre fendmenos quimicos y fisicos,
como la capilaridad, adsorcién, ésmosis y el intercambio de
iones entre el colorante y los sitios activos en la superficie o el
interior de la célula. Es fundamental que todos los colorantes
se preparen en el laboratorio siguiendo las recomendaciones del
fabricante (Vargas-Flores & Kuno-Vargas, 2014). Es importante
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seguir cuidadosamente las instrucciones al preparar mezclas
o soluciones con varios colorantes, ya que el tiempo y las con-
diciones de almacenamiento son factores determinantes para
la composicion y calidad del colorante final. En el analisis de
microorganismos se emplean dos tipos de coloracion:

a. Coloracion simple.

Este procedimiento implica colorear una célula, empleando un
unico tinte, ya sea acido o basico. Los azules de metileno, cristal
violeta, fucsina o safranina son los mas utilizados. Estos tintes
se utilizan para valorar la formay el tamafio, aunque no revelan
pormenores de la estructura interna (ver figura 41).

Figura 41. Coloracién simple.

b. Coloracion diferencial.

Este método permite observar la estructura interna de las cé-
lulas. Las tinciones diferenciales mas utilizadas son:

1. Coloracion de Gram.
2. Coloracion de Céapsula.
3. Coloracion de Espora.
4. Prueba de KOH.

Otra prueba importante y que no implica el uso de colorantes
pero que sirve para la clasificacion de las bacterias es la Prueba
de Motilidad.
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De acuerdo con Benitez-Campo y Bolaiios (2018),la tincion de
Gram, desarrollada por el danés Hans Gram en 1884, permite
distinguir bacterias segun la estructura de su pared celular.
Al observar un extendido de flora bacteriana mixta tefiido
con este método, se pueden identificar las diferencias ca-
racteristicas entre los microorganismos. Muchas bacterias
retienen el complejo violeta-yodo, lo que las tifie de purpura
(Gram positivas), mientras que otras se tifien de rojo al apli-
car safranina o un colorante utilizado para la contra-colora-
cion (Gram negativas). Este procedimiento facilita la obser-
vacion de la forma, el tamafo y otros detalles estructurales,
diferenciando dos grupos de bacterias segun su reaccion
frente a los colorantes (Gram-positivas y Gram-negativas).
Las diferencias en las reacciones de ambos grupos se de-
ben a su composicion quimica: las células Gram-negativas
contienen una mayor cantidad de lipidos en su pared, lo que
hace que el alcohol extraiga el lipido, aumentando la per-
meabilidad celular. Como resultado, el complejo cristal viole-
ta-yodo se pierde y se tifien de rojo con safranina o fucsina.
En las células Gram-positivas, la deshidratacién provocada
por el alcohol reduce la permeabilidad, lo que permite que
el cristal violeta se retenga tras la decoloracion. En cultivos
muy jovenes o viejos, los resultados de la tincion pueden ser
atipicos (Vargas-Flores & Kuno-Vargas, 2014). La distribucién
del peptidoglicano o mureina en la pared celular determina
el tipo de tincion que retienen las bacterias. Aquellas que
no conservan el color violeta con este método se consideran
Gram negativas. Estas presentan una pared mas delgada, con
menos capas de peptidoglicano, y una membrana externa
rica en lipidos, lo que impide que se adhiera la tincion Gram.
Al observarlas al microscopio, aparecen de color rosa.

La capsula es una estructura tipica de algunas bacterias.
Técnicas de visualizacion capsular:

* La identificacion de capsulas bacterianas requiere
técnicas especificas de tincion. Algunos protocolos,
como la técnica de Anthony, se basan en tedir la
célulay el entorno circundante, dejando la capsula
sin coloracion directa. Esto genera un contraste que
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resalta la envoltura transparente como un halo alre-
dedor del microorganismo.

* Enfoques diferenciales:

e Otros métodos emplean tinciones diferenciales, don-
de la capsula puede adsorber un segundo colorante
(contracoloracién), permitiendo distinguirla de otras
estructuras celulares. Este enfoque facilita la dife-
renciacion visual entre componentes bacterianos y su
matriz extracelular.

» Coloracion negativa:

* Una alternativa es la tincion negativa, como el método
que utiliza tinta de India (Aguirre-Medina et al., 2015).
Aqui, la capsula repele el colorante, qguedando como
una zona clara sobre un fondo oscuro, ideal para ob-
servar bordes definidos en microscopia.

Las esporas son estructuras caracteristicas de algunas bac-
terias; Estas son bastante resistentes a los agentes fisicos
y quimicos y no se tifien con facilidad. Por lo general, se re-
quiere el calor para permitir la penetracion del colorante en
las esporas (Aguirre-Medina et al., 2015).

La prueba de KOH es un método moderno y sencillo para
diagnosticar las bacterias, el cual permite diferenciar el tipo
de pared celular bacteriana. Este método cumple con la mis-
ma funcién que la tinciéon de Gram, pero se obvian una serie
de pasos y la prueba resulta mas eficiente (Aguirre-Medina
et al., 2015).

Algunas bacterias poseen la capacidad de motilidad, esto
se debe a la existencia de flagelos. Este hecho puede ser
comprobado con facilidad en circunstancias de laboratorio.

2.4.2 Objetivos

Obtener habilidad en la elaboracion de placas para extender
cultivos de bacterias.
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Examinar con diversos tintes la forma, el tamano, la variacion
en la composicién de la pared, la cdpsula y las esporas en
ciertas bacterias.

Comprobar que la prueba de KOH es mas rapida y eficiente.

Observar la actividad de ciertas especias bacterianas me-
diante el microscopio.

2.4.3 Materiales y métodos

Laminas cubre y porta objetos
Asas

Goteros

Mecheros

Colorantes: nigrosina o tinta china, fucsina o safranina, azul
de metileno.

Bacterias

Aceite de inmersion
Agua destilada
Logol para Gram
Alcohol acetona
Sulfato de cobree
solucion de malaquita (5%)
Cajas de petri
Papel filtro esteril
Tubos de ensayo
Microscopio

2.4.4 Procedimiento

Preparacion de extendidos

Esterilice el asa que contiene bacterias, situandolo vertical-
mente en la llama del fuego hasta que se queme.

Comprenda el asa al colocarlo al borde del medio de cultivo o
al esperar unos segundos junto a la llama del ventilador.
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Deposite una gota de agua destilada estéril sobre un por-
taobjetos previamente desengrasado, utilizando un asa de
inoculacion estéril.

e Recoleccion de muestra: Con el asa de alambre estéril,
tome minimamente una porcidon de colonia bacteriana,
evitando arrastrar residuos del medio de cultivo sélido.

Elaboracion del frotis:

« Combine la muestra con la gota de agua en el
portaobjetos.

* Realice una extension uniforme y delgada para lograr
una distribucion bacteriana éptima.

Nota: Si la suspension forma gotas en lugar de esparcirse,
el portaobjetos presenta grasa residual. En tal caso, re-
pita el proceso en uno nuevo debidamente limpiado con
alcohol-etéter.

Para el caso de cultivos liquidos se coloca directamente la
gota con medio de cultivo en el portaojetos y se fija por ca-
lor con el mechero. Es recomendable que antes de tomar la
muestra, se lleve el tubo de ensayo con ésta al vértex para
una adecuada homogenizacion de la misma.

Efectle una extensiéon del cultivo de la bacteria proporcio-
nados (se pueden colocar dos bacterias distintas por cada
ldmina, pero, ya que se utilice el mismo tinte después).

Procedimiento de fijacion de la muestra:

Permita que el frotis bacteriano seque de forma natural a
temperatura ambiente.

Realice la fijacion térmica exponiendo la lamina brevemente
a la llama de un mechero (2-3 pasadas rapidas), asegurando
que los microorganismos queden inmovilizados en el por-
taobjetos sin carbonizarse.
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Coloraciones simples

Ubique las laminas portaobjetos sobre las que llevo a cabo
los extendidos en una placa de coloracién.

Comprenda completamente los extendidos con los tintes,
pero cada uno de manera individual. Es necesario tener un
extendido de cada bacteria para ponerle un colorante a cada
una. Permita que los colorantes operen de esta manera:

Cristal violeta: 1 minuto
Azul de metileno: 5 minutos
Fucsina o Safranina: 30 segundos

Las placas deben ser lavadas con agua destilada, escurriry
dejarlas secar a temperatura ambiente. Observe al microsco-
pio utilizando lentes de 40X y luego de 100X (aplique aceite
de inmersion).

Coloracion negativa

Coloque una gota de nigrosina o tinta china en un extremo de
un portaobjetos. Con el asa, tome una muestra de cualquiera
de las bacterias proporcionadas y mézclela suavemente con
la gota. Luego, use otro portaobjetos limpio para extender la
mezcla, formando una capa delgada. Deje secar.

Una vez que las laminas estén secas, observe al microscopio
a 40X y 100X. Describa las formas, coloraciones y distribucion
de los microorganismos. Realice esquemas de las observa-
ciones realizadas.

2.5 Coloraciones Diferenciales

2.5.1 Introduccion

Los colorantes diferenciales son una alternativa para identificar
ciertos grupos de microorganismos, estos actuan de diferente ma-
nera, especialmente los Gram negativos y los Gram positivos. Por
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esta razon, permite realizar diferentes tipos de identificacion y con
ello, se adaptan a diversos microorganismos, de acuerdo con las
caracteristicas fisicas que posee (Espinoza-Santillan et al., 2016).

2.5.1.1 Coloracion de Gram. La tincion de Gram es un tipo de tin-
cidn que se realiza sobre las bacterias para observarlas mejor
bajo el microscopio (ver figura 35).

Realizar un extendido fino de una colonia bacteriana
y dejar que se seque al aire.

Fijar el material al portaobjetos para evitar que se
desprenda durante la tincidn, pasandolo tres o cuatro
veces por la llama del mechero.

Luego, se coloca la preparacion en el soporte para la
tincién y cubrirlo con solucion de cristal violeta por
1 minuto.

Enjuagar cuidadosamente con agua destilada estéril (ADE).

Cubra el preparado con solucién de yodo (Lugol de
Gram) durante 1 minuto.

Volver a lavar con ADE.

Sostener el portaobjetos con el pulgar y el indice y
aplicar unas gotas de colorante (Alcohol-acetona) en
la superficie durante 10-20 segundos, dependiendo del
grosor del extendido (fase critica).

Enjuagar nuevamente con agua destilada y colocar el
portaobjetos sobre el soporte; luego, cubrirlo con safra-
nina o la coloracién elegida elegido para la contra-tin-
cion durante 30 segundos y lavar con agua estéril.

Examinar el preparado al microscopio, primero con ob-
jetivo 40X y luego con 100X (usar aceite de inmersion).
Las bacterias Gram-positivas se observan de color
violeta o azul y las Gram-negativas rojas o rosadas
(Benitez-Campo y Bolafioz, 2018).
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2.5.1.2 Coloracion de capsula (método de Anthony)

Realice un extendido delgado y uniforme de un culti-
vo bacteriano de Klebsiella pneumoniae utilizando un
portaobjetos en angulo recto.

Deje secar al aire, sin fijar con calor.

Tina con una solucidén acuosa de cristal violeta al 1%
durante 2 minutos.

Enjuague con una solucién de sulfato de cobre al 20%.

Deje secar al aire en posicion vertical y observe bajo
el microscopio.

La capsula aparecera de color azul palido, mientras
que las células se tefiiran de purpura intenso, con un
fondo claro.

Figura 42. Coloracién de Gram.

2.5.1.3 Coloracion de esporas.

a. Realice un extendido de una colonia bacteriana tomada del
agar con el asa bacterioldgica de un cultivo de Clostridium
perfringens o Bacillus cereus. Cubra el portaobjetos con una
tira de papel filtro.

b. Sumerja todo el portaobjetos en una soluciéon acuosa de
Verde Malaquita al 5%.
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Caliente el portaobjetos sobre un beaker con agua hirviendo
(al vapor) durante 3 a 6 minutos, asegurandose de que no se
seque. Si es necesario, agregue mas colorante.

Enjuague con agua destilada.

Realice una contracoloracion con solucidn de Safranina al
0.5% durante 30 segundos.

Lave nuevamente con agua destilada y deje secar al aire.

Observe las esporas, que apareceran como esférulas verdes,
dentro de las células bacterianas tefidas de rojo o rosado,
o junto a desechos de color rojo o rosado.

2.5.1.4 Prueba de KOH

Flamee el asa de argolla, tome una gota de KOH al 3%. Tome una
muestra de la colonia bacteriana puray estriela sobre el porta
objetos (KOH+ bacteria), deje reposar por 30 segundos. Con el pa-
lillo de madera frotar la mezcla y observar la apariencia mucoide.

La presencia de moco en la mezcla nos indicara tincion de
Gram-negativa; ausencia de moco en la mezcla indicara tincién
de Gram-positiva.

2.5.2 Prueba de motilidad

Ponga una gota de agua sobre un portaobjetos.

Con un asa esterilizada, tome una pequefa cantidad de la
muestra de cultivo bacteriano, preferentemente de Esche-
richia coli o Salmonella typhi (por su presencia de flagelos).

Coloque con cuidado el asa sobre la gota de agua, evitando
gue se derrame por toda la lamina.

Ponga una lamina cubreobjetos sobre la gota y observe
al microscopio.
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2.5.3 Observaciones y resultados

» Determine el fundamento de la tinciéon de Gram, para saber
su importancia para clasificar los microorganismos.

* ¢Cudl es laimportancia de identificar la cdpsula y espora en
las bacterias?

*+ Mencione ejemplos de bacterias Gram negativas y Gram po-
sitivas. positivas.

Esta seccion del libro tomo informacion de los autores Gonzalez
Meléndez et al., (2018).

2.6 Aislamiento de Bacteriofagos

2.6.1 Introduccion

Los virus son moléculas de ADN o ARN rodeadas por una envoltura
proteica que necesitan células viables para replicarse. Los virus
utilizan la maquinaria metabélica de las células para sintetizar
su material genético y proteinas de la envoltura. Hay diferentes
tipos de virus que pueden infectar células procariotas o euca-
riotas. Los bacteriéfagos o fagos son virus que se reproducen en
células procariontes (Samaniego-Moreno et al., 2012).

Los bacteriéfagos (fagos) son parasitos intracelulares obliga-
dos que se replican dentro de las bacterias, utilizando algunas
o todas sus maquinarias biosintéticas. EL genoma de los fagos
puede ser ARN simple cadena (MS2, QB), ARN doble cadena (phi
6), ADN simple cadena (phi X174, fd, M13) O ADN doble cadena
(T3,T7, lambda, T5, Mu, T2, T4). Estos acidos nucleicos pueden
contener bases inusuales que son sintetizadas por proteinas del
fago. En los T-pares el genoma no contiene citosina, sino 5 -hi-
droximetilcitosina, mientras que en otros tipos de fagos alguna
de las bases esta parcialmente sustituida (Samaniego-Moreno
et al., 2012).

Los bacteriofagos se emplean actualmente como vectores de
clonacién en el campo de la ingenieria genética y su estudio
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tiene implicaciones importantes en la medicinay la genética, en
concreto, en la comprension de las infecciones virales, defectos
genéticos, problemas de desarrollo del cancery la resistencia de
las bacterias a los antibioticos (Samaniego-Moreno et al., 2012).

2.6.2 Objetivo

« Aislar virus bacterianos utilizando técnicas adecuadas.

» Aprender a trabajar con Bacteriéfagos.

2.6.3 Marco tedrico

Los bacteridofagos o virus bacterianos son sumamente abun-
dantesy, en términos numéricos, los organismos mas comunes
de la biosfera. Algunos de estos virus tienen la capacidad de
transferir genes de manera horizontal. Ademas, una proporcion
considerable de los genes en ciertas bacterias provienen de
virus, y algunos de estos genes otorgan nuevas caracteristicas
a las cepas que los incorporan, en un proceso denominado con-
versiéon fagica. Entre estos fagos se encuentran aquellos que
transportan los genes de las toxina-Shiga (Samaniego-Moreno
et al., 2012).

2.6.3.1 Composicion y estructura del bacteriéfago

* Los bacteriéfagos presentan una composicion variable, pero
siempre contienen acido nucleico y proteinas. El tipo de aci-
do nucleico puede ser ADN o ARN, pero nunca ambos, y su
estructura puede variar segun el tipo de fago. Con frecuencia,
estos acidos nucleicos incluyen bases inusuales o modifica-
das que los protegen de las endonucleasas del huésped du-
rante el proceso de infeccion. La cantidad de acido nucleico
varia segun el fago: los mas simples solo codifican de tres
a cinco productos génicos, mientras que los mas complejos
pueden codificar mas de 100 (Zhao et al., 2021).

En cuanto a las proteinas, su variedad y cantidad depen-
den de la clase de fago. Los fagos mas simples tienen solo
una o dos proteinas en multiples copias, mientras que los
mas complejos presentan una gran diversidad de proteinas.
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Durante la infeccion, estas proteinas desempefian una fun-
cion protectora al resguardar el acido nucleico de posibles
ataques por nucleasas presentes en el entorno (Samson et
al., 2024).

* Los bacteriéfagos presentan una gran diversidad en su forma
y tamaiio.

Tamaiio: Los fagos pueden medir entre 24 y 200 nm
de largo. El bacteriofago T4 es uno de los mas gran-
des, con aproximadamente 200 nm de longitud y un
ancho que varia entre 80 y 100 nm. Esta variabilidad
en las dimensiones es una caracteristica notable de
este grupo.

Cabeza o capside: Muchos bacteriofagos poseen una
cabeza que varia en tamafo y forma. Algunas presen-
tan una estructura icosaédrica (20 caras), mientras
que otras son alargadas y filamentosas. La cabeza
esta compuesta por multiples copias de proteinas y
protege el acido nucleico que contiene en su interior.

Cola: En varios fagos, aunque no en todos, la cabeza
esta unida a una cola hueca a través de la cual el acido
nucleico se transfiere durante la infeccién. Su longitud
varia, y algunos fagos carecen de esta estructura. Los
fagos complejos, como el T4, tienen una cola rodeada
por una cubierta contractil y presentan una base con
una o mas fibras asociadas. Estas fibras ayudan a la
fijacion del fago a la célula bacteriana. Sin embargo,
existen fagos que carecen de base o fibras, sustitu-
yéndolas por otras estructuras que también facilitan
la unién (Garcia-Doval, 2013).

* Elciclo de replicacion del fago T4, similar al de otros virus
bacterianos y eucarioticos, se divide en varias etapas:

Adsorcion.

Introducciéon del material genético viral.
Replicacién de este material.
Produccion de envolturas proteicas.
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* Envolvimiento del ADN y ensamblaje.
« Lisis de la célulay liberacién de particulas virales.

2.6.3.2 Ciclo de multiplicacion del fago

* Fagos liticos o virulentos. Los fagos liticos o virulentos son
aquellos que solo pueden replicarse en bacterias y provocan
la muerte de la célula por lisis al final de su ciclo de vida.

Figura 43. Ciclo de replicacién de un bacteriéfago T4

Fuente:www.microinmuno.qb.fcen.uba.ar/Seminario.Bacteriofagos.htm

* Fagos temperados (lisogénicos):

Estos virus bacteriéfagos poseen la capacidad de replicarse
mediante dos rutas: el ciclo litico (destruccién celular) o la
lisogenia (estado latente). Durante la lisogenia, el material
genético del fago se integra al genoma bacteriano en forma
de profago, manteniéndose inactivo y sin expresar la mayoria

122



Capitulo 2. Practicas de Microbiologia General

de sus genes. En esta fase, el profago no genera particulas
virales, pero conserva el potencial de reactivarse y desenca-
denar un ciclo litico bajo ciertas condiciones ambientales.

* Mecanismo de integracion del profago:

En la mayoria de los casos, el material genético del fago se
inserta en el genoma bacteriano, replicandose de manera
sincronizada con el ADN del hospedador y distribuyéndo-
se equitativamente durante la divisidon celular. La bacteria
portadora del profago no experimenta efectos perjudiciales,
permitiendo que el estado lisogénico se mantenga de forma
estable a lo largo de generaciones.

* Persistencia del estado lisogénico:

La coexistencia entre el profago y la célula hospedera no
altera su viabilidad, pudiendo prolongarse indefinidamente
bajo condiciones favorables. Este equilibrio asegura la
propagacién pasiva del ADN viral sin activar mecanismos
liticos, a menos que factores externos induzcan la transiciéon
al ciclo destructivo.

2.6.4 Materiales

* Cepa bacteriana de Escherichia coli.

» Agua residual.

« Medio de cultivo: caldo doble concentrado (CDC).
* Viales.

* Agar triptosa.

» Frascos estériles.

* Filtros de porcelana.

« Asas bacterioldgicas (rectas y en angulo).

« Centrifuga refrigerada.

* Tubos para centrifugar.

 Estufa.
« Bomba de vacio.
« Matraz.

* Placas portaobjeto.
* Placas cubreobjeto.
* Papelfiltro.
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2.6.5 Procedimiento

En un frasco estéril, coloque 50 mL de caldo doble concentrado
(CDC), enseguida siembre el microorganismo a estudiar
(Escherichia coli) en el CDC (una colonia cuando se tenga en
medio liquido o cuatro si se siembran en placa). Incube durante
cuatro o cinco horas en el caso de Escherichia coli. Después,
agregue 50 mL de agua residual (previamente filtrada a través
de papel filtro) y continute la incubacion a 37 °C durante 18 a
24 horas. Tras este tiempo, filtre nuevamente el contenido
con papel filtro y centrifugue el filtrado a 1.500 rpm durante 10
minutos para eliminar las impurezas macro. El liquido sobrante
se filtra utilizando un filtro bacteriolégico de porcelanay, de
manera aséptica, transfiera el filtrado a viales estériles. Luego,
tape los viales y guardelos en refrigeracion (Benitez, N. 2018).

Comprobacion de fagos

Tome una placa con el medio agar triptosa, se siembra la bac-
teria a evaluar (Escherichia coli), seguidamente se incuba por
espacio de seis horas; pasado el tiempo, con el asa se afiade
un poco del filtrado en las placas; finalmente, se incuba a 37 °C
durante 24 horas.

2.6.6 Observaciones y resultados
* Realice un esquema para el aislamiento de bacteriéfagos.

2.7 Metabolismo Microbiano:
Pruebas Bioquimicas

2.71 Introduccion.

El género y especie de las bacterias suelen ser determinados
por pruebas bioquimicas, basandose en los patrones de fermen-
tacion de azucares y la generacion de diversos subproductos
metabdlicos como el acido sulfhidrico (sulfuro de hidrégeno,
también conocido como acido sulfhidrico), entre otros (Pa-
res-Farras & Juarez-Gimenez, 1997).
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Elimpacto en el sustrato se define por la falta o existencia
de diversas enzimas que dirigen el metabolismo de los
microorganismos.

Los sustratos de estas enzimas tienen la capacidad de modifi-
car, y son incluidos en un medio de cultivo junto con un indica-
dor que sefalara la disminucion del sustrato o la existencia de
sustancias del metabolismo. Algunas de las reacciones bioqui-
micas mas comunes incluyen:

« Agar Sangre = promueve el desarrollo de la mayoria de las
bacterias, ademas sirve para observar hemolisis.

* Agar Mac - Conkey =:> Promueve el desarrollo de las Bacte-
rias Gram-negativas.

Esquema de Identificacién de Cocos Gram-positivos. A este
grupo se les considera basicamente dos géneros:

» Staphylococcus.
» Streptococcus.

Estas bacterias desarrollan bien en agar sangre; mediante co-
loracion de Gram se observan como esférulas violetas que pre-
sentan la formacién de racimos en el caso de Staphvlococcusy
en pares o cadena en el caso de los Streptococcus.

2.7.2 Identificacion del Género Staphylococcus.

Las colonias que se desarrollan en el agar sangre son grandes,
elevadas, opacas.

Entre las pruebas a realizar para la identificacién de los microor-
ganismos del género Staphylococcus estan:

* Prueba de Catalasa. Staphylococcus descomponen el peréxi-
do de hidrogeno.

* Prueba de Coagulasa. Es una de las pruebas mas antiguas,
considerada como uno de los mejores criterios para la iden-
tificacion de Staphylococcus patédgeno.
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* Fermentacion de Agar Manita Salada. Staphylococcus aureus
en contraste con Staphylococcus epidermidis realiza una
fermentacion de Manitol a acido.

*+ ELAgar manita salada constituye un medio altamente selec-
tivo para el aislamiento de Staphylococcus aureus.

2.7.21 Identificacion de Microorganismos del Género Streptococcus.
Los microorganismos pertenecientes a este género pueden crecer
en condiciones aerdbicas y anaerodbicas, son catalasa negativos,
forman colonias puniformes, en el agar sangre, las cuales presentan
variada actividad hemolitica.

La presencia o ausencia de hemolisis es una de las caracteristicas
que se utilizan para establecer una clasificacion de este género.

La hemolisis producida sobre los glébulos rojos. Pueden ser:

+ Beta => Streptococcus pyogenesy Streptococcus agalactiae
Algunos Enterococcus, Streptococcus

* Alfa=> Enterococcus, Streptococcus grupo viridans.

« Gamma => Enterococcus.

Streptococcus grupo viridans y algunos Strepto-
coccus agalactie.

Las pruebas mas utilizadas para la identificacion de microorga-
nismos del género Streptococcus son:

Prueba Susceptibilidad a la bacitracina. Esta prueba es util para
la identificacién presuntiva de Streptococcus pvogenes, ya que
éste es inhibido por bajas concentraciones de bacitracina de
0.02 a 0.04 unidades.

Prueba de CAMP. La prueba ha sido utilizada a través del tiem-
po para la identificacion de Streptococcus aqalactie. El factor
CAMP es una sustancia extracelular producida por Streptococcus
agalactie que intensifica la lisis de globulos rojos producida por
Staphvlococcus aureus Beta lisina positiva.

Prueba de la Bilis Esculina. Es una de las pruebas preliminares
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para la identificacién de los Enterococcus y tienen la capacidad
de hidrolizar la esculina en presencia de la Bilis.

Prueba de la Tolerancia al NaCl 6.5%. Mediante esta prueba se
diferencian facilmente, a los Enterococcus de los Streptococcus
del grupo viridans: los primeros resisten y pueden crecer en me-
dios que contengan NaCl 6.5% mientras los segundos no crecen.

2.7.2.2 Esquema de identificacion de Microorganismos Gramne-
gativos pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae. La mor-
fologia observada mediante la coloraciéon de Gram no es util para
separar las Enterobacterias de otros bacilos Gramnegativos.

En el agar sangre se desarrollan colonias de color gris opaco,
pueden ser secas o mucoides.

» Identificacion Bioquimica de Especies.

La clasificacion de las Enterobacterias esta basada principal-
mente en el reconocimiento de ausencia o presencia de dife-
rentes enzimas que guian el metabolismo de la bacteria (Garcia,
A.et al.,2017).

Las enzimas pueden actuar sobre los substratos cuando son
incorporados a un medio de cultivo junto con un sistema de in-
dicacion que sefalara la disminucién del substrato o la existen-
cia de productos metabdlicos especificos. Entre las reacciones
bioquimicas mas comunes se incluyen:

» Simmons Citrato Agar. Que se basa en la utilizacion de
citrato por una bacteria como la Unica fuente de car-
bono mediante la formacién de subproductos alcalinos.

» TSI Mediante el medio triple azlUcar de hierro, se puede
observar el uso de carbohidratos como glucosa, lacto-
sa y sacarosa. A través de la fermentaciéon del medio,
también se puede observar la generacién de gas y H20.

» Descarboxilasas. Son un conjunto de enzimas y sus-
tratos especificos que pueden actuar sobre la porciéon
carboéxilo de los aminoacidos, produciendo aminas
que generan una reaccion alcalina. En la reaccién de
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descarboxilacién se produce como elemento secun-
dario el dioxido de carbono. Existen descarboxilasas
especificas para cada aminoacido, lisina, ornitina, y
arginina, en caso de las enterobacterias produce las
siguientes aminas especificas:

Lisina cadaverina
Ornifina putrescina
Arginina citrulina.

Urea Agar Base (Christensen Medio). La ureasa es una
enzima que tiene la capacidad de numerosas especies
de microorganismos para hidrolizar la urea, generando
asi amoniaco, agua y COa.

NH2 C— NH2 + 2HOH - CO2 + H20 <> 2NH3(NHa4) 2C0O2

Ureasa

El amoniaco reacciona con la solucion para formar carbonato
de amonio, lo que causa una alcalinizacion y aumenta el pH
del entorno.

Movilidad. El movimiento bacteriano es clave para la iden-
tificacién de una especie, ya que las bacterias se desplazan
gracias a los flagelos.

Produccion de sulfuro de hidrégeno denominado acido sul-
fhidrico (H2S). Mediante esta prueba se determina la capaci-
dad de ciertas bacterias para liberar azufre de aminoacidos
y otros compuestos que lo contienen.

Indol. El indol es un producto resultante de la degradacién
metabodlica del aminoacido triptéfano. Las bacterias que
poseen la enzima triptofanasa son capaces de hidrolizar y
desaminar el triptéfano, produciendo indol, acido piruvico
y amoniaco.
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Rojo de Metilo. Es una prueba cuantitativa para la produccion
de acidos y requiere la produccion de acidos fuertes (acético,
férmico y lactico), a partir de la glucosa por via fermentativa.

Prueba de Voges Proskauer. E|l acido piruvico, componente
clave formado en la degradacion fermentativa de la glucosa,
es metabolizado a través de diversas vias segun los siste-
mas enzimaticos presentes en las distintas bacterias, uno
de los productos es la acetoina. En presencia de oxigeno
atmosférico y de hidroxido de potasio al 40%, la acetoina se
convierte en diacetilo, y el alfa-naftol actia como catalizador,
revelando un color rojo.

Sistemas Comerciales de Identificacion Microbiana. La intro-
duccién de sistemas comerciales de identificacion microbiana
a partir de la década de 1960 facilita la reaccién de las pruebas
bioquimicas. La disponibilidad de medios deshidratados per-
mitioé a varios laboratorios la oportunidad de preparar una gran
variedad de medios de cultivo inmediatamente antes de su uso,
con solo agregar agua a una porcion de polvo desecado.

El uso de medios deshidratados, permite que los resultados
obtenidos en diferentes laboratorios se puedan comparar en
forma significativa; ademas, de ser estructuras compactas que
requieren poco espacio.

2.7.3 Esquema de identificacion de bacterias Gram Positivas

2.7.31 Prueba de Catalasa.

Materiales

Perdxido de hidrogeno 30%
Cultivos de microorganismos a estudio en agar nutritivo.

Técnica

1.

2.

Con un asa recta, se transfiere una colonia bien aislada del mi-
croorganismo en el estudio a la superficie de un portaobjeto.

Se afiade de 1 a 2 gotas de perdxido de hidrogeno al 3%. Se
interpreta asi:
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Positiva: Produccion de burbujas = Staphylococcus sp.
Negativa: Ausencia de burbujas = Streptococcus sp.

Los microorganismos catalasa positiva son sometidos a:

2.7.3.2 Prueba de Coagulasa.
Materiales

+ Plasma de conejo con EDTA.
+ Caldo BHI.
* Cultivos de Microorganismos a estudio en agar Nutritivo.

Técnica

1. Se coloca 0.5 mL de plasma de conejo en el tubo.
2. Se afiade 0.5 mL del cultivo puro.
3. Seincuba a 37°C de 4 a 24 horas.

Interpretacion. Transcurrido el tiempo de incubacion se observa:
e Formacién coagulo -> positiva ->Staphylococcus aureus.

* Ausencia de coagulo -> Negativa ->Staphylococcus
epidermidis.

2.7.3.3 Fermentacion Agar Manita Salada.
Materiales

* Agar Manita Salada.
e Colonia de bacterias a estudio.

Técnica

Realizamos el cultivo mediante técnica de agotamiento ante-
riormente descrita del microorganismo a estudio y se incuba de
18 a 24 Horas a 37°C.

Interpretacion.

Luego de un tiempo de incubacion se observa en la fermenta-
cion del Agar Manita Salada viraje del medio de rojo a amarillo
positivo a Staphylococcus aureus.

130



Capitulo 2. Practicas de Microbiologia General

Ausencia de Fermentacion. No hubo viraje del medio Staphylo-
coccus epidermidis.

2.7.3.4 Prueba de Tolerancia a NaCl al 6.5%
Materiales.
Se prepara un caldo que contenga los siguientes reactivos.

* Caldo infusién cerebro corazén 2.5 g
NaCl 6.0 g

* Indicador en 100 mL de etanol al 95%.
* GlucosaO0l1g

* Agua destilada 100 mL.

Se mezclan los reactivos, se sirven en tubos de tapa roscay
se esterilizan.

* Microorganismos provenientes de un cultivo puro.
Técnica.

* Selnocula la colonia del microorganismo en estudio al caldo
anteriormente preparado.

* Seincuba de 18 a 24 horas.

Interpretacion

Viraje de color —> Crecimiento positivo —>Enterococcus
del Medio amarillo

No viraje del —> ausencia de —>Streptococcus

color del medio crecimiento grupo viridans
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2.8 Pruebas Bioquimicas para
Identificacion De Microorganismos de la Familia
Enterobacteriaceae.

2.8.1 Introduccion

Para llegar a la identificacidon final de la E. coli (bacteria Gram
negativa), la cual pertenece a la familia Enterobacteriaceae se
utilizan las siguientes pruebas bioquimicas.

La informacion de los siguientes procedimientos y pruebas se
toma de los autores Jurado e Insuasty (2021).

2.8.2 TSI (Triple Azucar Hierro).

2.8.2.1 Objetivo

» lIdentificar los microorganismos de las bacterias de la familia
entorobacteriaceae.

2.8.2.2 Materiales.

Inicialmente, se prepara el medio de agar TSI siguiendo las indi-
caciones del fabricante. Luego, se distribuye en tubos de 16 x 10
mm con tapa de rosca. Posteriormente, se somete a un proceso
de esterilizacién en autoclave a 121°C durante 15 minutos y, una
vez finalizado, los tubos se inclinan.

Técnica

Se toma una colonia del microorganismo en estudio con el asa
recta y se introduce en el medio, realizando una puncién en el
centro hasta el fondo del tubo, ademas de hacer estrias en la
superficie. Luego, se incuba durante 24 horas y se procede a la
interpretacion (Jurado et al., 2021).

Lectura

* La lectura es A/A presenta fermentacion la glucosa, lactosa
y sacarosa.
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« Verificar produccién de H2S.

2.8.3 Descarboxilasas

2.8.3.1 Materiales
Medio LIA Descarboxilasa de Mueller

Se elabora, siguiendo las directrices de la casa comercial, y se
reparte en tubos de tapa roscada. Se esteriliza, se mantiene en
121°C durante 15 minutos y se desplaza.

Técnica

Con una asa recta se lleva el indéculo al medio una colonia del
microorganismo, se hace doble puncion y se estrias la superfi-
cie. Se incuba de 18 a 24 horas a 37°C. En presencia de oxigeno
atmosférico y de hidroxido de potasio al 40%, la acetoina se
convierte en diacetilo, y el alfa-naftol actia como catalizador,
revelando un color rojo.

Interpretacion

La reaccion positiva es descarboxilacion K/K.
2.8.4 Ureasa.

2.8.41 Materiales

Agar urea de Christensen para el cual, primero se prepara la
base y se esteriliza a 121°C por 15 minutos y luego se adiciona
un indicador y se coloca en tubos con tapa rosca estériles junto
al mechero y se inclinan.

Técnica

Se inocula con asa recta el agar urea de Christensen estriando
Unicamente la superficie del medio con el microorganismo a es-
tudio, utilizando un asa recta. Se incuba de 18 a 24 horas a 37°C.
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2.8.5 Movilidad

Materiales
Medio SIM (H2S - Indol - Motilidad)

Se elabora el medio de acuerdo con las directrices de la casa
comercial. Se reparte en tubos de tapa roscaday se esteriliza a
121 °C durante 15 minutos.

Técnica

El medio se inocula con una asa rectay se incuba a 37°C durante
24 horas. Es necesario inocular el agar SIM mediante una picadura
en el centro, hasta la mitad o un centimetro antes del fondo.

Interpretacion

Se lleva a cabo un analisis macroscoépico del medio, observando
una regiéon de desarrollo difuso que se extiende desde la linea
de inoculacion, lo que se percibe como una evidencia positiva
de movilidad (Jurado et al., 2021).

2.8.6 Indol

Basado en jurado e insuasty (2021):
Materiales

» Medio SIM.
» Reactivo de Kovac's.

Técnica

El medio se inocula con una asa recta. Se deja en incubacién
durante 18 a 24 Horas a 37°C, tras este lapso se afiaden 5 gotas
de reactivo de Kovac's (Jurado et al., 2021).

Interpretacion

El surgimiento de un anillo rojo sefiala una evaluacién positiva
de indol.
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2.8.7 Produccion de acido sulfhidrico (H2S)

Materiales
Medio SIM - TSl y LIA
Técnica

Se Inocula, los medios mencionados anteriormente segun téc-
nicas descritas. Se incuba de 18 a 24 horas a 37°C.

Interpretacion

Se entiende que el no ennegrecimiento de los medios implica
una generacion de Hz2S negativa.

2.8.8 Utilizacion de Citrato

Materiales

Simmons Citrato Agar, que se elabora siguiendo las directrices
de la empresa comercial, se aplica en tubos de tapa rosca. Se
esteriliza a una temperatura de 121 °C durante 15 minutos. Pos-
teriormente, se inclinan.

Técnica

Se toma una colonia bien aislada con asa recta y se inocula la
superficie del medio y se incuba a 37°C por 24 Horas (Jurado,
et al., 2021).

2.8.9 Rojo metilo
Materiales

Caldo RM / VP

Se organiza siguiendo las directrices de la casa comercial. Se
reparte en tubos de tapa roscaday se esteriliza 2121 °C durante
15 minutos. Indicador rojo de metilo.
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Técnica.

El caldo RM/VP se introduce con el microorganismo en inves-
tigacién y se mantiene incubado durante 18 a 24 horas a 37°C.
Tras este periodo, se afiaden 4 gotas del indicador rojo de metilo
(Jurado et al., 2021).

Interpretacion.
Al afiadir el indicador, el medio adquire un tono rojo, lo que

sefiala una prueba favorable para la Prueba de Rojo del Metilo.

2.8.10 Prueba Voges Proskauer

Materiales

+ Caldo RM/VP
» Alfa Naftol 5%
¢« KOH 40%

Técnica

El Caldo RM/VP se inocula con el microorganismo a investigar y
se incuba a 37°C durante 18 a 24 horas. Después de concluir el
periodo de incubacion, se traslada1 mL del caldo RM/VP a un tubo
estéril, se afiaden 0.6 mL de alfa Naftol al 5% y 0.2 mL de KOH al
40%, exponiéndolo al oxigeno atmosférico (Jurado et al., 2021).

Interpretacion.

La prueba se considera negativa si no aparece un color rojo 15
minutos después de afadir el reactivo (Jurado et al., 2021).

2.8.11 Prueba de oxidasa.

La oxidasa es una enzima que facilita una reaccién de oxidacion/
reduccién en la que el oxigeno molecular (02) acepta electro-
nes. Como consecuencia de la reaccion, el oxigeno pasa a agua
o como peroxido de hidrogeno.

De acuerdo con Jurado e Insuasty (2021), la prueba de la oxidasa
se emplea como una caracteristica fenotipica para la identifi-
cacién de cepas bacterianas aerdbicas o facultativas aerodbicas.
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Esta prueba determina si la bacteria produce citocromo oxidasa,
lo que indica que utiliza oxigeno en la cadena de transporte de
electrones (Tabla 2).

Para esta prueba se utilizaran tiras impregnadas con BACTIDENT
OXIDASA (Dicloruro de nindimetil 1,4 fenil endiamonio 1-naftol)
(Jurado et al., 2021).

Técnica

Se extrae un fragmento de la bacteriay se estird en el borde de
la cinta. Deje pasar 60 segundos (Jurado et al., 2021).

Interpretacion
Prueba Positiva: Coloracion purpura en la tira.

Prueba Negativa: No hay cambio de color en la tira.

Tabla 2. Reacciones bioquimicas de algunas enterobacterias.

MICROORGANISMO A EVALUAR
PRUEBA . . Proteus Salmonella Klebsiella
Escherichia coli vulgaris typhi pneuminae
Gas + D - +
H2S - + + -
TSI A/A K/A K/A K/A
SIM Movilidad D + + -
Indol + + - -
H2sS - + + -
MRVP Pt}:)zgkzsuer ) ) ) ¥
Rojo de . . . )
metilo
Citrato - D - +
Urea - + - +
Lisina + - + +

Fuente. Laboratorio Lamer Cia Ltada (2006).
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2.9 Cineéetica de Crecimiento Microbiano

2.91 Introduccion

La cinética de crecimiento microbiano es una técnica muy utili-
zada por la ingenieria alimentaria y la biotecnologia, ayuda a co-
nocery a entender los mecanismos de crecimiento y le permite
cuantificar el proceso, por cuanto permite determinar la viabi-
lidad bacteriana (UFC/mL), ya que se determina con precision
la fase de latencia, la fase exponencial, la fase estacionariay la
fase de muerte de la bacteria. Ademas, permite calcular otros
datos muy importantes como lo son: el consumo de azucares,
produccion y consumo de proteinas, tiempo de duplicacién ce-
lular, velocidad especifica de crecimiento, fin de la fase logarit-
mica, rendimiento, entre algunas variables. Por lo tanto, en esta
seccion se proporciona informacién sobre los mecanismos de
reproduccidon bacteriana, asi como su uso en la determinacién
de caracteristicas, especificaciones y un andlisis de las ventajas
y desventajas de cada uno de ellos.

2.91.1 Crecimiento microbiano

El crecimiento es una consecuencia del aumento en el tamafio
de la célula, duplicacién del nucleo, divisién celular, division
citoplasmatica, que traen como resultado dos células hijas de
tamaifio idéntico y conteniendo los mismos elementos estruc-
turales y potencialidades (Ballesteros-Trujillo et al., 2018).

Algunos microorganismos como la levadura, y microorganismos
similares, muestran un comportamiento denominado gemacion
o botdn. Inicia con una pequefia protuberancia que aumenta de
tamanfo, para luego producir la divisiéon del nucleo y migrar hacia la
protuberancia. Luego de que crece lo suficiente se separay forma
otra célula idéntica a la madre (Ballesteros-Trujillo et al., 2018).

o o

*  Medicion del crecimiento microbiano. La mediciéon del cre-
cimiento celular en suspension se lleva a cabo con recuento
celular, masa celular o actividad celular. Se encuentran dos mé-
todos, el indirecto y el directo (Ballesteros-Trujillo et al., 2018).
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Métodos directos.

» Recuento de células en una camara.

» Peso seco celular.

» Determinacion DNA, proteinas totales o nitrogeno.
» Recuento de células en camara.

Métodos indirectos.

» Turbidez.

» Recuento en placa.

» Consumo de oxigeno.

» Recuento en filtro de membrana.
» Liberacion dioxido de carbono.

» Precursores radiactivos.

Absorcion. Si un rayo de luz colimado incide sobre
una particula suspendida, una parte del haz se refleja,
otra se dispersa, una fraccion es absorbida y el resto
se transmite. La nefelometria es un procedimiento
que mide la dispersion de la luz en una solucion de
particulas (Ballesteros-Trujillo et al., 2018).

Las técnicas basadas en la dispersion de la luz son las
mas empleadas para el monitoreo del crecimiento de
cultivos bacterianos. Aunque resultan herramientas
valiosas y eficaces, pueden generar resultados inco-
rrectos. Su principal utilidad radica en proporcionar
informacion relacionada con el peso seco, es decir, el
contenido macromolecular.

» Turbidimetria. Evalla la reduccion en la trans-
misién de luz causada por las particulas pre-
sentes en una suspensién y cuantifica la can-
tidad de luz que logra atravesarla.

Recuento microscopico. Se caracteriza por ser una téc-
nica comun, rapiday econdmica que usa equipamiento
de facil disponibilidad en los laboratorios de microbio-
logia. Los recuentos se efectuan en camaras de recuen-
to, aunque en ciertos casos se emplean muestras fil-
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tradas a través de membranas o teflidas con colorantes
fluorescentes, como el Naranja de acridina.

El recuento en camara presenta problemas de repro-
ducibilidad y dificultades debido a la adsorcién de
células en superficies de vidrio, lo que puede generar
errores en las mediciones. La dilucion de la muestra es
un factor critico, ya que afecta los resultados, aunque
puede minimizarse utilizando medios con alta fuerza
idnica, como solucién fisioldgica o un medio sin fuentes
de carbono. Lo mas empleado para este proceso son
las camaras de Hawkley y Petroff-Hausser. Ademas de
permitir el conteo microbiano, esta técnica proporcio-
na informacion sobre el tamafio y la morfologia de las
particulas analizadas (Ballesteros-Trujillo et al., 2018).

2.9.2 Objetivos

Determinar la cinética de crecimiento de Escherichia coli,
Lactiplantibacillus plantarum en caldo tripticasa de soya
TSB y en caldo MRS respectivamente.

Representar la curva de crecimiento del microorganismo con
la técnica de turbidimetria.

Se determinara la ecuacién de la fase exponencial, la dura-
cion de duplicacién celular y su coeficiente de correlacién.

2.9.3 Métodos

Cada grupo debe tener el siguiente material:

Erlenmeyer de 100 mL con 45 mL de caldo TSB y/o caldo MRS
a una temperatura de 36°C.

Tubo de ensayo con 5 mL de caldo TSB y/o caldo MRS inocula-
do con E. coliy Lactiplantibacillus plantarum respectivamente
(mantenido a 36°C), ajustado por la escala de Mac Farland.

8 tubos tapa rosca, estériles.

Micropipeta estéril de 1 mL.
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Pipeteadores automaticos.

Para uso de todos los grupos se debe tener:

Microscopio.
Espectrofotometro.

50 mL de TSB y/o caldo MRS estéril para realizar los tubos
blancos.

2.9.4 Procedimiento

Recuento por turbidimetria

a.

Primero, se ubica el filtro UV del equipo a 550 nm y se coloca
en cero con el tubo blanco (caldo TSB estéril y/o caldo MRS).

Se toman los tubos tapa roscay se marcan con los numeros
del 1 al 8.

Se toma el tubo con 5 mL de medio y se agregan al Erlen-
meyer con 45 mL de TSB y/o caldo MRS. Se Registra la hora
(t=0), enseguida se pipetea 6 mL en el tubo 1y se mide la
absorbancia (No) en el espectrofotometro.

Del preparado anterior, tomar 6 mL y pipetear en los tubos
restantes y se los lleva a incubacién a 36°C.

Se determina la densidad 6ptica (DO) del caldo presente
en cada tubo de tapa rosca. Se debe tener cuidado con la
cubeta del espectrofotémetro, dado que huellas dactilares
en la zona de lectura puede generar problemas de lectura.

Las mediciones se realizaran al tiempo cero (inicio de la fer-
mentacion o crecimiento, fase de latencia), a la hora, a las
4 horas, a las 8 horas, a las 12 horas, a las 16 horas, a las 20
horas y a las 24 horas.

2.9.5 Interpretacion

Con los datos, realice la curva de crecimiento para las dos (2)
bacterias, teniendo en cuenta como eje de las equis (x) el tiempo
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y como eje de las yes (y) el conteo bacteriano.

Determinar el valor del tiempo de duplicacién (g), velocidad es-
pecifica de crecimiento microbiano, fase exponencial, fase de
latencia, la fase estacionaria, la fase de muerte de la bacteria,
el consumo de azucares, producciéon y consumo de proteinas,
tiempo de duplicacién celular, velocidad especifica de creci-
miento, fin de la fase logaritmica, rendimiento y la ecuacion de
la recta en fase exponencial.

2.10 Evaluacion de Desinfectantes Usados en
la Industria Lactea y Carnica: Hipoclorito de Sodio

21041 Introduccion

Las actividades de limpiezay desinfeccidon en plantas y equipos
de la industria lactea se rigen por la NTC 5245 (2004), ratificada
por el Consejo Directivo el 25 de febrero de 2004. Esta norma
tiene una correspondencia modificada (MOD) respecto al British
Standard Code of Practice for Cleaning and Disinfecting of Plant
and Equipment Used in the Dairying Industry, BS 5305:1984, en-
focado en limpieza, desinfeccion e industria lactea.

Siempre que sea posible, los equipos deben estar diseflados
para facilitar su limpieza y desinfeccion, y se deben tomar to-
das las precauciones necesarias para mantenerlos en 6ptimas
condiciones. Contar con superficies limpias es fundamental
para garantizar la seguridad y calidad de los productos (NTC
5245, 2004).

Necesidad de tener superficies limpias

Los equipos después de su utilizacion se encuentran contamina-
dos con microorganismos y las condiciones del ambiente pueden
acelerar su crecimiento. Ante esta afirmacion, Torres-Arroyo et
al., (2021), mencionan que cuando existe un inadecuado proceso
de limpieza de los equipos y herramientas, y luego se somete
a un proceso de desinfeccion, se puede presentar lo siguiente:
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a. Los microorganismos presentes en los residuos de suciedad
pueden quedar protegidos tanto del contacto con desinfec-
tantes quimicos como, en cierta medida, de la acciéon del
calor (NTC 5245, 2004).

b. La eficacia de una solucién desinfectante quimica puede
disminuir si existe una acumulacién excesiva de suciedad.

c. La aplicacion de calor para desinfeccion puede endurecer
los residuos, haciendo que sean mas dificiles de eliminar en
futuros procesos de limpieza.

d. Los microorganismos que sobrevivan al calor o a los desinfec-
tantes quimicos pueden proliferar en residuos humedos (NTC
5245, 2004). Si el equipo permanece sin uso durante un tiempo
prolongado, existe el riesgo de una contaminacioén significativa.

La acumulacién de suciedad por inadecuada limpieza puede
incrementar los problemas cuando se vuelve comun. Por lo an-
terior, una eficiente limpieza permite una adecuada desinfeccién
de los equipos, instalaciones y herramientas (Wildbrett, 2000).

En la NTC 5245 (2004), se menciona que en la industria de pro-
ductos lacteos, los agentes desinfectantes pueden emplearse
solos o0 en combinacién con detergentes, formando soluciones
detergente-desinfectante. Es fundamental que ambos tipos
estén aprobados si se utilizan para desinfectar equipos desti-
nados a la manipulacion de leche y crema. Sin embargo, esta
restriccién no aplica a equipos utilizados en la elaboracién de
productos lacteos y helados de crema, aunque generalmente se
prefieren agentes quimicos aprobados (NTC 5245, 2004).

El hidroxido de sodio y el formaldehido (o formalina) pueden ser
empleados para usos especificos. La eficacia de los desinfec-
tantes aprobados depende de factores como la concentracién,
tiempo de contacto, temperatura, presencia de materia organica,
pH, dureza del agua, combinacidén con detergentes y tipos de
microorganismos (NTC 5245, 2004).

Los desinfectantes quimicos tienen una capacidad de penetra-
cion limitada, lo que permite que microorganismos presentes en
depositos de piedra de leche o grietas sobrevivan al tratamiento.
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Incluso residuos menos resistentes, como restos de leche seca,
pueden dificultar el contacto inmediato de los agentes quimicos
con los microorganismos. Sin embargo, el uso de desinfectantes
junto con detergentes compatibles permite realizar la limpieza
y desinfeccidén en una sola etapa (Wildbrett, 2000).

Los desinfectantes quimicos no son efectivos contra las espo-
ras bacterianas y no deberian confiarse en que erradiquen las
esporas de mohos (NTC 5245, 2004).

Cloro

De acuerdo con NTC 5245 (2004), las soluciones de hipoclorito
de sodio y los fosfatos trisédicos clorados pueden utilizarse
como desinfectantes por separado; ademas, el hipoclorito puede
mezclarse con detergentes apropiados para crear soluciones
de doble funcidn. Los agentes quimicos organicos que liberan
cloro, como el diclorodimetilhidantoinay el dicloroisocianurato
de sodio, suelen formularse junto con detergentes y se venden
en forma de polvo.

Una soluciéon de hipoclorito de sodio aprobada debe contener
entre el 8 % y el 12 % de cloro disponible durante su vida util
en estanteria. En términos practicos, se puede considerar que
tiene un 10 % de cloro disponible, lo que significa que diluir una
parte de hipoclorito aprobado en 1000 partes de agua genera
una solucion con aproximadamente 100 mg/L de cloro disponible
(NTC 5245, 2004).

El cloro disponible del hipoclorito y otros productos similares
reacciona rapidamente con la materia organica, como los resi-
duos lacteos, y se inactiva por esta accion. Sin embargo, bajo
condiciones de uso normales, el volumen y la concentracion de
la solucion son tales que la cantidad de suciedad en el equipo
no afecta significativamente su capacidad desinfectante. Sin
embargo, el almacenamiento de soluciones usadas puede dar
como resultado una reducciéon notoria en su potencia, excepto
con productos recomendados especialmente para uso repetido,
so6lo se deberian usar soluciones recién preparadas (Gallandat
et al., 2021).

Actualmente se utilizan los antisépticos y desinfectantes de
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manera rutinaria en medios de salud publica, sanidad, en medios
hospitalarios y domésticos.

De esta manera, un desinfectante ideal se caracteriza por ser
un germicida potente; dependiendo de su uso, debe ser de ac-
cién rapida o lenta y tener un espectro antimicrobiano por lo
general amplio. Se entiende siempre que el desinfectante debe
ser bactericida sobre todas las formas vegetativas y esporas de
bacterias, hongos principalmente.

Con respecto a su modo de accion, los desinfectantes actuan
como “envenenadores del protoplasma”, que implica la destruc-
cion de muchos de los constituyentes del protoplasma en los
microorganismos. Asi, éstos presentan muchas dificultades para
adaptarse a estas situaciones o presentar mutaciones que las
hagan resistentes (Jones et al., 2023).

2.10.2 Objetivos

* Evaluar la accion desinfectante del hipoclorito de sodio usado
en la planta piloto de lacteos o carnicos o en un laboratorio en
diferentes concentraciones sobre microorganismos patogenos.

 Determinar cudl es la relacidén existente entre la concen-
tracion del hipoclorito de sodio y el tiempo en el control de
microorganismos patégenos.

2.10.3 Materiales por grupo
Esta seccion se basa en los autores Jurado e Insuasty, (2021).

* 1tubo de ensayo con 10 ml de caldo nutritivo.

* 1tubo de ensayo con 10 ml de hipoclorito de sodio al 9%.
* 1tubo de ensayo con 10 ml de hipoclorito de sodio al 6%.
* 1tubo de ensayo con 10 ml de hipoclorito de sodio al 3%.
* 1tubo de ensayo con 10 ml de hipoclorito de sodio al 1.5%.
* 10 tubos de ensayo con 10 ml de caldo nutritivo cada uno.

» 15 cajas de Petri vacias estériles.
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10 pipetas estériles de 1 ml.
300 ml de Plate Count Agar fundido a 45°C.
Incubadora.

1 tubo con 10 ml de caldo nutritivo inoculado con bacterias
patégenas (E. coli, Clostridium perfringens, Salmonella typhi.)

2.10.4 Procedimiento

a.

Se preparan varias soluciones de hipoclorito de sodio con
concentraciones del 9%, 6%, 3% y 1.5%. Luego, se toman cua-
tro tubos de ensayo con caldo nutritivo, y a cada uno se le
agrega 1 ml de una de las soluciones preparadas. Por ejemplo,
a un tubo con caldo nutritivo se le afiade 1 ml de hipoclorito
al 9% y se agita. Después, se incorpora 1 ml de cultivo bac-
teriano patdégeno disponible, y se agita nuevamente. Este
proceso debe realizarse en duplicado.

Nota importante: Se debe utilizar el mismo cultivo bacteria-
no para todas las concentraciones de hipoclorito de sodio.

En el tubo testigo (sin hipoclorito de sodio), se aflade 1 ml
de caldo nutritivo y 1 ml del cultivo de bacterias patégenas
disponible, y se agita igualmente. Este paso también debe
hacerse por duplicado.

Después de tres minutos, se toma 1 ml del contenido de cada
tubo inoculado (caldo nutritivo + hipoclorito de sodio + culti-
vo bacteriano) con una pipeta estérily se coloca en una caja
de Petri estéril, usando la técnica de siembra en profundidad
con Plate Count Agar a 45°C. Se repite este proceso también
para el testigo.

Repita el procedimiento anterior a los 5y 20 minutos.

Incube a 37°C durante 24-48 horas. Luego, cuente las colonias
que han crecido en el medio de cultivo, teniendo en cuenta la
concentracién de hipoclorito y el tiempo de incubacién.

Finalmente, compare los resultados de los tubos con dife-
rentes concentraciones de hipoclorito con el tubo testigo
(sin hipoclorito de sodio).
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2.11 Antibiograma por el Método
de Kirby-Bauer

2111 Introduccion.

Un antibiético se define como una sustancia quimica produ-
cida por un microorganismo que tiene la capacidad de inhibir
el crecimiento de otros microorganismos. Los antibioticos que
han sido modificados quimicamente siguen siendo considera-
dos antibidticos. Un agente antimicrobiano es efectivo contra
microorganismos y puede ser producido de manera natural por
microorganismos o sintetizado en un laboratorio. EL término
"agente quimioterapico" se utiliza para describir tanto agentes
antimicrobianos sintéticos como naturales, y también se refiere
a sustancias que actuan sobre células humanas, como los inmu-
nomoduladores y los medicamentos antitumorales. Los términos
"agente antiviral" y "agente antimicotico" son mas especificos y
estan incluidos dentro del término general de agentes antimi-
crobianos (Yang et al., 2019).

El antibiograma es la prueba microbiolégica que se realiza para
determinar la sensibilidad de una colonia bacteriana a un anti-
bidtico o grupo de antibioticos (Yang et al., 2019).

El antibiograma, luego de realizado, proporciona la siguiente
informacion:

* El grado de sensibilidad de la colonia bacteriana a un
antibidtico especifico.

« Lavariacion en la sensibilidad de la colonia a diferentes
antibidticos.

Con base en estos datos, el efecto del antibidtico sobre la colonia
se clasifica como: Resistente (R), Intermedio (I) o Sensible (S).

2.11.2 Objetivos
* Analizar a través de la prueba de susceptibilidad a los anti-

microbianos la susceptibilidad de una cepa bacteriana que se
cree es la causante de una infeccién.
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2.11.3 Materiales por grupo

1tubo con 20 mL de caldo nutritivo inoculado con bacterias
patdgenas (E. coli, Clostridium perfringens, Salmonella sp.)

Sensidiscos de diferentes antibidticos
Agar MUueller-Hinton.
Pinzas estériles.

Cultivos de bacterias ajustadas a una misma concentracion
mediante la escala de Macfarland.

2.11.4 Procedimiento

Existen diversos métodos que pueden utilizarse para evaluar "in
vitro" la susceptibilidad de las bacterias a distintos antimicro-
bianos. En numerosos laboratorios de microbiologia clinica, la
prueba de difusion en agar se emplea de manera rutinaria para
bacterias de crecimiento rapido y algunas bacterias patogenas
dificiles de cultivar (Calpa-Yama et al., 2014).

Los microorganismos que se van a trabajar deben ser previa-
mente identificados como Gram positivos o Gram negativos
y en cultivo puro, libre de contaminaciones, y con una rotu-
lacién segun de muestra.

ELAgar MUeller Hinton debe ser preparado como minimo con
un dia de antelacidon para un mejor secado de las placas.

Se seleccionan entre 3y 5 colonias bien separadas y de mor-
fologia uniforme con cultivos de agar. Con un asa, se toma
una colonia de la parte superior y se transfiere al interior
de un tubo que contiene de cuatro a cinco mililitros de un
medio de cultivo adecuado, como el caldo Mueller-Hinton
(Calpa-Yama et al., 2014).

La bacteria en el cultivo se incuba a 36°C hasta que llegue
a la turbidez correspondiente al estandar de 0.5 McFarland
(generalmente entre dos y seis horas), lo que resulta en una
suspension con aproximadamente 1 a 2 x 108 UCF/mL.
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La turbidez del caldo se ajusta utilizando solucion salina es-
téril o caldo adicional para lograr una turbidez visualmente
comparable con el estandar de 0,5 McFarland.

Dentro de un tiempo 6ptimo de 15 minutos después de
ajustar la turbidez del in6culo, se sumerge un aplicador de
algodon en la suspension. El aplicador se rota varias veces
y se presiona firmemente contra la pared interna del tubo
para eliminar el exceso de in6culo (Clinical and Laboratory
Standards Institute [CLSI], 2024).

Luego, el indculo se rastrilla por el agar Muller-Hinton llevando
éste por toda la superficie. El proceso se repite 2 o mas veces,
rotando la placa unos 60°C después de cada aplicacion para
asegurar que el inéculo se distribuya de manera uniforme. Fi-
nalmente, se pasa sobre los bordes del agar (Espinoza, Y. 2010).

Las placas pueden mantenerse ligeramente abiertas durante
tres a cinco minutos, pero no mas de quince, para permitir
que el exceso de humedad en la superficie se evapore antes
de colocar el disco impregnado con la droga (CLSI, 2024).

Es importante evitar una alta densidad de in6culo. No se
deben usar caldos de cultivo de la noche anterior sin diluir
o0 indculos no estandarizados.

Los discos deben colocarse sobre la superficie del agar, pre-
sionandolos ligeramente para garantizar un buen contacto
con el medio. Los discos deben ser distribuidos uniforme-
mente y no colocarse a menos de 24 mm de distancia entre
sus centros. No deben colocarse mas de 12 discos en placas
de 150 mm o mas de 5 discos en placas de 100 mm. Dado
que algunos farmacos se difunden rapidamente, el disco no
debe moverse una vez que ha tocado la superficie del agar
(Calpa-Yama et al., 2014).

Las placas se colocan invertidas y se incuban a 36°C durante
15 minutos después de aplicar los discos. Es importante no
incubarlas en un ambiente con CO2, ya que la interpretaciéon
se realiza en aire ambiente, y el CO2 podria alterar conside-
rablemente el tamafio de las zonas de inhibicion de algunos
agentes (CLSI, 2024).
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Los discos empleados en este procedimiento deben se-
leccionarse en funcion del tipo de bacteria contra la que
se esta midiendo la sensibilidad, es decir, si son bacterias
Gram negativas o Gram positivas, el lugar de la infeccion y su
origen. También se elegiran los antibidticos representativos
de cada grupo de antimicrobianos utilizados en la practica
clinica (CLSI, 2024).

Tras 16 a 18 horas de incubacion, se examina cada placa. Las
zonas de inhibicién deben ser circulares y homogéneas en
una capa uniforme de crecimiento. Si se observan colonias
individuales, ésto indica que el indéculo estaba demasiado
diluido, por lo que la prueba debe repetirse (CLSI, 2024). Se
mide el diametro de la zona de inhibicion en mm, pasando
por el centro del disco. La placa se coloca a unos pocos cen-
timetros sobre un fondo negro no reflectante y se ilumina
con luz reflejada (CLSI, 2024).

El margen de las zonas debe definirse como el area sin cre-
cimiento visible. Si se detecta un crecimiento débil de pe-
quefas colonias en el borde de la zona de inhibicién con una
lupa, se debe ignorar. Sin embargo, si se observan colonias
dentro de la zona clara de inhibicion, éstas deben identifi-
carse y someterse a nuevas pruebas. En el caso de Proteus
sp., cualquier capa fina de poblaciéon en la zona de inhibicion
debe ser descartada. Para trimetoprim y las sulfonamidas, si
se presentan zonas de crecimiento leve, éstas no se toman
en cuenta, y se miden los margenes mas claros de la zona
para determinar su diametro. Cuando se usa medio suple-
mentado con sangre para probar Streptococcus sp., se debe
tener cuidado de medir la zona de inhibicidon y no la zona de
hemolisis (Calpa-Yama et al., 2014).

Las dimensiones de las zonas de inhibicion se interpretan
utilizando las tablas del National Committee for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS), que indican si los microor-
ganismos son susceptibles, intermedios o resistentes a los
antimicrobianos evaluados. Estas tablas se actualizan regu-
larmente (ver figura 44).
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Figura 44. Anribiograma por la técnica de Kirby Bauer.

2.11.5 Interpretacion

Esta seccion se realiza de acuerdo a la informacion del autor
Pinheiro, J. (2011).

+ Sensible: La categoria "sensible" significa que una infeccién
causada por una cepa puede ser tratada de manera efecti-
va con la dosis recomendada de un agente antimicrobiano
especifico para ese tipo de infeccion y especie (ver tabla 3).

* Intermedio: La categoria "intermedio" incluye aislamientos
de microorganismos que tienen una concentracion minima
inhibitoria (CMI) cercana a los niveles que se alcanzan en los
tejidos y en la sangre. En estos casos, la respuesta al trata-
miento puede ser mas lenta en comparacion con los aisla-
mientos susceptibles. Este grupo puede ser eficaz en areas
del cuerpo donde el medicamento se concentra fisiolégica-
mente, como en el caso de las quinolonas y los B-lactamicos
en la orina, o cuando se pueden usar dosis mas altas de un
medicamento, como en el caso de los B-lactamicos.

* Resistente: Las cepas resistentes no son afectadas por las
concentraciones normales de un agente antimicrobiano que
se alcanzan con las dosis usuales. Estas cepas pueden tener
una CMI dentro de un rango en el que existen mecanismos
especificos de resistencia (por ejemplo, para los B-lactami-
cos) y la eficacia clinica del tratamiento ha sido inconsistente
en los estudios realizados.
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Lectura

*+ Con unaregla de doble decimetro, se medira el diametro de
los halos de inhibicién de crecimiento alrededor de los dis-
cos. Estos deben ser medidos desde el fondo de la placay los
resultados se anotaran para ser comparados con las tablas
correspondientes. Se clasificara como sensible, resistente o
intermedio. EL borde de la zona de inhibicién se puede ver a
simple vistay generalmente esta claramente delimitado. Sin
embargo, existen tres excepciones:

* En el caso de las sulfamidas y el clotrimoxazol, pue-
den aparecer pequefas colonias dentro de la zona de
inhibicion, pero éstas no deben ser consideradas.

*+ Cuando se analiza la sensibilidad a la penicilina en
Staphylococcus productores de penicilinasa, puede
observarse un borde con dilatacion significativa en la
zona de inhibicion. Este borde es facil de identificar al
compararlo con las cepas testigo, y cualquier tamaiio

debe indicarse como resistencia.

* Algunas cepas de Proteus pueden dispersarse dentro
de las zonas de inhibicién, lo que no debe ser tenido

en cuenta.

Tabla 3. Interpretacion de la sensibilidad de las bacterias

ANTIMICROBIANOS

HALO DE INHIBICION (mm)

S | R
Acido Oxolinico (Oxolinato de Sodio) >>16 15-14 <<13
Amoxicilina >20 19-17 <16

Ampicilina +Colisina >11 10-sept <8
Josamicina >16 15-14 <13

Josamicina + Colicina >12 11-oct <9
Josamicina + Trimetoprim >16 15-nov <10

Oxitetraciclina + Colistina >12 11-oct <9
Penicilina >13 12-nov <10

VIRBAC do Brasil, Industria e Comercio Ltda. (1998).
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2.12 Cultivo y Coloracion de Hongos
(Lactofenol)

21241 Introduccion.

Los hongos forman un grupo de organismos con caracteristi-
cas distintivas, lo que les permite ser clasificados en un rei-
no independiente, denominado REINO FUNGI. Este reino esta
compuesto por cuatro phylum: Chytridiomycetes, Zygomycetes,
Ascomycetes y Basidiomycetes. Las células fungicas son euca-
riotas, estan compuestas por una pared celular que varia en
composicion quimica de acuerdo al grupo taxondmico; algunos
de constituyentes son: celulosa, glucano y quitina (Racioppo &
Guerrieri, 2025).

Por otra parte, Benitez-Campo y Bolafios (2018), indican que las
levaduras son hongos simples, mientras que los mas comple-
jos forman estructuras filamentosas multinucleadas conocidas
como hongos filamentosos. Estos filamentos, llamados hifas,
son la unidad basica de su cuerpo vegetativo y crecen solo en
su extremo, ramificandose peridodicamente para formar una red
denominada micelio. Los hongos tienen diferentes formas de
nutricién: parasitos, simbidticos o heterétrofos. Necesitan ma-
teriales organicos preformados, los cuales utilizan como fuente
de energia y para la sintesis celular.

Algunas caracteristicas morfolégicas, como el color y el pa-
trén de crecimiento, dependen del medio de cultivo empleado.
Las observaciones generalmente se realizan en medios como
Agar Papa Dextrosa o Agar Sabouraud. A nivel microscopico, los
hongos se pueden identificar por su organizacién celular y las
estructuras presentes. Macroscopicamente, un hongo puede
ser caracterizado segun la formay color de las superficies de la
colonia, asi como la altura del micelio, que puede ser algodonosa
0 aérea, granular o polvosa, afelpada o glabra.

+ Textura algodonosa: Se distingue por un micelio aéreo denso
y alto, con un aspecto similar al algodén (Benitez-Campo y
Bolafioz, 2018).
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+ Textura granular y/o polvosa: Se caracteriza por la facilidad
con que se desmenuza y por la abundante producciéon de
conidias. Aungue estos términos se usan a menudo de forma
intercambiable, la textura granular es mas rugosa, parecida
al azucar granulada, mientras que la textura polvosa tiene
un aspecto similar a la harina o el polvo (Benitez-Campo y
Bolanoz, 2018).

+ Textura afelpada: Se presenta con un micelio aéreo bajo,
dando la apariencia de felpa o terciopelo (Benitez-Campo y
Bolafioz, 2018).

+ Textura glabra o cerosa: No forma micelio aéreo, por lo tanto,
su superficie es lisa. Este tipo de textura es comunmente
observada en colonias de levaduras (Benitez-Campo y Bo-
lanoz, 2018).

La topografia se refiere a las irregularidades en la superficie de
la colonia, que usualmente se observan desde el anverso de la
caja, ya que el micelio generalmente cubre esta caracteristica.
Se describe como verrugosa, cerebriforme, rugosa o lisa.

* Topografia rugosa: Tiene pliegues irregulares que irradian
desde el centro de la colonia (Benitez-Campo y Bolafioz, 2018).

+ Topografia verrugosa o cerebriforme: Posee una superficie
delgada que se asemeja a la forma de un cerebro.

* Topografia lisa: Carece de irregularidades en su superficie.

El examen microscopico es clave para la identificacion precisa del
hongo. Al observar, es importante considerar el tipo de hifa (sep-
tada, aseptada, hialina o pigmentada) y la forma de las estructu-
ras reproductivas en sus estados anamoérfico o telemorfico. En
la fase anamorfica se observan estructuras como el conididforoy
las conidias, evaluando su tipo, color, tamafio y forma. En la fase
telemorfica, se analizan las esporas, las cuales se caracterizan
por su forma, tamafo, color y ornamentacion, elementos que ayu-
dan a definir el género y/o la especie del hongo (Benitez-Campo
y Bolafioz, 2018).

154



Capitulo 2. Practicas de Microbiologia General

2.12.2 Objetivos

Identificar las diversas estructuras o cuerpos reproductivos
de ciertos hongos.

Familiarizarse con el protocolo estandar para la observacion
e identificacion de hongos.

Aislar, sembrar y examinar los hongos presentes en diferentes
muestras.

Realizar la tincion con lactofenol para identificar las estruc-
turas de los hongos.

2.12.3 Materiales

Asas curvas y rectas.

Cajas de petri con medios de cultivo especifico para el cre-
cimiento de hongos (Agar Saboraud).

Cultivos de hongos diversos.

Muestras de materiales afectados por hongos.
Portaobjetos.

Cubreobjetos.

Azul de lactofenol.

Frasco para descartar porta y cubreobjetos.
Mechero.

Objetos y materiales tomados de la guia de laboratorio de
microbiologia de los autores Benitez-Campo y Bolafos (2018).

2.12.4 Metodologia

Descripcion e identificacion de las caracteristicas macroscopi-
cas de los hongos:

Examine las diferentes cajas de cultivo y registre la textura, la
topografiay el color observados en el anverso y reverso de cada
colonia. Anote estas caracteristicas en el cuadro proporcionado.
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2.12.4.1 Preparacion del microcultivo:

Tomado de la OMS (2005):

1.

Preparacion de reactivos y medios de cultivo: a. Solucion
glicerinada al 5% (5 mL de glicerina en 100 mL de agua). b.
Agar Sabouraud: Prepare el medio segun las instrucciones
del reactivo.

Prepare 6 cajas Petri (por equipo) de la siguiente manera:
Coloque una varilla de vidrio en forma de “U” dentro de cada
caja, encima de la cual coloque un portaobjetos y dos cu-
breobjetos, luego cierre la caja.

Esterilice las cajas Petri preparadas en una autoclave.

Esterilice el medio de cultivo, agua glicerinada, bisturi, pinzas
envueltas en papel, cajas Petri y pipetas en la autoclave a 15
lb/plg?, durante 15 minutos.

Bajo condiciones asépticas, vacie el agar en dos cajas Petri
(por equipo), aproximadamente 20 mL por caja.

2.12.5 Procedimiento para Microcultivo de Hongos.

Recopilado de la OMS (2005).

1.

En condiciones estériles, use un bisturi para cortar pequefios
trozos de agar de aproximadamente 1 cm x 1 cm.

Con las pinzas de diseccién, coloque un trozo de agar en
cada caja Petri sobre el portaobjetos.

Inocule los hongos por picadura en los cuatro lados del cua-
dro de agar (usando la muestra y aquellas proporcionadas
por el profesor), utilizando un asa estéril. Coloque un cu-
breobjetos sobre el agar con la ayuda de las pinzas estériles.

. Afada agua glicerinada estéril en cada caja Petri hasta cubrir

dos tercios de la varilla de vidrio. Luego, cierre las cajas.

Incube las cajas a 30°C a temperatura ambiente durante 3
a 7 dias, asegurandose de que las cajas mantengan un nivel
adecuado de agua glicerinada.
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Cultivo de hongos

De acuerdo con Garcia, M. (2015), el Agar Sabouraud es un me-
dio comunmente utilizado para aislar hongos de animales. Se
usa para el aislamiento y mantenimiento de hongos en tubos
inclinados. Debido a su composicion, favorece el crecimiento
exuberante de los hongos y su esporulacion. Es el medio es-
tandar para observar la morfologia tipica de los hongos, aunque
no es el mas adecuado para estudiar su esporulacién (Hageskal
et al., 2009).

Segun Cafiedo & Ames (2004), el objetivo de la siembra es aislar
o replicar los hongos para su uso inmediato o para mantener-
los viables a corto plazo. El aislamiento en cultivo puro implica
permitir que el hongo seleccionado crezca bajo condiciones que
favorezcan su desarrollo y esporulacién (ver figura 45).

Figura 45. Cultivo de Penicillium sp. en agar Saboraud.

Si es necesario, se acidifica el medio y se coloca una pequefa
cantidad del hongo que se va a sembrar. Esto se hace con una
aguja o un asa, ya sea mediante un toque sencillo o un rayado
continuo. Para la siembra, generalmente se utilizan placas, tu-
bos y frascos. Después de sembrar, se sellan las placas, tubos
y frascos, se registra la fecha y se incuban durante el tiempo
necesario hasta que el hongo haya crecido y esté esporulando
(Hageskal et al., 2009).

En el caso de las levaduras, se inoculan mediante estrias cruza-
das sobre la superficie de las cajas de Petri con agar Sabouraud,
de forma similar a como se inoculan las bacterias.
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Montaje de colonias de hongos con la técnica de la cinta adhesiva.

a.

g.

Coloque una gota de azul de lactofenol en el centro
del portaobjetos.

Tome aproximadamente 8 cm de cinta adhesiva transparente
entre los dedos pulgar e indice, con el adhesivo hacia fuera.

Presione suavemente el lado adhesivo de la cinta sobre la
superficie de una caja con crecimiento micelial.

Coloque la cinta con el lado adhesivo hacia abajo y pegada
sobre el portaobjeto con el colorante.

Observe el microscopio con los objetivos 10X y 40X.

Realizar este procedimiento para cada uno de los hongos
entregados para la practica.

Esquematice.

Montaje directo de micelio

Ponga una gota de azul de algoddn con lactofenol en el ex-
tremo de un portaobjetos. Con un asa de punta recta estéril,
tome una pequefia porcién de micelio de la zona mas ex-
ternay coldéquela sobre la gota de azul de lactofenol. Luego,
coloque el cubreobjetos y observe al microscopio (ver figura
46 y 47, tabla 4).

Figura 46. Microcultivo de hongos en agar Saboraud.
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Tabla 4. Interpretacion de la sensibilidad de las Bacterias

Aspecto Aspecto
dl . L. Esquema
macroscopico microscopico
Textura: Tipo de hifa:
Topografia: Tipo de conidia:
Color: Otros:

Figura 47. Textura algodonosa

Fuente: Bernal et al. (2008)

Los alimentos se caracterizan por poseer un alto contenido de
aguay una elevada actividad acuosa, condiciones que facilitan la
colonizacién por diversos microorganismos que pueden alterar
rapidamente sus propiedades nutricionales y sensoriales. En el
contexto de la zootecnia, es imperativo comprender que la cali-
dad de los productos de origen animaly sus derivados depende
directamente de su carga microbioldgica.

El control microbiolégico riguroso es la herramienta fundamental
para garantizar la inocuidad alimentaria, permitiendo identifi-
car agentes patdgenos que representan un riesgo para la salud
publicay animal. A través de las metodologias descritas en este
capitulo, se busca que el estudiante y el profesional puedan
evaluar de manera precisa la presencia de bacterias, hongos y
otros contaminantes en matrices alimentarias complejas
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Los conceptos de asepsia, desinfeccidn, la esterilidad y de
las practicas de saneamiento ambiental que se realizan en el
Laboratorio de Microbiologia Zootécnica, tanto en la preparacién
de medios de cultivo, esterilizaciéon de materiales y equipos y
en general, el cuidado en las diferentes técnicas de siembra
de microorganismos, han permitido tener un conocimiento
adecuado del control de los microorganismos, siendo la
esterilidad necesaria y permitiendo el control de cepas de
microorganismos resistentes.
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Procedimientos de laboratorio de Microbiologia Zootécnica

3.1 Analisis Microbiologico General

Los alimentos se caracterizan por tener un alto contenido de
agua, con una elevada actividad de la misma, por lo que los mi-
croorganismos tienden a colonizar facilmente este producto y
alterar de forma rapida su contenido (Weber & Schieber, 2023).

Objetivos

+ Determinar la calidad microbiolégica de los productos ali-
menticios de origen animaly sus derivados.

Las siguientes pruebas y procedimientos de esta seccién se
realizan en base a la informacién tomada de los autores Carrillo
y Audisio (2007).

3.1.1 Identificacion de bacterias Gram-positivas.

Las bacterias Gram-positivas se clasifican por el color que ad-
quieren después de aplicarles un proceso quimico denominado
tincion de Gram. Las bacterias Gram-positivas retienen la tin-
cion azul-violeta, mientras que las bacterias Gram-negativos se
decoloran y se tifilen de rojo. Este fendmeno se observa como
consecuencia de diferencias en la pared celular de la bacteria que
permite la retenciéon de la tincion en su interior (Choi et al., 2024).

Materiales y equipos

* Asade siembra.

e Cultivo bacteriano.

» Placa de Petri con agar chocolate.
* Microscopio.

* Papel secante.

* Alcohol 96°.

* Agua destilada.

* Colorantes de Gram (Cristal violeta, lugol, alcohol-acetona
1:1, safranina).

» Cristalizador y varillas de tincion.
* Portaobjetos.

162



Capitulo 3. Microbiologia de alimentos de origen zootécnico

Procedimiento

Como recomendacion, la cepa bacteriana debe ser preparada 24
horas antes con el fin de tener una colonia nueva para su iden-
tificacion. De igual manera, el ambiente de trabajo debe estar
estéril, con el fin de evitar la contaminacién cruzada.

1. Se realiza un frotis del microorganismo, para ello se toma
una gota pequefa de agua destilada y sobre ella con un asa
que previamente fue inoculada con la bacteria a evaluar se
realiza un extendido sobre el portaobjetos.

2. Luego se fija la muestra mediante calor a través del secado
del agua, teniendo en cuenta no exceder el mismo.

3. Enseguida se realiza la coloracion de Gram.

4. Finalmente se observan las bacterias al microscopio. Las
bacterias tefiidas de color violeta son Gram positivas y las
que tiflen de color fucsia seran Gram negativas.

3111 Prueba de catalasa. La prueba se fundamenta en la enzi-
ma catalasa, presente en la mayoria de las bacterias aerobias.
Esta enzima tiene la capacidad de descomponer el perdoxido de
hidrogeno en agua y oxigeno. La formacién de burbujas debido
al oxigeno liberado indica un resultado positivo en la prueba
(Jurado e Insuasty, 2021).

Materiales

* Peroxido de hidrégeno al 3%.
* Microorganismo en estudio (agar nutritivo).
* Portaobjetos.

Procedimiento

1. Se toma una pequefia muestra del microorganismo y se co-
loca sobre un portaobjetos.

2. Se afladen 106 2 gotas de peroxido de hidrogeno.

3. Si se forman burbujas, la prueba es positiva, como en el
caso de Staphylococcus sp., y negativa, por ejemplo, para
Streptococcus sp.
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3.1.1.2 Prueba de coagulasa. Se lleva a cabo en cocos Gram posi-
tivos y catalasa positivos, permitiendo asi diferenciar Staphylo-
coccus aureus de otras cepas de Staphylococcus.

Materiales

* Plasma de conejo con EDTA
* Microorganismo en estudio (agar nutritivo)
+ Caldo BHI

Procedimiento

-t
.

Se extraen 5 mL de plasma de conejo.
Se afladen 5 mL del cultivo puro.

La mezcla se incuba a 37°C durante 4 a 24 horas.

pow N

Si después de la incubacion se forman coagulos, la prueba es
positiva para S. aureus; si no se forma codagulo, se considera
S. epidermidis.

3.1.1.3 Coliformes. Se pueden dividir en Coliformes totales y
fecales. Estan presentes en diversos habitats como el agua, el
suelo, e incluso el tracto intestinal de los animales. En la indus-
tria alimentaria pueden usarse como indicador de problemas
sanitarios de bebidas y alimentos (Larrea-Murrell et al., 2013).

El primer paso es la dilucion de la muestra, ya que el elevado
y acelerado crecimiento poblacional dificulta la interpretacion
de los resultados. Al respecto, la NTC 4491-1 (2005), indica la
forma correcta de realizar este procedimiento.

Preparacion del diluyente
Materiales y equipos

+ Erlenmeyer de 1000 mL
* Mezclador
* Agua peptonada

Reactivos

* Peptonal1.0g
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* Cloruro de sodio 8.5
* Agua destilada desionizada 1000 mL

Procedimiento.Todos los reactivos se mezclan hasta obtener
una mezcla homogénea, en algunas ocasiones es necesario ca-
lentar el contenido para obtener una dilucién completa.

Luego de preparar el diluyente, se procede a realizar las respec-
tivas diluciones, desde 10" hasta 1073, por ejemplo.

Materiales y equipos

* Micropipetas esterilizadas de 1000 pL de volumen variable
* Puntas de micropipetas estériles
* Tubos de ensayo de tapa rosca estériles

Reactivos
* Agua peptonada al 0.1%
Procedimiento

1. La muestra debe estar en refrigeracion desde el momento
de su muestreo con el fin de evitar un incremento de los
microorganismos presentes.

2. Todo el material a utilizarse debe estar previamente esterilizado.

3. Dado que se realizara tres diluciones, se preparan 3 tubos de
ensayo con 9 mL de agua peptonada. Estos deben rotularse
de acuerdo con la dilucion respectiva 10,1072y 1073,

4. Como recomendacion deben realizarse los procedimientos
en un tiempo menor a 20 minutos.

5. Se toma un (1) mL de muestra, de acuerdo con el tipo de ali-
mento a utilizarse, y se deposita en el tubo rotulado como 10,

6. Del primer tubo (107" se toma 1 mL y se deposita en un se-
gundo tubo, el cual fue rotulado como 1072, Posteriormente
se realiza el mismo procedimiento, utilizando el tubo 102y
se deposita en el tubo 1073,

7. A partir de las anteriores diluciones se haran los analisis
microbiolédgicos respectivos.
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Flujograma

PREPARACION DE LAS MUESTRAS DE ALIMEN-
TOS PARA ANALISIS MICROBIOLOGICO

4

La muestra debe estar en refrigeracion des-
de el momento de su muestreo

ys

Todo el material a utilizarse debe es-
tar previamente esterilizado

ys

Usar 3 tubos de ensayo con 9 mL de agua peptonada y deben
rotularse de acuerdo con la dilucion respectiva 10,102y 1073

&

Recomendacién: deben realizarse los procedi-
mientos en un tiempo menor a 20 minutos

&

Se toma un (1) mL de muestra, de acuerdo con el tipo de ali-
mento a utilizarse, y se deposita en el tubo rotulado como 101

4

Del primer tubo (10-1) se toma 1 mL y se deposi-
ta en un segundo tubo, rotulado como 1072, Poste-
riormente, se realiza el mismo procedimiento, utili-

zando el tubo 102y se deposita en el tubo 1073
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4

A partir de las anteriores diluciones se ha-
ran los analisis microbiolégicos respectivos

4

Realizar la determinacién de Coliformes Totales y Fecales
Determinacion de coliformes totales y fecales. El procedimiento
se realiza de la siguiente manera:

Materiales y equipos

* Tubos de ensayo tapa rosca esteriles.
* Tubos Durham invertidos.

* Incubadora.

Reactivos

* Caldo verde bilis brillante.
Procedimiento (presuntivo)

1. Se afiaden 9 mL de caldo verde bilis brillante a 9 tubos de ensayo,
colocando un tubo Durham invertido dentro de cada uno.

2. Se pipetea 1 mL de cada dilucion (107, 102 y 1073), repitiendo el
proceso por triplicado, lo que da lugar a 3 muestras por dilucion.

3. Los tubos se incuban durante 48 horas a 37°C.

4. Después de la incubacién, se observa la producciéon de gas
dentro de los tubos Durham, lo que indica que la muestra es
positiva para coliformes totales.

Luego de este procedimiento, se realiza una prueba confirmativa
para Coliformes Fecales de la siguiente manera:
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Materiales

Tubos de ensayo tapa rosca estériles.
Tubos Durham invertidos.

Incubadora.

Reactivos

Caldo verde bilis brillante
Caldo triptona.
Reactivo de Kovac's

Procedimiento

1.

Se seleccionan los tubos positivos de la prueba presuntiva
para Coliformes totales. De los cuales se toman 3 a 5 gotas
de cada uno de ellos y se las deposita en caldo verde bilis
brillante y en caldo triptona. Es importante rotular los tubos
con la dilucion respectiva que se esta trabajando.

Los tubos se incuban en bafio maria a 44.5 °C durante 24 horas
para el caldo verde bilis brillante y a 37°C para el caldo triptona.

Después de la incubacion, se identifican los tubos que pre-
senten produccién de gas.

. Se registran los tubos con produccion de gas y se revela el

caldo triptona utilizando el reactivo de Kovac’s. Luego, se
agita suavemente y se observa la formacién de un anillo rojo
en la superficie si el tubo es positivo; si el tubo es negativo,
no se observa ningln cambio (Calpa-Yama et al. 2014).
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Figura 48. Prueba presuntiva para coliformes totales

Fuente: Magallanes et al. (2016)
Interpretacion

Se consulta la tabla del NMP (NUumero Mas Probable) para obte-
ner el resultado basado en la cantidad de tubos positivos, tanto
para los coliformes totales, conforme al resultado de la prueba
confirmatoria, como para los coliformes fecales, segun el caldo
brillante y el caldo triptona incubados a 44.5°C (ver Tabla 5).

» La lectura se realiza en funcion del NMP de la tabla. Para
calcular el NMP de los microorganismos por gramo o mililitro,
se emplea la siguiente formula:

NMP de la tabla * factor de dilucién intermedio
100

NMP/g 6mL =
Fuente: The International Commission on Microbiological Specification for Food (ICMSF).

a. Los tubos positivos de la prueba confirmativa, se deben
sembrar por estria, tomando una asada de cada uno de los
tubos en la superficie de la placa de agar EMB (Eosina azul
de metileno).

b. Llevar a incuabicion las cajas de petri en forma investida a
una temperatura de 37°C por 24 horas.
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c. Después de este periodo, se realizan las mediciones de las
colonias habituales de coliformes, las cuales muestran un
resplandor verde metalico.

d. Finalmente se aislan las colonias con estas caracteristicas y
también mediante la comprobacion por coloracién de Gram
para realizar su identificacion bioquimica de género y especie.

Tabla 5. Numero mas Probable (NMP).

A NMP A NMP
0 1 0 0,18 5 0 0 2,3
1 0 0 0,2 5 0 1 31
1 1 0 0.40 5 1 0 33
2 0 0 0,45 5 1 1 4,6
2 0 1 0.68 5 2 0 4,9
2 1 0 0.68 5 2 1 7.0
2 2 0 0.93 5 2 2 9,5
3 0 0 0,78 5 3 0 7,9
3 0 1 1,1 5 3 1 11
3 1 0 11 5 3 2 14.0
3 2 0 14 5 4 0 13
4 0 0 13 5 4 1 17.0
4 0 1 1,7 5 4 2 22
4 1 0 1.7 5 4 3 28
4 1 1 2.1 5 5 0 24
4 2 0 2.2 5 5 1 35
4 2 1 2.6 5 5 2 54.0
4 3 0 2.7 5 5 3 92.0
5 5 4 1600

Food & Drug Administration Center for Food Safety & Applied Nutrition (2000).
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3.1.2 Recuento de mesofilos aerobios

Microorganismos que reflejan el grado de contaminacién de
los alimentos como consecuencia de problemas en el proceso
de elaboracién y manipulacién. El procedimiento se basa en la
norma técnica colombiana NTC 4519.

Para ello, se utilizan las diluciones observadas en el procedi-
miento anterior:

1.

Transferir 1 mL de cada una de las diluciones 10" a 103 en
duplicado a cajas de Petri estériles, previamente etiquetadas.

Inmediatamente, verter el agar cuenta gérmenes fundido
(Plate Count Agar) en las cajas, manteniéndolo a una tem-
peratura de 45°C.

Luego, mezclar el indculo con el medio fundido; la forma mas
adecuada de realizar esta operacién es moviendo suavemen-
te la caja en un movimiento circular en diferentes direcciones
(en el sentido de las agujas del reloj, en sentido contrario a
ellas y, finalmente, de arriba hacia abajo hasta que el medio
se solidifique).

Invertir e incubar las cajas de Petri a 37°C durante 24 horas.

Los resultados se expresan de la siguiente manera: se reali-
za en una dilucion de 102y el resultado fue de 148 UFC/mL
(Unidades Formadoras de Colonias por mililitro o por gramo
de alimento), el recuento sera de 14800= 1.48 x 104. Si el re-
cuento fue 234, se expresaria asi: 23400= 2.34 x 104.

De igual manera, existen comercialmente pruebas para una
deteccion rapida de mesofilos aerobios como lo son las
placas Peel Plate o Petrifilm® permiten un recuento rapido
y preciso de las UFC/mL o g, de diferentes alimentos inclu-
yendo muestras de agua.

3.1.3 La familia Enterobacteriaceae

De acuerdo con Jurado e Insuasty (2021), esta familia es crucial
para la industria de alimentos, pues facilita la identificacién del
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nivel de contaminacion de un producto. Este grupo incluye a
E. coli, uno de los microrganismos mas estudiados por su ca-
pacidad para causar enfermedades en ciertas cepas y que se
encuentra en los alimentos, incluyendo los derivados carnicos.
A continuacion, se describe el procedimiento para identificar a
esta familia de microorganismos (Jurado-Gamez et al., 2019).

Prueba de TSI

Materiales

* Agar TSI (Triple Sugar Iron o Triple Azucar Hierro).
* Cultivo del microorganismo a evaluar.
Procedimiento

6. Preparar el agar TSI segun las indicaciones del fabricante y
distribuirlo en tubos estériles de 16 x 10 mm con tapa rosca.
Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos y luego
inclinar los tubos.

7. Inocular el microorganismo en estudio usando un asa recta,
puncionando el medio en el centro hasta el fondo del tubo y
realizando estrias en la superficie. Incubar durante 24 horas
y luego proceder con la interpretacion.

Movilidad
Materiales
Medio SIM (H2S - Indol - Motilidad)

1. Se prepara el medio de acuerdo con las instrucciones de la
casa comercial y se inocula con el cultivo a investigar.

2. Se lleva a incubacion por 24 horas a 37°C.

3. Se lleva a cabo un examen macroscépico del medio, obser-
vando una area de crecimiento difuso que se extiende desde
la linea de inoculacién, lo cual se interpreta como una prueba
positiva de movilidad.
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Descarboxilasas
Materiales

» Medio LIA Descarboxilasa de Mueller
e Cultivo a evaluar

Procedimiento

1. Se prepara el medio siguiendo las indicaciones del fabricante,
se distribuye en tubos con tapa rosca, se esteriliza a 121°C
durante 15 minutos y luego se inclina.

2. El medio debe incubarse con el cultivo de microorganismos,
realizando una doble puncién y estriando la superficie, para
luego incubarlo entre 18 y 24 horas a 37°C.

3. La reaccion positiva se observa como descarboxilacion, in-
dicandose con el resultado K/K.

Ureasa

Materiales

* Medio LIA Descarboxilasa de Mueller
e Cultivo a evaluar

Procedimiento

1. Preparar el medio conforme a las indicaciones del fabricante,
agregar el indicador y distribuirlo en tubos con tapa rosca.

2. Esterilizar los tubos a121°C durante 15 minutos y luego inclinarlos.

3. Inocular el medio con un asa del cultivo a estudiar y llevar a
incubacién por 18 a 24 horas a 37°C.

Indol
Materiales

« Medio SIM

« Reactivo de Kovac's
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Procedimiento

1. Preparar el medio siguiendo las instrucciones del fabricante.
Inocular el cultivo utilizando un asa recta.

Incubar durante 18 a 24 horas a 37°C, y luego afadir 5 gotas
del reactivo de Kovac's.

4. La formacion de un anillo rojo indica un resultado positivo
para indol.

Produccion de acido sulfhidrico (H2S)

Materiales

* Medio SIM
+ Medio TSI
*+ Medio LIA

* Cultivo de microorganismos
Procedimiento

1. Se preparan todos los medios siguiendo las indicaciones del
fabricante y se inoculan con los cultivos a evaluar.

2. Se incuban durante un periodo de 18 a 24 horas a 37°C.

3. Laausencia de ennegrecimiento en los medios se interpreta
como una produccion de H2S negativa.

Utilizacion de Citrato
Materiales

* Agar Citrato de Simmons

* Cultivo de microorganismos
Procedimiento

1. El medio Agar Citrato de Simmons se prepara siguiendo las
indicaciones del fabricante, se distribuye en tubos con tapa
de rosca, se esteriliza a 121°C durante 15 minutos y se coloca
en posicion inclinada.
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La inoculacion del medio se realiza con el cultivo utilizando
un asa recta, seguida de una incubacién a 37°C por un pe-
riodo de 24 horas.

Rojo metilo

Materiales

Caldo Rojo de Metilo (RM)

Cultivo de microorganismos en estudio

Procedimiento

1.
2.

Se elabora siguiendo las indicaciones del fabricante.

Se dispensa en tubos con tapa de roscay se somete a este-
rilizacién a 121°C durante 15 minutos.

El caldo se inocula con los microorganismos en estudio y se
incuba entre 18 y 24 horas a 37°C.

. Unavez finalizado el tiempo de incubacion, se afaden 4 go-

tas del indicador rojo de metilo.

. Alincorporarse el indicador, el medio adquiere un color rojo,

lo que sefiala un resultado positivo para la Prueba de Rojo
de Metilo.

Prueba de Rojo de Metilo Voges Proskauer (RMVP)

Materiales

Caldo RM/VP

Alfa Naftol 5%

KOH 40%

Cultivo de microorganismos

Procedimiento

1.

2.

El caldo se prepara siguiendo las instrucciones del fabricante.

Se inocula con el microorganismo en estudio y se incuba a
37°C por un periodo de 18 a 24 horas.
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3. Al concluir laincubacion, se transfiere 1 mL del caldo a un tubo
estéril, luego se afladen 0.6 mL de alfa-naftolal 5%y 0.2 mL de
KOH al 40%, permitiendo su exposicién al oxigeno atmosférico.

4. Se considera negativo el test si no adquiere un tono rojo a
los 15 minutos de afadir el reactivo.

Prueba de oxidasa. La evaluacion de la oxidasa se emplea como
un rasgo fenotipico para identificar cepas de bacterias aerdbicas
o facultativas aerdbicas. Esta prueba establece si la bacteria ge-
nera citocromo oxidasa (y, en consecuencia, emplea oxigeno en la
cadena de transmisién de electrones).

Materiales y equipos

e Tiras con BACTIDENT OXIDASA (Dicloruro de nindimetil 1,4
fenil endiamonio 1-naftol).

* Cultivo de microorganismos
Procedimiento

1. Se toma una muestra de la bacteriay se extiende sobre el bor-
de de la tira reactiva. Luego, se espera durante 60 segundos.

2. Elresultado se considera positivo si la tira adquiere una co-
loracién purpura, mientras que se considera negativo si no
se observa ningun cambio de color.

3.1.4 Identificacion de Escherichia coli.

La OMS (2005) manifiesta que es un huésped comun del in-
testino de los humanos y de los animales y que, en ocasiones,
por mala higiene en los alimentos, puede presentar problemas
toxi-alimentarios. El incremento de problemas por este tipo de
microorganismos corresponde a una alerta en la salud publica.
Por ello, es importante su verificacién en los alimentos. Para
su identificacion se utiliza la prueba de Peel Plate® o Petrifilm
(Agrolechero, 2018).

Materiales y equipos

*  Prueba Microbiana Peel Plate® EC

176



Capitulo 3. Microbiologia de alimentos de origen zootécnico

Procedimiento
1. Se toma la pruebay se retira la etiqueta superior.

2. Se maceran 10 g de la muestra y se colocan en un vaso de
precipitados con 10 mL de agua destilada.

Se pipetea 1 mL de la muestra.
La prueba se sella nuevamente con la etiqueta.

Se incuba a 35°C durante 40 horas.

o o »p oW

El conteo de colonias se realiza de la siguiente manera: los
puntos rojos indican la presencia de coliformes, mientras
que los de color azul, purpura o negro corresponden a E. coli.

3.1.5 Staphylococcus aureus.

Este microorganismo es muy importante para la industria ali-
mentaria, con mayor presencia en aquellos productos carnicos
gue requieren mayor manipulacion en su preparacion (Salina
et al. 2018). En los ultimos aflos ha tomado mayor importancia
este microrganismo por los problemas de salud publica (Jurado,
et al,. 2021). Uno de los procedimientos que puede utilizarse
en su identificacion se basa en la metodologia propuesta por
Agrolechero (2018).

Materiales
* Prueba Peel Plate®.
Procedimiento

1. Se toman 5 g de carne, se maceran y se mezclan con 5 mL
de agua destilada. Luego, se extrae 1 mL de la mezclay se
deposita en la prueba de platos (Peel Plate).

2. La prueba se incuba a 38°C durante 24 horas.

3. Laevaluacién consiste en identificar la presencia de colonias
en el medio de cultivo, las cuales presentan un color violeta
con un centro blanco, indicando un resultado positivo.
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Esta prueba se lleva a cabo utilizando Peel Plate®, un método
basado en agar selectivo de Baird Parker y sustratos enzima-
ticos colorimétricos multiples, que favorecen el crecimiento e
identificacion visual de Staphylococcus aureus.

3.1.6 Salmonella sp.

Tiene una alta capacidad de transmisién para el ser humano, por
lo que se considera un problema de salud publica. El reservorio
de esta especie son las aves de corral, los bovinos y los cerdos,
por lo que es importante su evaluacion en este tipo de carnes
y productos derivados (Ehrhardt et al., 2023).

Materiales y Equipos

+ Caldo Rappaport-vassiliadis con soja (caldo RVS).
+ Agar xilosa lisina desoxicolato.
* Agua peptonada.

* Caldo Muller Se deben seguir las instrucciones del laboratorio
para su preparacion.

« Agar nutritivo (AN)

* Agar triple sugar iron (TSI)

» Agar urea (segun Christensen)
* Caldo lisina decarboxilasa

* Reactivo para la deteccién de O-galactosidasa (o discos si-
guiendo las instrucciones del fabricante)

* Reactivos para la reaccion de Voges-Proskauer (VP)
* Reactivos para la reaccion de Indol

» Agar nutritivo semisolido

« Solucidn salina fisiologica 6

e Kit de pruebas bioquimicas capaz de identificar Salmonella
spp. (ej.Galeria APl 20 E, bioMerieux)

* Sueros: existen distintos tipos de sueros disponibles que
contienen anticuerpos para uno o varios antigenos O.

« Estufa de esterilizacion
« Autoclave
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Horno o cabina de secado, ventilada por conveccion, capaz
de operar entre 37°C y 55°C

Estufa de incubacion a 37°C £ 1°C

Bafo de agua o estufa de incubaciéon a 41.5°C £ 1°C

Bafio de agua capaz de operar entre 44 a 47°C

Bafio de agua a 37°C + 1°C

Ansa de platino o niquel de aprox. 3 mm de diametro o 10 pl.

Potenciometr calibrado con exactitud de 0.1 unidad de pH a
20°C a 25°C.

Pipetas graduadas o automaticas de 10 mL y 1 mL de capaci-
dad nominal, graduadas en 0.5 mLy 0.1 mL respectivamente.

Tubos o frascos de capacidad apropiada.

Placa de Petri de vidrio o plastico de 90 a100 mm de diame-
troy de 140 mm de diametro.

Procedimiento

1.

Preenriquecimiento. Se usa agua peptona bufferda (BPW)
como suspension inicial. Si la cantidad a analizar es mayor
de 25 mL se realiza el ajuste con regla de tres.

Enriquecimiento selectivo. Transferir 01 mL del cultivo a un
tubo con 10 mL de caldo RVS e incubar a 41.5°C % 1°C por 24
horas. Después, transferir 1 mL del cultivo a un tubo con 10
mL de caldo MKTTn e incubar a 37°C durante 24 horas.

2. Aislamiento e identificacion.

a. Tomar una muestra de los cultivos previos (RVS y MK-
TTn) y hacer estrias en placas de agar XLD.

b. Utilizar placas de Petri grandes o dos de tamafo pe-
quefo, usando la misma asa. Incubar las placas de XLD
a 37°C durante 24 horas y el segundo agar selectivo
segun las instrucciones del fabricante (Benitez-Campo
y Bolafioz, 2018).

c. Después de la incubacion, examinar las placas para
identificar la presencia de colonias tipicas de Salmo-
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nello y posibles colonias atipicas que podrian corres-
ponder a Salmonella (Benitez-Campo y Bolafioz, 2018).

* Nota: las colonias tipicas de Salmonella en el agar XLD son
transparentes, del mismo color que el medio, con un centro
negro. Las colonias de Salmonella H2S negativo (por ejemplo,
S. Paratyphi A) en el XLD son rosadas con un centro rosa
oscuro, mientras que las colonias de Salmonella lactosa
positivas son de color amarillo, con o sin centro negro
(Benitez-Campo y Bolafioz, 2018).

3.1.7 Esporas de Clostridium sulfito reductor

Este microorganismo se encuentra principalmente en el sueloy
los intestinos de humanos y de animales. Puede causar diferen-
tes tipos de enfermedades en distintos grados de severidad. Los
brotes de esta enfermedad se deben en su mayoria al consumo
de carnes y sus derivados, aunque pueden contaminar otros
alimentos (Rodriguez-Arzave et al., 2018). El procedimiento se
encuentra basado en las guias de la secretaria de salud del de-
partamento del Meta (2004).

Materiales y equipos

* Incubadora a 35°C +1°C

* Tubos tapa rosca de 150 x 15 mm estériles

» Jarra de anaerobiosis.

« Bafo Maria 80°C

* Medios de cultivo y reactivos

* Agar SPS (Agar Sulfito- Polimixina - Sulfadiazina)

+ Kit de generacién de condiciones de anaerobiosis Anaero-
genTM (Oxoid).

» Cepa de Referencia (Clostridium perfringens ATCC 13124, E.
coli ATCC 25922)

Procedimiento
Controles y curvas de calibracion

» Control positivo: Se inocula la cepa Clostridium perfringens
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ATCC 13124 en Agar Plate Count. Luego, con un asa estéril,
se toma una muestra y se inocula mediante puncién en un
tubo con Agar SPS (Agar Sulfito-Polimixina-Sulfadiazina).
Posteriormente, se incuba en una camara de anaerobiosis a
35°C +1°C durante 24, 48 y 72 horas.

* Control negativo: Se sigue el mismo procedimiento descrito
anteriormente, con la diferencia de que la cepa utilizada es
E. coli ATCC 25922,

Preparacion de la muestra

1. Se realizan diluciones seriadas hasta 1072 en una cabina de
flujo laminar.

2. Se pipetea1 mL de cada dilucion en tubos estériles y se co-
locan en un bafo de Maria a 80°C durante 10 minutos. Luego,
se retiran y se enfrian rapidamente con agua corriente.

3. Se afiaden 9 mL de Agar SPS a los tubos mediante siembra
en profundidad, se agitan y se dejan solidificar.

4. Se incorpora una segunda capa de medio y se deja solidi-
ficar nuevamente.

5. Los tubos se colocan en una camara de anaerobiosis y se
incuban a 35°C *1°C durante 72 horas.

Lectura de resultados

a. Se recomienda observar los tubos a las 24, 48 y 72 horas, ya
gue los microorganismos pueden producir H,S (acido sulfhi-
drico) a las 24 horas, lo que oscurece el medio de cultivo y
dificulta su lectura.

3.1.8 Identificacion de Listeria sp.

La Listeria monocytogenes es un problema para la industria ali-
mentaria como consecuencia de la ubicuidad y resistencia que
tiene a los distintos tratamientos, ya sean fisicos, quimicos o
biolégicos. Junto a lo anterior, tienen la capacidad de desarro-
llarse en distintas superficies lo que incrementa la capacidad de
contaminar los alimentos (Jurado Gamez & Fajardo Argoti, 2017).
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Materiales

» Tiras de Listeria
* Cultivo de Listeria
* Medio enriquecedor

Procedimiento
Preparacion del medio

1. Se prepara el medio de cultivo para Listeria disolviendo 53
g del medio especificoy 1 g de suplemento en 1L de agua
estéril a 30°C. Este medio puede utilizarse hasta 5 horas
después de su preparacion y, si se mantiene refrigerado,
hasta 24 horas.

2. Se pesan 25 g de muestra en una bolsa Stomacher, se afa-
den 225 mL del medio preparado a 30°C, se agita durante 30
segundos y se incuba durante 40 horas a 30°C.

3. Para prolongar su vida util, los medios pueden ser esterilizados
en autoclave y conservarse refrigerados hasta por 2 semanas.

Enriquecimiento de la Muestra

Se pesan 25 g de la muestra en una bolsa Stomacher.

Se agregan 225 mL del medio previamente calentado a 30°C.
Se agita la bolsa en el Stomacher durante 30 segundos.

Se incuba a 30°C durante 40 horas.

Se coloca la tirilla de deteccién y se procede a la lectura.

oo s wN

La presencia de una doble linea en la tirilla indica un resul-
tado positivo para Listeria.

3.2 Antibioticos en Carne

Determinacion de Antibidticos. La presencia de antibidticos en
los alimentos es un problema constante para los sistemas de
produccion animal, dado que el mal uso de estos medicamen-
tos trae como consecuencia un incremento en la resistencia de
los microorganismos. A pesar de prohibirse su uso en muchos
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paises, su utilizacion fuera de la norma hace que se continte
evaluando su presencia en los alimentos, con el fin de garantizar
productos de alta calidad.

Para el caso de los carnicos una alternativa es el kit Kidney In-
hibition Swab (KIS), que es una prueba de inhibicién simple para
analizar una seria de antibioticos (Agrolechero, 2018). A conti-
nuacién, se presenta su usoCharm Sciences (2015):

Materiales y equipo

Test KIS

Lector de antibidticos
Termdmetro

RifAidn o higado (20 g)

Procedimiento

1.

2.

Se toma el Test KISy se desenrosca la tapa que se encuentra
en la parte superior.

Al visibilizarse el hisopo, este se impregna con la muestra
(rindn o higado).

El test (con el hisopo impregnado) es introducido en el lector
de antibioticos que viene disefiado especialmente para todos.

En forma paralela, se debe colocar el lector (equipo) debe
ponerse a calentar antes de colocar la muestra.

El lector debe precalentarse hasta alcanzar una temperatura
de 64°C, la cual debe confirmarse con un termdmetro externo.

El test se coloca en el lector y se deja durante un periodo de
2 horas y 30 minutos.

La prueba se considera finalizada cuando el hisopo cambia
de color.

El color puede variar de color café oscuro hasta violeta,
entre mayor el color violeta mas presuncion de la presencia
de antibiodticos.
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3.3 Antibioticos en leche.

Los antibioticos son un tema preocupante para la industria lac-
tea, debido a un mal uso de este tipo de productos. La ciencia ha
demostrado que la presencia de antibidticos en la leche se en-
cuentra asociada de forma positiva con la presencia de mastitis
en los sistemas de produccion, dado que estos medicamentos
son utilizados para su control (Jurado-Gamez et al., 2019).

Técnica Beta s.t.a.r. Es un test basado en un receptor para la
determinacién rapida de antibioticos B-lactamicos (penicilina,
ampicilina, etc.) en leche, utilizados de manera extensiva en
la prevencion y tratamiento de enfermedades del ganado de
industrias lacteas, especialmente la mastitis (Sanchez et al.,
2016). El test consiste en un receptor de B-lactamicos ligado a
particulas de oro.

La incubacioén principal del receptor con leche que contiene an-
tibidticos dara como resultado la interaccion de los antibidticos
con el receptor. En una segunda fase, la solucion es transferida a
un medio inmunocromatografico. La primera banda de este medio
capturara todos los receptores, que no han interactuado con nin-
gun antibiotico durante la primera incubacién (Agrolechero, 2018).

La segunda banda del medio inmunocromatografico sirve con
una tira de referencia (tira control).

Materiales

* Equipo Rosa incubators
Procedimiento

Segun Sanchez et al., (2016):
1. Saca el kit del frigorifico.

2. Retirar un vial individual con el receptor y golpear suave-
mente la base del vial contra una superficie dura para que el
contenido se desplace hacia el fondo del vial.

3. Quitar el selloy el tapdn de goma del vial del receptor.
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Poner una punta limpia en la jeringuilla.

Bajar completamente el embolo de la jeringuilla e introducir
la punta de ésta1cm en la muestra de leche, para tomar 0.2
mL de leche.

Transferir la leche de la jeringuilla al vial bajando lentamente el
émbolo. Asegurarse de la total transferencia. Se coloca el tapdn
y se agita de forma suave hasta disolver el material sélido.

Poner el vial en el incubador pre-calentado. Incubar durante
3 minutos a 47.5°C.

Tras 3 minutos de incubacidn, abrir el envase blanco, tomar
una tira de lecturay colocarla dentro del vial, asegurandose
de que las flechas de la tira apunten hacia la parte inferior
del vial en incubacién. Continuar la incubacién a 47.5°C y
cerrar el envase blanco.

Después de una incubacién adicional durante 2 minutos,
sacar la tira del vial y realizar la lectura inmediatamente. La
tira puede ser guardada.

Si la primera banda tiene una intensidad cercana o menor
que la banda de referencia, la muestra es interpretada como
positiva. Si no aparece la primera banda, la muestra es in-
terpretada como altamente positiva (ver figura 49).

Figura 49. Determinacidn de antibiéticos en leche.
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Recuento de Células Somaticas (RCS/mL). La leche, tanto por
animal como por hato, puede analizarse determinando el RCS.
La literatura indica que recuentos mayores a 200.000/mL su-
giere una prevalencia de mastitis en el hato (Charms, 2019). Los
valores de RCS son un indicador de la inflamacién de la ubre,
por lo que el valor de recuento citado anteriormente puede ser
modificado por otras caracteristicas como la edad del animal
y el estatus sanitario del hato. Por ello, la industria ha creado
un kit de facil manejo y rdpido obtencién de resultados (ver
figura 43). En el presente texto colocamos a su consideracion
su metodologia. Aunque se debe recalcar que el Gold Standar
de la determinacion es el citometro de flujo, y el método que
proponemos es rutinario para facilitar el manejo, dado que el
anterior tiene mayores costos que el productor no puede asumir
(Agrolechero, 2018).

Materiales

+ Kit Porta PortaSCC®
* Lector digital marca PortaSCC®

Procedimiento

1. Con ayuda de una pipeta se toma una muestra de leche y se
agrega una gota en el pocillo de la tirilla hasta que la absorba
totalmente. La tirilla se lleva a un lugar con restriccién de luz.

2. Finamente se espera 45 minutos y se procedera a realizar la
lectura con el lector digital.

Interpretacion

Luego de transcurridos los 45 minutos se estima el nUmero de
células somaticas contrastando con la carta de color o se ob-
serva el lector digital.
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Figura 50. Prueba para recuento de células somdticas.

3.3 Determinacion de Vomitoxinas

De acuerdo con Arroyo-Manzanares et al. (2019), el Dioxinivalenol
o Vomitoxina es otra micotoxina del grupo de los Tricoticenosy,
al igual que la zearalenona, es un metabolito de Fusarium gra-
minearum y por Fusarium culmorum. El dioxinivalenol es también
conocido como vomitoxina, debido a que causa un sabor rancio
en los granos y en alimentos balanceados, lo cual induce vomi-
to y diarrea en los animales que lo consumen. Los cerdos son
particularmente vulnerables a la vomitoxina, y es frecuente que
rechacen ingerir alimentos con altos niveles de contaminacién.
La vomitoxina afecta también a los vacunos, aves, perros, gatos
y humanos.

Procedimiento

Procedimiento : en base los autores Arroyo-Manzanares et al.
(2019).

1. Pesar10 g o 50 g de alimento concentrado y macerarlo de tal
manera que quede en forma de polvo.

2. Se deposita esta cantidad en un recipiente de tapa-roscay
se adiciona 50 mL de agua destilada o desionizada para una
cantidad de 10 g de concentrado. Si la cantidad a utilizar es
de 50 g de alimento concentrado adicionar 250 mL de agua
destilada o desionizada.
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. Se debe agitar todo este contenido en el recipiente de tapa-

rosca por espacio de 1-2 minutos.

. Se deja en reposo todo este contenido por un espacio de

2 minutos.

Enseguida se procede a filtrar utilizando un tamiz o papel
filtro para obtener el sobrenadante de la mezcla del alimen-
to concentrado con el agua destilada o desionizada. Si este
sobrenadante presenta residuos sélidos se recomienda cen-
trifugar a 3.000 r.p.m. por espacio de 3 minutos. Para esto se
debe depositar 1 mL del sobrenadante en un tubo eppendorf
010 mL en un tubo de ensayo.

A continuacién se toma 0.1 mL (100 microlitros -pyL-) en un
tubo eppendorfy se adiciona1 mL de la solucién DON DILU-
TION BUFFER. Se agitay se mezcla.

Conectar el lector de las pruebas de vomitoxina para
alimentos concentrados.

Esperar hasta que la temperatura marque los 46°C, lo cual se
evidencia porque aparece en el interior del lector un cuadro
de color negro el cual cambia a un color café alrededor del
valor de la temperatura deseada (46°C).

Para comprobar la temperatura del lector se recomienda co-
locar un termémetro en una ranura que para tal fin dispone
el equipo lector.

Posteriormente se toma con la micropipeta que trae el kit
para deteccién de la vomitoxina la cantidad de 0.3 mL (300
microlitros -pL-) del contenido total en el tubo eppendorf.

Se depositan estos 0.3 mL (300 microlitros -pL-) en la tirilla
utilizando la micropipeta.

Se tapa el equipo y se deja por un espacio de 3 minutos, que
se verifica porque el lector emite un sonido que indica que
la prueba estd lista para realizar la lectura.

Los resultados se interpretan de la siguiente manera:

188



Capitulo 3. Microbiologia de alimentos de origen zootécnico

Interpretacion visual:

Negativa: <5 ppm DON o Vomitoxina. La muestra es negativa
si en la tira la linea T (Test) es mas oscura o igual en inten-
sidad que la linea control (T).

Positiva: > 5 ppm DON o Vomitoxina. La muestra es positiva
si en la tira la linea T (Test) es mas clara en intensidad que
la linea control (T).

3.4 Recuento de Hongos y Levaduras.

La presencia de estos organismos se debe principalmenta a
contaminaciéon ambiental, muchas veces durante el empaque,
la manipulaciéon o un mal almacenamiento del producto.

Materiales

Cajas de Petri

Reactivos

Agar Saboraud

Procedimiento

1.

Se realiza las diluciones como se describe en el apartado de
coliformes totales.

. Transferir en duplicado 1 mL de cada una de las diluciones

(1077a1073) a cajas de Petri estériles previamente etiquetadas
(Jurado et al., 2021)

. Verter inmediatamente el agar Saboraud fundido, mantenido

a 45°C, y mezclar con suavidad.
Dejar que el medio se solidifique.

Invertir las cajas y proceder a incubar a temperatura ambien-
te durante 5 a 8 dias.

A partir de este punto, el procedimiento continua de la mis-
ma manera que en el recuento de mesodfilas.
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3.41 Prueba de la reduccion de colorantes (azul de metileno).

Esta seccién se basa en Jurado - Gamez et al., (2019)

Los tests para la reduccion de colorantes se han utilizado durante
afos como indicadores de la calidad microbiolégica de la leche
y otros productos alimentarios. Este procedimiento se basa en
evaluar la actividad metabdlica de las bacterias, dado que mu-
chas de ellas poseen enzimas deshidrogenasas, que transfieren
hidrogeno de un sustrato a un aceptor biolégico, provocando su
reduccion. Sin embargo, se debe sefialar que este método ha
caido en desuso debido a problemas de exactitud (Jurado-Gamez
et al., 2019).

Materiales

* Tubos de ensayo

« Bafio agua fria

» Estufa

e Gradillas metalicas (resistente al calor).

Reactivos
« Azul de metileno
Procedimientos

1. Agregar 1 mL de solucién de azul de metileno en un
tubo esteéril.

2. Verter 10 mL de leche en el tubo que contiene el azul de
metileno, sin mezclar. Rotular el tubo.

3. Durante la preparacién de las muestras, los tubos pueden
permanecer en un bafo de agua fria (0-5°C), pero no por mas
de dos horas.

4. Los tubos preparados se colocan en un bafio maria a 36°C,
junto con un tubo testigo (leche sin indicador). Cuando la
temperatura de la muestra alcance los 36°C + 1°C, se deben
invertir los tubos lentamente dos o tres veces para mezclar
su contenido.
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El nivel del agua debe estar por encima del nivel de la leche.
Cubrir los tubos con tapa para evitar que la luz entre. Revisar
los tubos cada 30 minutos para observar cualquier cambio
de color.

En el tubo testigo, agregar 10 mL de leche y 1 mL de agua
corriente, luego llevarlo a un recipiente con agua hirviendo
durante 3 minutos. Después, colocar el tubo en el bafio con
los demas tubos a 37°C. El tubo testigo ayudara a determinar
cuando la decoloracién es completa.

Los tubos se examinan después de media hora. La leche se
considera decolorada cuando toda la columna de leche se
visualice completamente decolorada o lo esta hasta 5 mm
por debajo de la superficie. En este caso se debe registrar el
resultado “tiempo de reduccion 30 minutos”.

Si la prueba se prolonga, los tubos deben ser examinados con
intervalos de 30 minutos. Los tubos que se van decolorando
se retiran del bafo. Estos resultados se pueden interpretar
de acuerdo con la siguiente tabla (tabla 6).

Tabla 6. Interpretacion de los resultados de la prueba de azul
de metileno.

Tiempo en decolorarse T;;:Zigrg:’:;sa':‘::{tgl' Calidad
Cinco horas o mas menor a 500.000 Excelente
Dos horas o mas Entre 500.000 y 4'000.000 Buena
Veinte minutos o mas Entre 4y 20 millones Mala
Menor a veinte minutos Mayor a 20 millones Muy mala

3.4.2 Prueba de la resazurina.

En 1929 el indicador de resazurina fue introducido en Alema-
nia como un sustituto del azul de metileno para pruebas de
reduccién en leche, desde entonces esta prueba se ha venido
utilizando cada vez por requerir menos tiempo (Jurado-Gamez
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et al., 2020).
Materiales

*+ Tubos de ensayo

* Bafo agua fria

+ Estufa

e Gradillas metalicas (resistente al calor)

Reactivos
e Resazurina
Procedimiento.

1. El procedimiento es igual al descrito en azul de metileno, las
Unicas diferencias radican en que se cambia la cantidad de
azul de metilino por la resazurina, el tiempo en baifio maria
es de 1 horay la interpretacion se coloca en la tabla 7.

Tabla 7. Interpretacion de los resultados de la prueba de azul
de metileno.

Color Calidad
Azul celeste Excelente
Violeta azulado Buena
Violeta rojizo Aceptable
Rojo-Rosa Mala
Incoloro Muy mala
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Los alimentos se caracterizan por tener gran cantidad de nu-
trientes, muchos de ellos facilmente disponibles para el creci-
miento de la mayoria de los microorganismos, que ademas, de
las condiciones de pH, potencial de oxido-reduccién, humedad
relativay una elevada actividad de agua, determina que los mi-
croorganismos tienden a colonizar facilmente estos productosy
alterar de forma rapida su contenido y por lo tanto, ser un factor
determinante de muchas toxiinfecciones y enfermedades de
transmision alimentaria (ETAS).

193



CAPITULO 4.

Procesos biotecnolagicos
aplicados a la Microbiologia
Zootécnica



Capitulo 4. Procesos biotecnoldgicos aplicados a la Microbiologia Zootécnica

4.1 Reconstitucion, Conservacion, Siembra y Cultivos
de Bacterias Acido Lacticas.

Como primera medida, se deben obtener bacterias puras, para
lo cual se recurre a laboratorios certificados, para garantizar la
pureza de las bacterias. En muchas ocasiones los investigadores
utilizan la referencia ATCC (American Type Culture Collection),
aunque se debe aclarar que no es la Unica.

La reconstitucion se realiza de acuerdo a las instrucciones del
fabricante y en un medio especifico para las bacterias con el fin
de optimizar su crecimiento y recuperacion. La metodologia ha
sido adaptada por Fajardo-Argoti et al. (2021).

Luego de 24 horas de reconstituida la cepa, se debe confirmar
su crecimiento y desarrollo, ademas debe realizarse repique en
cajas de agar MRS comercial y en tubos con caldo MRS. Poste-
riormente, las cepas se incuban por 24 horas a 37°C. El proce-
dimiento de repique se realiza en camara de flujo laminar tipo
Il. Luego de finalizada la incubacion, se revisa nuevamente su
crecimiento en los agares y caldos, y para constatar su morfolo-
gia macroscodpica se utiliza coloracién de Gram, lo que permite
confirmar su pureza. Este procedimiento se realizara cada 12
dias para mantener una viabilidad adecuada de las cepas.

Para determinar los paradmetros de crecimiento, el cultivo se
inocula de la siguiente manera: se toma una asada del cultivo, y
se la introducen en un Erlenmeyer que contenga 40 mL de caldo
MRS comercial estéril. Se incuba por 24 horas a 37°C. Nueva-
mente se realiza un repique del incubado anterior, para ello se
toman 4 mL y se depositan en 40 mL de caldo MRS comercial
y se lleva a incubacion bajo las mismas condiciones descritas
anteriormente (ver figura 44).

De acuerdo con Fajardo-Argoti et al. (2021) mencionan que cuan-
do hay un crecimiento elevado, que impide un correcto conteo
de las bacterias. Crueger y Crueger (1993), hacen un ajuste en
porcentaje de 10% Vv/v, para iniciar la fermentacion. Transcurrido
este tiempo, se procedera a calcular el nUmero de bacterias por
mL. Se toma 1 mL del caldo MRS comercialy se mezcla con 9 mL
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de solucion peptonada. Cuando se presente mayor poblacién de
la establecida, se adicionara caldo estéril, teniendo en cuenta
el siguiente calculo matematico de proporcionalidad de acuer-
do con Guerrero et al. (2002), citado por Montes et al. (2003), y
ajustado por Fajardo et al. (2021).

M= poblacion o densidad celular que se debe ajustar

M2= 0,125 densidad optica equivalente a 1,50 x 108 UFC/mL. Den-
sidad utilizada primera fermentacién.

V1= 1 mL volumen proveniente del in6culo total (10/90)

Xa= cantidad que contiene M2

V2= lo que se agrega a1 mL para ajustar a 1,50 x 108 UFC/mL
V3= 100 mL cantidad total del indculo

X2= cantidad de caldo MRS comercial estéril que se agrega a Vs
para ajustar la poblacién el valor de M2

Se encuentra entonces Xi;

M, - M,

M2—>M1

¥ <[
Ml

Se encuentra entonces Va;
Vo=Vi—X4

Finalmente se obtiene el valor de Xz;
V1 - Vz

V3=V,
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r{522)
4
El valor de X2, es la cantidad que se debe agregar para ajustar
la poblacién.

Figura 51. Reconstitucién de la cepa ldctica.

4.2 Cinéticas de fermentacion de bacterias lacticas.

4.21 Conteo de microorganismos viables en placa UFC/mL

La técnica de conteo en placa proporciona informacion sobre
el nUmero de células viables durante el proceso, expresado en
términos de UFC/uL, lo que permite evaluar la evolucion de la
produccion de biomasa. Para realizar los conteos, se diluye 1 mL
de muestra en 9 mL de agua peptonada al 0,1% y se preparan
diluciones decimales. De cada dilucién, se transfiere 0,1 mL (100
pL) de la muestra a cajas Petri con medio MRS que contiene azul
de anilina para siembra en superficie. Las cajas se incuban a 32°C
y se observan entre las 24 y 48 horas. Se consideran validos los
conteos de UFC/pL entre 30y 300 UFC. ElLnumero de colonias se
multiplica por el inverso de la dilucién y por 10 para obtener las
UFC/pL formadas de acuerdo a lo establecido por Lanara (1981).
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4.2.2 Determinacion de pH

La variacion del pH se comprobara mediante la medicidén con
un potenciémetro.

4.2.3 Determinacion de proteinas:

Método de Lowry modificado (Jurado Gamez & Fajardo Argoti,
2017). Las proteinas reaccionan con el reactivo de Folin-Cio-
calteau para formar un complejo de color azul, resultado de la
interaccion del cobre alcalino con las proteinas. La intensidad
del color esta determinada por la cantidad de aminoacidos y
enlaces peptidicos presentes, y variara segun el tipo de protei-
na. La solucion azul presenta una absorbancia maxima a 750
nm, con un rango lineal de 0-300 mg/L. Se ajustaran 1 mL de
los patrones de la curva estandar y se prepararan las muestras
por duplicado. Luego, se afiadira 0,5 mL de NaOH 2N a todos los
tubos, los cuales se colocaran en un bafio maria a ebullicion
durante 10 minutos, Se deben dejar enfriar en un bafio de agua
fria, luego se agrega 0,5 mL de H2S04 2.6 N. Después de afadir
0,9 mL de solucion A, se coloca en bafio maria a 50°C durante
10 minutos y luego se deja reposar nuevamente en agua fria.
Posteriormente, se afade 0,1 mL de solucién B, y se deja en la
oscuridad durante 10 minutos. Mientras tanto, se prepara la so-
lucion Cy, a continuacién, se adicionan 3 mL de esta solucion.

Las soluciones se prepararan de la siguiente forma (Fajardo, I. 2022):

* Solucion A: Diluir 0.5 g de tartrato de sodio potasio, 25 g de
carbonato de sodio y 125 mL de hidroxido de sodio 1 N en 125
mL de agua destilada.

* Soluciodn B: Disolver 2 g de tartrato de sodio potasioy1g de
sulfato de cobre en 10 mL de hidréxido de sodio 1 N.

* Solucidn C: Preparar una solucion de agua destilada y reac-
tivo de Folin-Ciocalteu en una proporcién de 14:1 (preparada
justo antes de usar).

* Solucidon estandar de seroalbumina bovina: Disolver 15 mg de
seroalbumina en 50 mL de agua destilada, y almacenar el resto
en el congelador. La concentracion final sera de 300 mg/L.
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4.2.4 Determinacion de Consumo de Azlicares Totales

La cuantificacion de azucares permite medir su consumo para
el crecimiento de los microorganismos y establecer la relacion
entre consumo y crecimiento celular. Los azUcares se determi-
naran mediante el método de Dubois et al. (1951), conocido como
el método de Antrona. Se debe preparar previamente una curva
estandar con diferentes concentraciones de soluciéon patron de
glucosa; los valores de densidad éptica (D.0O.) a 525 nm se gra-
ficaran en funcion de la concentracion en mg/L para obtener la
ecuacion de la recta. La dosificaciéon de los azUcares presentes
en las muestras se realizara sobre 2.5 mL de muestra diluida en
agua destilada, a la que se le afladiran 5 mL de Antrona prepa-
rada en acido sulfurico. Los resultados obtenidos se calcularan
usando la ecuacion de la recta de la curva estandar y se multi-
plicaran por el factor de dilucion (Fajardo, I. 2022).

4.3 Determinacion de produccion de acidez.

La acidez se determinara por titulacion con hidréxido de sodio
(NaOH) mediante el procedimiento descrito en la Norma técnica
(NTC, 4978).

Materiales

« Hidrdéxido de sodio 0.1 N
* Fenolftaleina al 1%

e Bureta
« Beaker
* Pipetas

« Varilla de vidrio
Procedimiento

La bureta serd llenada con hidroxido de sodio 0.1 N; por otra par-
te, se tomarda 9 mL de la muestra, la cual sera depositada en un
Beaker. A la muestra se le agregara 3-5 gotas de fenolftaleina al
1% y mediante movimientos del Beaker se realizara el mezclado
con la leche. Enseguida, se realizara la titulacion de la muestra
a evaluar con hidroxido de sodio, permitiendo que descienda de
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manera lenta sobre la muestra, este procedimiento se realizara
hasta que se obtenga a medida poco a poco hasta lograr un color
rosa. Luego de obtenido el color se determinara la cantidad de
hidroxido gastada para la titulacién.

4.4 Crecimiento de las cepas a diferentes
concentraciones de NaCl

La supervivencia a concentraciones de NaCl se hace acorde
con Song et al. (2016). La cepa aislada se reactiva en tubos con
medio MRS a 37°C durante 24 h. Se preparan soluciones de NacCl
al 3,5y 6,5 % (p/v) utilizando tubos con 9 mL de caldo MRS y
ajustando este medio de cultivo a las concentraciones indicadas
de NaCl. A cada tubo se adiciona1 mL de cada cepa reactivaday
se lleva a incubacién por 24 horas a 37°. Finalmente, los cultivos
se agitaran en vortex y se medira la viabilidad de los microor-
ganismos tal como se especifica en el apartado de recuento de
células viables (Fajardo, I. 2022)..

4.5 Evaluacion de la produccion de biomasa.

Los resultados obtenidos permitiran determinar si las cepas
resultaron ser las mas adecuadas en términos tiempo-tasa de
crecimiento durante el proceso de fermentacion para establecer
el tiempo de duracién en la produccién de biomasa. Los calcu-
los de fermentacién para las cinéticas seran los definidos por
Crueger y Crueger (1993) y Rodriguez et al. (2003). La velocidad
especifica de crecimiento se determinara por la ecuacién tiem-
po de duplicacion celular. Velocidad especifica de crecimiento
definida por la ecuacién:

din X
ymax = ——
dt

El tiempo de duplicacion celular:
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.

v
De acuerdo a Madigan et al. (2009), se calculara el tiempo que
tarda en duplicarse la poblacién o tiempo de generacién (g):

0,693
77

De igual manera, se calculara el inverso del tiempo de genera-
cion se le denomina velocidad de crecimiento (K) y sus dimen-
siones son generaciones/hora (K):

1

K = —

9
También se calculara en la fase estacionaria la cosecha maxima.
Donde la cosecha maxima es la biomasa maxima obtenida. Su
calculo se realizara mediante la expresién siguiente:

M = Mt — Mo

Siendo, Mt la biomasa en el tiempo ty se calculd en el momento
de la fase estacionaria en el que el nimero de células es mas
elevado y Mo la biomasa del inéculo. El resultado se expresara
en Ln UFC/ pL.

4.6 Microencapsulacion de las bacterias acido lacticas.

Luego de obtenido el indculo, la microencapsulacion debe rea-
lizarse de acuerdo con Rodriguez et al. (2016). Para ello, uno de
los procedimientos podria ser preparar 400 mL de la bacteria
lactica al15% p/v (60 g de Maltodextrinay 60 g de Inulina en 280
mL de inéculo bacteriano previamente ajustado), los cuales se
agitan hasta homogenizar. Para la microencapsulacién se emplea
un secador por aspersion Secador Spray Bilon 6000s®, con una
temperatura de entrada de 170°C y una temperatura de salida de
65 a 67°C, realizando un ciclo completo de 2 horas y 30 minutos.
El material resultante (microencapsulado) se envasa finalmente
en envases plasticos oscuros que han sido previamente este-
rilizados y se almacena a temperatura ambiente (20 £2 °C) (ver
figura 52) (Fajardo, |. 2022).
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Figura 52. Microfotografia del microencapsulado

4.7 Evaluacion del microencapsulado

4.71 Estudio de supervivencia y estabilidad

Esta seccion es realizada en base a Fajardo, I. (2022).

Para evaluar el impacto de los materiales microencapsulantes
(maltodextrina e inulina) sobre la viabilidad de los microorga-
nismos encapsulados, se seguira la metodologia propuesta por
Montes-Ramirez (2013) y Rodriguez-Barahona et al. (2015). Los
criterios de estabilidad incluiran: la viabilidad de las BAL evalua-
da durante el almacenamiento (>108 UFC/g), la caracterizacion
fisica (actividad de agua, humedad relativa, solubilidad, eficien-
cia de microencapsulacién, humectabilidad e higroscopicidad)
y la caracterizacion estructural (morfologia y tamafio de las
microcapsulas). Estos parametros se mediran por duplicado a
los 8, 15, 20, 30 y 45 dias de almacenamiento bajo condiciones
ambientales (20 + 2°C) (Fajardo, I. 2022).

4.7141 Higroscopicidad

La higroscopicidad sera determinada de acuerdo con lo propues-
to por Fritzen-Freire et al. (2012), para ello se tomara un gramo
de polvo de microencapsulado el cual serd ubicado sobre una
malla de poro fino para evitar la fuga del material. Este montaje
se colocara sobre un recipiente de vidrio hermético con solucion
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saturada de NaCl (75,3% de HR) a 25°C. Después de 1 semana,
las muestras se deberan pesar. La higroscopicidad se expresara
como gramos de humedad adsorbida por 100 g de sélidos secos

(g 100 g7).

Para esta determinacién se tendra en cuenta lo establecido por
Serna-Jiménez (2015) de esta manera se medira la adhesion de
la bacteria acido-lactica a las células de la mucosa intestinal
de forma cualitativa, para lo anterior se utilizaran laminas con
tejido de mucina humana Sigma-Aldrich (Mucin Tissue - Trol TM,
AR-Med LTD- Runnymed Malthouse- TW20 9BD U.K) siguiendo
las instrucciones del fabricante y/o proveedor. Las bacterias
empleadas como controles positivos de adhesién seran Sal-
monella enteritidis y Escherichia coli. El ensayo se desarrollara
en etapas: (i) Activacién de cepas. La activacion de Salmonella
enteritidis y Escherichia coli se realizara en caldo Tripticasa de
Soya (TSB). El cultivo se llevara a incubacién a 37,0 °C por 24
horas. Para una segunda activacién, se transferiran 100 pl del
caldo anterior a 5,0 mL de un nuevo caldo TSB. Las concentra-
ciones celulares deberan tener una concentracion celular de
108 -109 UFC/mL, esta concentracidon se verificara mediante
recuento en placa. Para la cepa BAL en estudio se realizara el
procedimiento establecido en el numeral 1. (ii) Obtencion y pu-
rificacion de células. La obtencion y purificacion de las células
bacterianas se llevara a cabo por centrifugacion a 9055,0 g por
10 minutos a 4,0 °C. Posteriormente se extraera el sobrenadante
generado, y al pellet recuperado se le adicionara 1,0 mL de PBS
(Phosphate Buffered Saline) para diluir la muestra. (iii) Prepa-
raciéon de muestras. Para verificar la concentracién celular de
las muestras, se tomaran 80 pL de la muestra y se fijaran con
mechero a una lamina portaobjetos. La lamina se incubara a 37
°C por 30 minutos y posteriormente se llevara a colorear con
cristal violeta filtrado (1 minuto). La lamina se llevara a enjuagar
con PBS y se llevara al microscopio para conteo en 10 campos y
verificacién de la pureza.

4.71.2 Caracterizacion estructural: morfologia y tamaiio de mi-
crocapsulas

La morfologiay tamafio de las microcapsulas seran determina-
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das mediante un microscopio electréonico de barrido FEG (Field
Emission Gun), para lo anterior las muestras seran enviadas a
laboratorios de referencia.

4.71.3 Eficiencia de la microencapsulacion de Lactobacillus
gasseri.

De acuerdo con lo descrito por Gonzales et al. (2015), para eva-
luar la eficiencia de la microencapsulacion, la suspension de
microcapsulas sera centrifugadas a 5000 r.p.m por 15 minutos
con el fin de separar las células libres de L. gasseri. Posterior-
mente se determinara la concentracion bacteriana en el sobre-
nadante y se calculara la eficiencia de encapsulaciéon (%EE) con
la siguiente formula:

A

-B
) X 100

EE (%) = ( A

Donde A es la concentracidon bacteriana antes de la microen-
capsulacién y B es la concentracién de la bacteria después de
micro encapsular encontrada en el sobrenadante.

La adhesién a las células de la mucosa intestinal se evaluara
transfiriendo 80 pL de la muestra de las células bacterianas
sobre la ldmina con mucina (Sigma-Aldrich). Las ldminas ino-
culadas se dejaran secar a 37 °C por 30 minutos y luego se in-
cubaran en camara humeda o de anaerobiosis durante 24 horas
a 37 °C. Después de la incubacion las laminas se lavaran con
PBS, para retirar las bacterias que no se unieron a las células
de la mucosa adheridas a las laminas. Luego se colorearan con
cristal violeta filtrado por 1 minuto y se lavaran nuevamente con
PBS. Finalmente, las laminas se observaran en el microscopio
para analizar si las células bacterianas se adhirieron al tejido
intestinal. Este procedimiento se debe repetir para las bacterias
control (Escherichia coli y Salmonella enteritidis) y para la BAL.
Como controles negativos se utilizaran las laminas (Sigma-Al-
drich) teflidas con cristal violeta, pero sin adicion de células
bacterianas. Los resultados se clasificaran de acuerdo con el
tipo de adhesion obtenida: se considerara como adhesion nega-
tiva, cuando no se observan células bacterianas en las laminas,
igual que lo ocurrido en los controles negativos; y se considerara
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como adhesion positiva cuando los resultados obtenidos sean
similares a los presentados en los controles positivos (alto por-
centaje de células bacterianas en las laminas).

4.7.2 Viabilidad.

Siguiendo lo establecido por Rodriguez-Barahona et al. (2015), se
realizara el recuento de células viables a partir de 1 g de material
encapsulado, que se rehidratara a temperatura ambiente en 9
mL de agua de peptona tamponada al 0.1% p/v (pH 7.2 + 2), el
cual se homogenizara en un vortex y se dejara reposar durante
30 minutos para facilitar la liberacion del microorganismo. Se
sembrara 150 pL de la dilucién en superficie sobre medio MRS
con azul de anilinay se incubara en condiciones aerobias a 37°C
durante 48 horas. Los recuentos se realizaran por duplicado y
se expresaran como UFC/g en base seca, segun cada condicion
experimental y siguiendo el método de Trevedi et al. (2010). El
porcentaje de viabilidad para cada muestra se calculara usando
la ecuacion (1).

%Viabilidad = () * 100 (1)

Donde No representa la cantidad de bacterias por mL de so-
lucién previo al procedimiento y N representa la cantidad de
bacterias por mL de solucién tras la fase de secado.

4.7.3 Humedad

Para determinar la humedad, se tomaran 2 g de material mi-
croencapsulado y se analizaran en un determinador de humedad
KERN DBS 60-3 (Balingen, Alemania) a una temperatura de 105
°C, con una resolucién de 0,001 g (0,01%). El resultado se expre-
sara como porcentaje en base seca (% bs).

4.7.4 Actividad de agua

La actividad de agua (Aw) se medira utilizando un termohigré-
metro Hygrolab Rotronic (NUrnberg, Alemania), que previamente
sera calibrado. El resultado se presentara en porcentaje en base
seca (% bs).
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4.1.5 Solubilidad

Segun el método descrito por Cano-Chauca et al. (2005), la so-
lubilidad se calculara disolviendo 1 g de muestra en 100 mL de
agua destilada. La solucién se mantendra durante 5 minutos a
30 £ 2°C, agitando a 120 r.p.m. en una placa de calentamiento.
Luego, la suspensidon se centrifugara a 3000 r.p.m durante 5
minutos. Se tomara una alicuota de 25 mL del liquido sobrena-
dante, que se transferira a una caja Petri previamente pesada.
Esta se colocara en una estufa a105°C por 5 horas hasta obtener
peso constante. Los solidos recuperados se pesaran tras el se-
cado (mf) y se calculara el porcentaje de solubilidad usando la
diferencia de pesos mediante la ecuacion (2), donde mi es 0,25 g.
) 100% (2)

mi—-mf

Solubilidad = (

mi

4.7.6 Humectabilidad

Eltiempo de humectacién de los polvos microencapsulados sera
determinado por el método de humectacion estatica (Freudig et
al., 1999) modificada (Ceballos et al., 2012) y Rodriguez-Barahona
et al. (2015)y adaptada por los autores. Para este procedimiento
se empleara un beaker de 100 mL con dimensiones de 5 cm por 7
cm. Se colocara una cantidad de material microencapsulado (1 g)
en una placa extraible que cubrird un recipiente con agua. Al re-
tirar la capa de polvo sin alteraciones, esta entrard en contacto
con el agua. El tiempo de humectacién, medido en minutos, es
el tiempo necesario para que 1 g de polvo, depositado cuidado-
samente sobre 100 mL de agua a 20°C, se sumerja por completo.

4.7.7 Eficiencia de la microencapsulacion

Segun lo indicado por Gonzalez-Tello et al. (2007), para evaluar
la eficacia de la microencapsulacién, la suspensién de micro-
capsulas sera sometida a centrifugacion a 5000 r.p.m durante 15
minutos, con el objetivo de separar las células libres de Bacte-
rias Acido Lacticas (BAL), como L. plantarum y L. gasseri. Luego,
se medira la concentracion bacteriana en el sobrenadante y se
calculara la eficiencia de encapsulacion (%EE) utilizando la si-
guiente formula:
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EE (%) = (=2
T TA
Donde A es la concentracidon bacteriana antes de la microen-

capsulacién y B es la concentracion de la bacteria después de
micro encapsular encontrada en el sobrenadante.

) x 100

4.8 Pruebas in vitro.

4.8.1 Resistencia a diferentes niveles de temperatura.

Este método se basa en lo propuesto por Cai (1999). Primero,
se toma una muestra de la bacteria lactica cultivada en caldo
MRS durante 24 horas. Luego, se realizan pruebas de viabilidad
en agar MRS durante 48 horas a 37°C, seleccionando las cajas
de Petri que presenten viabilidades entre 30 y 300 UFC/150 uLy
con valores de dilucién de 10" UFC/mL o mayores. La incubacion
se lleva a cabo a las temperaturas requeridas.

4.8.2 Produccion de gas

Para verificar la produccion de gas a partir de glucosa, se emplea
caldo MRS con 5% de glucosa usando tubos Durham para verifi-
car la presencia de gas siguiendo el método de Dahl et al. (1988).

4.8.3 Actividad de catalasa.

Se afiadira una gota de perdxido de hidréogeno sobre una gota
que contenga colonias de bacterias lacticas; si se forman burbu-
jas como resultado de la reaccién, se considerara un resultado
positivo, segun lo indicado por Gonzalez-Tello et al. (2007).

4.8.4 Crecimiento de la BAL a diferentes concentraciones
de NacCl.

Las concentraciones de acido lactico producidas por la cepa
bacterianas se cuantifica siguiendo el método propuesto por Xu
et al. (2020). Primero se construye una curva de calibraciéon con
patrones de acido lactico a concentracion conocida, y solucién
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de cloruro de hierro (0,2%) que se prepara asi: Se coloca 0,3 g de
cloruro de hierro en un matraz volumétrico de 100 mL y se aforara
hasta la marca con agua, se agita hasta la disolucién completa
de la sal. Para la curva se afadira 50 yL de cada patron de acido
lactico a 2 mL de la solucion al 0,2% de cloruro de hierro y se
agita. La absorbancia se mide a 390 nm en un espectrofotémetro.

Como blanco se usa 2 mL de solucién al 0,2% de cloruro de
hierro. La absorbancia de las soluciones coloreadas versus las
concentraciones de acido lactico se usa para la obtencién de la
ecuacion lineal. Cada una de las cepas se cultiva toda la noche
en caldo MRS y se centrifugaran a 4500xg durante 10 min, se usa
los sobrenadantes para medir la concentracion de acido lacti-
co. El sobrenadante se diluye 10 veces con agua desionizada.
El acido lactico en cada muestra se determinara de la misma
forma en la que se construyo la curva patrén de acido lacticoy
cloruro de hierro. Finalmente, el tipo de acido lactico producido
L 6 D se determinara mediante el uso del kit de ensayo rapido
(Megazyme) para L-/D- acido.

4.8.5 Exposicion a condiciones gastrointestinales simuladas.

Para evaluar la resistencia del material microencapsulado a
condiciones gastrointestinales, se realizaran pruebas utilizando
bilis y sales biliares bovinas (Sigma) a concentraciones de 0.3
y 1% para las sales biliares, y 0.3 y 0.5% para la bilis, a diferen-
tes niveles de pH (3.0 para la fase gastrica, y 5.0 y 7.0 para la
fase intestinal). Siguiendo las directrices de Crueger y Crueger
(1993), se tomara el 10% del material microencapsulado para
las determinaciones, ademas de las indicaciones de Brusch
y Zachia (2011), citadas por Gonzales Cuello et al. (2015). Las
microcapsulas de bacterias lacticas (BAL), como L. gasseriy
L. plantarum (2 g), se mezclaran con 18 mL de caldo MRS y el
porcentaje correspondiente de bilis y sales biliares, ajustados a
los pH correspondientes. Luego, se incubaran a 37°C durante 48
horas para permitir la liberacién y establecimiento del material
microencapsulado. Posteriormente, se realizara la prueba de
viabilidad siguiendo el protocolo de Cai (1999), con el objetivo
de determinar la viabilidad de las BAL microencapsuladas, ex-
presada en concentraciones de al menos 10° UFC/mL (Unidades
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Formadoras de Colonias por mililitro).

La presencia de sales biliares y su actividad enzimatica inhibe
un buen porcentaje de microorganismos durante el paso por el
tracto digestivo. “Con la verificacién de la viabilidad de los mi-
croorganismos después de ser sometidos a diferentes concen-
traciones de sales biliares, se puede predecir si son resistentes
a las condiciones de circulacion por el tracto digestivo”, como
lo sefala C. Chen et al. (2024). Por otra parte, la tolerancia a pH
bajo es una importante caracteristica probiotica para la sobrevi-
venciay crecimiento de las bacterias en el tracto digestivo. Una
importante propiedad de los probidticos es que pueden sobrevi-
vir a condiciones adversas generadas en el TGI, segun Pandey et
al. (2015), éstos pueden resistir por mas de 4 horas a las enzimas
proteoliticas y a los bajos valores de pH (1.8-3.2) prevalecientes
en el estdbmago, asi como también a la concentracion de bilis,
jugos pancreaticos y mucus presentes en el intestino delgado.
La tolerancia a los diferentes niveles es medida siguiendo lo
recomendado por Cai, (1999). Ademas, se evaluara la resistencia
a la lisozima segun el método descrito por Rodriguez-Gonzales
(2009), en el que las cepas lacticas se exponen a diferentes
concentraciones de lisozima: (i) 0.6 yL de cultivo con 0.60 pg de
lisozima, (ii) 0.6 pyL de cultivo con 120 pg de lisozima, y (iii) 0.6
ML de cultivo con 180 ug de lisozima. Las muestras se incubaran
durante 24 horas a 37°C, y luego se inocularan en cajas Petri. Se
consideraran resistentes a la lisozima aquellas muestras que
presenten un crecimiento igual o superior a 300 UFC/mL.

4.8.6 Analisis de resistencia y liberacion a jugos gastricos
e intestinales.

Para realizar este analisis se usara el método de (Cabuk & Tellioglu
Harsa, 2015), al cual se realiza las siguientes modificaciones.
Primero, el jugo gastrico simulado (JGS) se preparara teniendo
en cuenta el método de (Mao et al., 2019). Luego se toma la pep-
sina y se disuelve en solucion de NacCl (0,2% p/v) llegando a una
concentracién de 3 g/L con un pH ajustado a 2.0 usando HCL 0,1
M para ello. Enseguida, se esterilizara filtrando el contenido a
través de membrana estéril de 0,22 ym. Para el caso de los jugos
intestinales simulados (JIS) se disolvera tripsina en solucién de
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NacCl (0,2% p/v) a una concentracion de 1 g/L, a este preparado
se adicionara sales biliares en concentracion de 0,45% (p/v); se
debe tener un pH de 8, para lo que se usarda NaOH al 0,1 M.

La viabilidad de la cepa probidtica microencapsulada se evalua
en cada uno de los dos jugos simulados. 1,0 g de la cepa probio-
tica microencapsulada se suspende en 9,0 mL de solucion de sal
estéril JGS y se incuba a 37 °C bajo agitacion orbital a 160 rpm
durante 3 h. Después de la incubacidn, se extrae la muestra de
la solucidn y se calcula el porcentaje de supervivencia acorde a
la (Cabuk & Tellioglu Harsa, 2015).
log UFC N;

Tasa de supervivencia (%) = (W
0

) X 100

Donde N1 es el numero de células viables en microcapsulas
después del tratamiento con JGS y No es el nUmero de células
viables en microcapsulas antes del tratamiento con JGS.

Para los JIS se suspende 1,0 g de bacterias microencapsuladas
en 9,0 mL de jugo intestinal simulado y se incuba a 37 °C bajo
agitacion orbital a 160 rpm durante 24 h. Se toma muestras a
1,2,4,6,10,12y 24 hy se enumera las bacterias viables en JIS
por recuento en placa. La tasa de liberacién (%) se calcula de
acuerdo con la ecuacion.

log UFC N

Tasa de liberacién (%) = (W
0

) X 100

Donde N1 es el numero de células viables liberadas de las mi-
crocapsulas en JISy No es el nUmero de células viables en mi-
crocapsulas agregadas a JIS.

La cinética para la tasa de liberacion de la cepa probidtica mi-
croencapsulada se modela como la poblacién de células viables
liberadas de las microencapsuladas en funcién del tiempo de
exposicion a los JIS. Las muestras recolectadas en el lapso de
1a 24 h se diluyen en 9 mL de agua de peptona estéril (0,2%,
w/v). Se toma 1 mL de la suspensién celular y se siembra por
profundidad en placa de agar MRS, el recuento de células viables
se hard como se describié previamente en el item de recuento
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de células viables y se expresa como UFC/mL de JIS. Con la
ecuacion mostrada a continuacion se determina el orden de la
cinética de liberacion de la cepa probidtica de las microcapsu-
las (Aggam et al., 2018). Después de determinado el orden de la
cinética se aplica el modelo correspondiente y se estima la tasa
de liberacién en los JIS.

d[Ao]

l —
(==

) =Ink +n.n([A4y])

Donde: n_es el orden de la tasa de liberacion y [A] es la viabi-
lidad de la cepa probidtica expresada como UFC/g, k es la tasa
de liberaciéon (Perry’s & Perry’s, 1999).

4.8.7 Verificacion de produccion de exopolisacaridos (EPS)

Para esta determinacion se inocula la bacteria lactica en un me-
dio de cultivo (Caldo MRS + sacarosa 5%) por 24 h a 37°C. Pos-
teriormente, de acuerdo a lo descrito por Elinalva et al. (2012),
se utilizan discos de papel de filtro estéril (5 mm) impregnados
con 5 pL de cultivo lactico en placas Petri con agar MRS para
observar la produccion de EPS (Guimarées et al., 1999). El ensayo
se realiza bajo las siguientes condiciones tales como, diferentes
niveles de pH (6,0 £ 0,2 6 7,5 + 0,2) y la temperatura (28 £ 2 °C,
35+ 2°Cy42+2°C),ylas muestras se incubaran durante 7 dias,
con 48 horas a las temperaturas correspondientes. Al finalizar la
incubacion, la produccion de EPS se evaluara observando la for-
macion de una colonia mucoide alrededor de los discos. Ademas,
se confirmara la produccién de este biopolimero mezclando una
porcién de la sustancia mucoide con 2 mL de alcohol absoluto;
si ocurre una precipitacion, se confirmara la presencia de EPS
(Fajardo, I. 2022).

Adicionalmente de acuerdo con lo propuesto por Vallejo et al.
(2018), la produccién de exopolisacaridos (EPS) de las cepas se
evalla de manera cualitativa en agar cerebro-corazon (BHI) adi-
cionado con sacarosa 50 g/Ly 0.8 g/L de rojo Congo. Posterior-
mente se lleva a incubacién a 37°C durante 24 h y el resultado
se interpretara como positivo cuando se observen colonias de
color negro.
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4.8.8 Deteccion de capacidad amilolitica.
Métodos

4.8.8.1 Hidrolisis puntual del almidon.

Para evaluar la actividad amilolitica del microorganismo, se ino-
cula con asa de punta, una colonia por puncion puntual en el
centro de un plato de Agar MRS almidén (Soluble, Prolabo) 20
g/L. Incube a 30 °C por 72 h.

Se revela la hidrolisis del almidon con la exposicidn de las cajas
de cultivo sélido a vapores de todo bisublimado. El yodo al reac-
cionar con el almidén varia su color a un complejo café-azulado
dejando visualizar ampliamente las zonas o halos de hidrélisis
de algoddn . Tenga la precaucion de no respirar los vapores ya
que estos son toxicos.

4.8.9 Ensayo de antagonismo bacterial

Mediante pruebas de antagonismo se puede demostrar que los
microorganismos probioticos son totalmente viables para ejercer
su accion inhibitoria del crecimiento cuando son cocultivados
simultaneamente con enteropatdgenos in vitro. Para probar el
efecto antagoénico se pueden utilizar dos métodos.

El ensayo de Tagg et al. (1976), o de los micropocillos. Este
detecta la inhibicion del crecimiento de una cepa indicadora,
pasiva, causada por la cepa examinada, activada.

El ensayo de Visser et al. (1986), utiliza discos de agar con la
cepa examinada inoculados invertidos sobre la cepa indicadora
de inhibicion tabla 8.
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Tabla 8. Bacterias Indicadoras de Inhibicion

Microorganismos Fuente
Salmonella typhimurium ATCC *
Vibrio cholerae INS **
Shigella boydii INS **
Escherichia coli INS **

*¥ATCC: American Type Culture Collection
**INS: Instituto Nacional de Salud-Colombia

La variante del método de Tagg et al. (1976), consiste en sembrar
el fermento lactico de final de fase logaritmica, en pozos de 7
mm de diametro, sellado en su fondo hechos en puntos de MRS
(Difco, Laboratories). En cada uno de los pozos se toma 50 pLy
se lleva a incubacion a 30 °C por 1 h. Inmediatamente después
cubra con una capa de agar tripticasa de soya con la cepa indi-
cadora, preparada adicionando 0.25 mL de un caldo de 12 h de
incubacion previa, a10 mL del agar. La mezcla a 40°C se vierte la
suavemente sobre las cajas de agar MRS con los pozos previa-
mente inoculados e incubados. Todo lo anterior se lleva a incu-
bacién a 30 °C por 24 h en un ambiente aerdbico para permitir
el crecimiento de ambas cepas. Utilice tripticasa de soya agar
para las cepas indicadoras, a excepcion de V. cholerae, bacteria
que se cultiva en su respectivo medio selectivo. (Ver tabla 9).

Tabla 9. Microorganismos y sus medios de cultivo.

Bacterias Medios de cultivo

Salmonella typhimurium Todd Hewitt (BBL)
TSA (BBL)
Hecktoen (Merck)

Shigella boydii Todd Hewitt
TSA
Hecktoen
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Yersinia enterocolitica Todd Hewitt
TSA
Hecktoen
Escherichia coli Todd Hewitt (BBL)
TSA (BBL)

Manual de Microbiologia Clinica. Instituto Nacional de Salud. Colombia (2070)

4.8.10 Capacidad de adherencia al epitelio intestinal — en-
sayos Ex Vivo.

Se usa un modelo Ex Vivo siguiendo la metodologia descrita por
(Serna-Cock et al., 2018), utilizando biomasa lavada procedente
de las cepas seleccionadas, y explantes de duodeno, yeyuno e
ileon. Los explantes se obtienen de los animales a evaluar en
los ensayos.

Las cepas con actividad antimicrobiana se propagaran dos veces
en 10 mL de caldo MRS (37 °C, 12 h). Para obtener la biomasa
lavada, cada fermentado se centrifugara a 4000 rpm, 10 min,
y 4°C, se descarta el sobrenadante, la biomasa se lavara con
5 mL de solucidn salina (NaCl al 0,9%), se agita en vortex, y se
centrifuga nuevamente a 4000 rpm, 10 min, y 4 °C. Este proceso
se realiza por duplicado. Finalmente, cada biomasa se resus-
pendera en PBS, ajustando la concentracién de biomasa a 1x10°
microorganismos/mL (Fajardo, I. 2022).

Para obtener los explantes los animales deberan ser sacrifica-
dos con el fin de obtener de la manera mas aséptica su sistema
digestivo. Posteriormente, con base al protocolo descrito por
(Maidana et al., 2017), se toma secciones de 5 cm del duodeno,
yeyuno e ileon de cada animal, que se suspenden en PBS a 4 °C
durante 30 min. Las secciones de tejido se lavan una vez con
alcohol antiséptico al 70% y dos mas con solucién salina. Final-
mente, a cada explante se le adiciona PBS para su posterior uso.
De cada explante se toma submuestras de tejido de 8 mmz2 que
se sumergiran en soluciones de PBS que contienen las biomasas
resuspendidas de cada una de las cepas crioconservadas. Como
tratamientos control se sumergiran los explantes en solucio-
nes de PBS sin adicion de biomasa bacteriana. Las muestras
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de tejido se incuban a 37 °C durante 2 h; posteriormente, cada
muestra se lava cinco veces por inmersidon en solucién estéril
PBS. Finalmente, se realiza por triplicado el recuento de las
células adheridas mediante diluciones. El porcentaje de adhe-
sion de cada cepa (%Ad), a los explantes se calcula utilizando
la siguiente ecuacién (Serna-Cock et al., 2018).

Log concentracion bacteriana final

%Ad = ( —— ——) X 100
Log concentracién inicial bacteriana

4.8.11 Evaluacion in vivo

4.8.11.1 Inclusion y viabilidad en la racion de Lactobacillus sin
microencapsular.

Inicialmente se realizara un ajuste del in6culo de Lactobacillus
casej (siguiendo el procedimiento previamente descrito).

Posteriormente, el in6culo sera adicionado por aspersién sobre
el alimento balanceado, el cual se distribuira de manera homo-
génea en bandejas y se incubara a 37 °C durante 30 minutos para
su secado. Luego, el alimento serda empacado en bolsas al vacio
con el fin de minimizar su deterioro (Ver figura 53). Se trabajara
con una cantidad de inéculo probiético adicionado (relaciéon v/p)
del 20%, conforme a lo recomendado por Ramirez (2005).

Figura 53. Aspersion del concentrado e incubacidén, seca-
do y almacenamiento del concentrado con L. casei.

4.8.11.2 Inclusion del probidtico microencapsulado en la racion.

Una vez microencapsulado, el probidtico se suministrara en la
racion diaria de los pollos, mezclado de manera homogénea en
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una porcion de alimento de la primera comida de la mafiana en
una cantidad de 2 gramos por comedero (7 pollitos), con el fin
de que sea consumido en su totalidad y garantizar que no se
humedezca el preparado (figura 54).

Figura 54. Microencapsulado de Lactobacillus.

4.8.12 Simulacion in vitro del transito gastrointestinal.

Este procedimiento se realiza con el fin de simular el paso de
la bacteria a través del tracto gastrointestinal de un mamifero
no rumiantes, para ellos se toma 1 g de la bacteria liofilizada
que se coloca en un tubo de ensayo que contiene 10 mL de jugo
gastrico simulado (3 g/L pepsina en una solucién de cloruro de
sodio 0.5 % p/v a pH 2 ajustado con HCL), el preparado se lleva
a incubacién a 37°C durante 240 min (Brusch y Zachia, 2011).
Al finalizar, se toma una muestra del preparado y se inocula
varias cajas de Petri con agar MRS y se lleva a incubacién por
24 ha a 37°C, luego se realiza conteo de recuento en placa para
determinar el crecimiento. Para el segundo paso que es la si-
mulacién de sales biliares y bilis, una muestra neutralizada del
procedimiento anterior se incuba en caldo MRS durante 24 y 48
horas probando concentraciones de 0,5 1y 3 % de sales biliares
p/v, utilizando bilis bovina (Sigma), para finalmente efectuar la
prueba de viabilidad como en el caso anterior (Cai, 1999).
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Flujograma

PROCESOS BIOTECNOLOGICOS APLICADOS
A LA MICROBIOLOGIA ZOOTECNICA

4

Reconstitucion, conservacioén, siembra y cultivo
de Bacterias Acido Lacticas (BAL)

ys

Ajuste de indculo bacteriano

ps

Cinéticas de fermentacion de las BAL

P

Crecimiento de las cepas a diferentes
concentraciones de NaCl

P

Microencapsulacion de las BAL

ys

Secado por aspersion

4

Estudio de supervivencia y estabilidad, viabilidad,
humedad, actividad de agua, solubilidad, humectabilidad,
eficiencia, higroscopicidad) y la caracterizacién estructural
(morfologia y tamafio de las microcapsulas)
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4

Exposicién a condiciones gastrointestinales simuladas y
Verificacion de produccion de exopolisacaridos (EPS)

4

Capacidad de adherencia al epitelio intestinal -
ensayos Ex Vivo y Cultivos Celulares CaC02

4

Evaluacidén /n vivo y en matrices alimenticias
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Es importante obtener bacterias puras, para lo cual se recurre
a laboratorios certificados, para garantizar la pureza de las mis-
mas. En muchas ocasiones los investigadores utilizan la refe-
rencia ATCC (American Type Culture Collection), aunque se debe
aclarar que no es la Unica. También, se debe tener en cuenta, los
ajustes de indculo bacteriano para determinar la concentracion
bacteriana, las cinéticas de fermentacidn, los procesos de mi-
croencapsulacion por técnicas como el secado por aspersion, asi
como, el uso de herramientas como la microscopia electronica
de barrido y de transmision.
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5.1 Microbiologia de alimentos balanceados

Para el desarrollo de esta seccidn se toma informaciéon de los
autores Uribe, A. et al.,(2012), en donde afirma que es importante

Es importante para un adecuado analisis microbiolégico de un
alimento balanceado tener en cuenta los siguientes aspectos:

* Mesofilos aerobios.

* Mohos y levaduras.

* Coliformes totales y fecales.

» Esporas de Clostridium sulfito reductor.

* Presencia o ausencia de Salmonella sp. y Clostridium perfringens.

Los valores encontrados en cada uno de estos analisis se deben
comparar con los parametros dados por el Instituto Colombia-
no Agropecuario (ICA) (1999), es este aspecto, se sefiala que el
valor maximo permitido para cada uno de los microorganismos
son los siguientes:

» Recuento de Mesofilos Aerobios: 50 x10% UFC/mlL.
» Recuentos de Coliformes totales: 10 x 102.

» Determinacidon Escherichia coli: Negativo.

» Recuento de esporas sulfito reductor: cero.

» Determinacién de Salmonella sp.: Negativo.

» Recuento de Mohos y Levaduras: 50 x 102,

» Recuento de Clostridium sulfito reductor: 10x10".

» Determinacion de Clostridium perfringens: Negativo (Uribe,
A. et al., 2012).

Procedimiento
Preparacion y dilucion de las muestras

* Limpiar con alcohol al 70% el area donde se extraera la muestra.

* Realizar la dilucién 107" de las muestras segun el criterio es-
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tablecido para cada una.

* Paralas muestras liquidas, preparar la diluciéon 10" agregando
11 g de la muestra maceraday mezclada en un frasco Erlen-
meyer con 99 mL de agua peptonada al 0,1%.

» Agitar el frasco y dejar reposar durante 10 minutos.

 Para la dilucidon 1072, transferir 1 mL de la dilucién 10™ a un
tubo con 9 mL de agua peptonada al 0,1%. Agitar con cuidado
para evitar derrames.

 Para la dilucién 1073, transferir 1 mL de la dilucién 1072 a otro
tubo con 9 mL de agua peptonada.

Flujograma: Preparacion y dilucién de las muestras (Uribe, A.
et al., 2012)

Inicio

\ 4

Limpieza del area de trabajo con alcohol al 70%

P

Preparacién de la dilucion 107

P

Agregar 11g de muestra macerada en un Erlenmeyer
con 99 ml de agua peptonada al 01%

P

Agitar el frasco y dejar reposar por 10 minutos

P

Preparacién de la dilucién 102

\ 4

Tomar 1Iml de la dilucién 10 -1 y transferirlo a un tubo
de ensayo con 9ml de agua peptonada al 0,1%
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\ 4

Agitar con cuidado

Fin
Recuento de Esporas Clostridium Sulfito Reductor

* Preparacion de la muestra y diluciones correspondientes

* Pipetear 1 mL de cada dilucién en tubos estériles.

* Calentar los tubos con las diluciones a 80°C durante 10 mi-
nutos y enfriar rapidamente bajo agua corriente.

* Afadir 10 £ 2 mL de agar SPS (Agar Sulfito Ciclosenina).

* Verter la segunda capa de agar SPS. * Incubar a 35°C durante
72 horas.

* Observar diariamente los tubos para detectar la formacién
de color negro (indicativo de presencia de H2S).

* Realizar la lectura de los tubos que presenten entre 5y 50
colonias negras.

 Calcular el numero total de colonias.

Flujograma: Recuento de Esporas Clostridium Sulfito Reductor

\ 4

Recuento de esporas Clostridium sulfito reductor

\ 4

Preparacién de la muestray diluciones
correspondientes (Uribe, A. et al, 2012)

\ 4

Pipetear 1ml de cada dilucién en tubos estériles
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\ 4

Calentar los tubos con las diluciones a 80°C durante 10
minutos y enfriar rapidamente bajo agua corriente

\ 4

Verter la segunda capa de agar SPS

\ 4

Incubar a 35°C durante 72 horas

\ 4

Observar diariamente los tubos para detectar la formacion
de color negro (Indicativo de presencia de H2S)

\ 4

Realizar la lectura de los tubos que presenten
entre 5y 50 colonias meggras

\ 4

Calcular el nUmero total de colonias

Recuento de Clostridium perfringens

Preparar la muestray realizar las diluciones correspondientes.
Pipetear 1 mL de cada dilucion en cajas de Petri por duplicado.
Afadir 15 mL de agar SPS y mezclar como se indico.
Colocar las cajas de Petri en una camara anaerodbica.

Incubar a 35°C durante 48 horas.
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Flujograma: Recuento de Clostridium perfringens (Barbosa,

A.2019):
\ 4

Recuento de Clostridium perfringens (Barbosa, A. 2019)

P

Preparar la muestra y realizar las diluciones correspondientes

P

Pipetear 1ml de cada dilucidén en cajas de Petri por duplicado

P

Afadir 15ml de agar SPS y mezclar como se indica

P

Colocar las cajas de Petri en una camara anaerdbica

\ 4

Incubar a 35°C durante 48 horas

5.2 Microbiologia del agua

Los analisis microbiolégicos se deben efectuar teniendo en
cuenta las siguientes recomendaciones Bartley et al. (2019):

* Coliformes totales y fecales segln la Norma Técnica Colom-
biana NTC 4939 (sustrato enzimatico - NMP).

* Pseudomonas aeruginosa segun la Norma Técnica Colombia-
na NTC 4949 (sustrato enzimatico - NMP).

Para la determinacion de coliformes totales y fecales se utili-
zara la siguiente metodologia: Se empleara el medio de cultivo
caldo fluorocult, el cual permite identificar ambos grupos de
microorganismos en 24 horas. Este medio se caracteriza por
contener dos sustratos: el X-Gal, que reacciona especificamente
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con la enzima B-D glucoronidasa, propia de los coliformes to-
tales, y el fluorogénico MUG, que reacciona con la enzima B-D
galactosidasa, caracteristica de E. coli, generando un compuesto
fluorescente bajo luz ultravioleta a 366 nm. Ademas, el medio
contiene triptéfano para realizar la prueba de indol, a la cual se
le aflade 0.5 mL del reactivo de Kovac’s.

Para la determinacion de Pseudomonas aeruginosa se tendra en
cuenta la siguiente metodologia: En el caso de la prueba presuntiva
se puede usar Caldo Asparragina (doble y simple concentracion),
y de igual manera, que la técnica para coliformes. Se realiza una
incubacion a 36°C/48 horas (Bartley et al., 2019). Las correspon-
dientes lecturas se haran en espectrofotémetro a 357 nm (posi-
tivos, los tubos que presenten pigmento verde o fluorescencia).

Luego, se realizara siembra por estrias del contenido de los tu-
bos positivos de la prueba presuntiva en Agar Cetrimida (41,5°C
durante 24 horas). Se seleccionaran las colonias tipicas (de color
verde azulado y fluorescentes bajo luz UV) y se transferiran a
placas de Petri con Agar Tripticasa de Soya (TSA), incubandose
a 35°C durante 24 horas (Bartley et al., 2019).

En la fase final, se realizaran evaluaciones enzimaticas para ca-
talasa y oxidasa, seleccionandose aquellas colonias que mues-
tren reactividad positiva en ambos ensayos. Sobre las cepas que
exhiban actividad enzimatica positiva, se ejecutaran pruebas
bioquimicas adicionales, incluyendo:

* Capacidad de desarrollo en rangos térmicos de 4°C a 41,5°C.
* Metabolismo de nitratos (prueba de reduccion).
* Sintesis de piocianina como marcador metabdlico.

Luego, para las cepas que cumplan con estos criterios, se utili-
zara el método del NUmero Mas Probable (NMP) para determinar
la densidad de Pseudomonas aeruginosa en la muestra, expre-
sando la concentracion como NMP por cada 100 mL.
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El control microbiolégico en los alimentos balanceados y el
agua es fundamental para garantizar la seguridad, la calidad y
la inocuidad en los procesos productivos, especialmente en la
industria alimentaria y pecuaria. Este control permite prevenir
la proliferacion de microorganismos patdégenos que pueden
afectar la salud animaly, por extension, la salud humana a tra-
vés de la cadena alimentaria. Ademas, contribuye a mantener
la eficiencia nutricional de los alimentos y la pureza del agua,
evitando pérdidas econdmicas y mejorando la productividad.
Implementar practicas rigurosas de control microbiolégico no
solo es una medida preventiva, sino una responsabilidad esen-
cial para proteger la salud publica y asegurar la sostenibilidad
de los sistemas de produccién.
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Introduccion a la Microbiologia Predictiva

La microbiologia predictiva es una disciplina que combina los
principios de la microbiologia, la estadistica y la modelizacion
matematica para predecir el comportamiento microbiano en los
alimentos. Esta rama de la ciencia ha adquirido una importancia
significativa en los ultimos afios debido a la necesidad de ga-
rantizar la seguridad alimentaria y prolongar la vida util de los
productos de origen animal, manteniendo su calidad (tobacz et
al., 2022) (Ver figura 55).

Figura 55. Microbiologia predictiva
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6.1. Conceptos Clave

La microbiologia predictiva utiliza modelos matematicos para co-
nocer el desarrollo poblacional de microorganismos importantes
para la seguridad alimentaria; ésto lo realiza bajo diferentes si-
tuaciones ambientales y distintos tipos de alimentos. La creacién
de modelos ayuda a predecir parametros como: la velocidad de
crecimiento, la inactivacion y la supervivencia de los microorga-
nismos; para ello tiene en cuenta las variables temperatura, pH,
actividad del agua (AW), entre otros (Koseki et al., 2021).

De acuerdo con Baranyi et al. (2024): la microbiologia predictiva tie-
ne como elemento importante el modelo matematico. Al respecto,
los modelos son considerados representaciones mas simples de la
realidad que se estudia, para ello, busca la relacion entre distintas
variables. Como se menciono6 anteriormente los modelos pueden
ser de diferentes tipos, entre los que podemos encontrar:

¢ Modelos empiricos. Basados en la observacién directa
de los datos experimentales. Estos modelos describen
las relaciones entre las variables sin necesariamente
comprender los mecanismos subyacentes.

* Modelos Mecanisticos. Basados en el conocimiento
de los mecanismos biolédgicos y fisicoquimicos que
afectan el crecimiento microbiano. Estos modelos
intentan representar la realidad de una manera mas
detallada y precisa.

* Modelos Probabilisticos. Utilizan principios estadis-
ticos para describir la variabilidad y la incertidumbre
inherente en los procesos microbianos. Estos mo-
delos son Utiles para evaluar el riesgo y la seguridad
alimentaria.

 Parametro de crecimiento microbiano. Los parame-
tros comunes utilizados en la microbiologia predictiva
incluyen la tasa de crecimiento especifico (u), que
describe la velocidad a la que una poblacién micro-
biana aumenta; el tiempo de lag (A), que es el periodo
de adaptacién antes de que comience el crecimiento
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exponencial; y la poblacién maxima (Nmax), que es el
limite superior al que puede llegar la poblacion mi-
crobiana en un entorno dado (Eren & Banfield, 2024).

6.1.1 Importancia en la Seguridad Alimentaria

La seguridad alimentaria es un tema que nos afecta a todos, y la
microbiologia predictiva juega un papel clave en su gestion. Los
microorganismos presentes en los alimentos pueden producir
toxinas, causar enfermedades y deteriorar los productos, por
lo que es fundamental anticipar cémo las condiciones de al-
macenamiento y procesamiento pueden influir en su desarrollo
(Baranyi et al., 2024).

Uno de los usos mas importantes de la microbiologia predictiva
es ayudar a determinar la vida util de los alimentos. Para los
fabricantes, es crucial saber cuanto tiempo un producto puede
mantenerse seguro y en buen estado antes de volverse inapro-
piado para el consumo. Gracias a modelos predictivos, es posible
estimar esta duracién bajo distintas condiciones, lo que permite
a las empresas optimizar sus procesos y reducir el desperdicio
de alimentos (Katsini et al., 2022).

Ademas, esta disciplina es esencial para evaluar riesgos en la
industria alimentaria. Los modelos predictivos pueden anali-
zar la posibilidad de que patdégenos como Salmonella, Listeria
monocytogenes y Escherichia coli se multipliquen en ciertos
alimentos y condiciones de almacenamiento. Con esta infor-
macion, los fabricantes y las autoridades reguladoras pueden
tomar decisiones informadas sobre qué medidas implementar
para minimizar los riesgos de enfermedades transmitidas por
alimentos (Katsini et al., 2022).

La microbiologia predictiva también contribuye a mejorar los pro-
cesos de conservacion. Por ejemplo, permite disefiar tratamientos
térmicos que eliminen microorganismos peligrosos sin comprome-
ter el sabor, la textura o el valor nutricional de los alimentos. Asi,
esta herramienta no solo protege nuestra salud, sino que también
asegura que los productos sigan siendo atractivos y de calidad.

231



Procedimientos de laboratorio de Microbiologia Zootécnica

6.1.2 Aplicacion Practica en la Industria Alimentaria

En el dia a dia de la industria alimentaria, la microbiologia
predictiva se ha vuelto una aliada indispensable, ayudando en
diversas etapas de la produccidon y distribucion de alimentos.
De acuerdo con Srivastava (2024), se explica algunas de las
aplicaciones mas destacadas:

Diseiio de nuevos productos. Cuando se desarrollan alimentos
innovadores, los modelos predictivos permiten anticipar posibles
riesgos microbioldgicos antes de que lleguen al mercado. Esto
es especialmente Util para productos que incorporan ingredientes
0 procesos poco tradicionales, garantizando su seguridad desde
el principio.

Control de calidad. Durante la fabricacién, estos modelos ayu-
dan a los productores a ajustar paradmetros para asegurar que
los alimentos cumplan con los estandares de calidad y seguri-
dad. Por ejemplo, se pueden optimizar las condiciones de alma-
cenamiento o los tratamientos térmicos para prolongar la vida
util sin poner en riesgo la salud de los consumidores.

Reaccion rapida ante brotes. En caso de que ocurra un brote
de enfermedad relacionada con alimentos, la microbiologia pre-
dictiva puede ser clave para identificar el origen del problema
y anticipar su posible propagacién. Esto facilita tomar medidas
rapidas y efectivas para proteger la salud publica.

Evaluacion de métodos de conservacion. Cuando se trata de
conservar alimentos, esta herramienta resulta fundamental
para analizar qué tan efectivas son distintas estrategias, como
refrigeracion, pasteurizacion o envasado con atmésferas mo-
dificadas. Los modelos permiten prever cémo estas técnicas
combinadas impactan en la supervivencia de microorganismos,
asegurando un equilibrio entre seguridad y calidad.
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6.2 Modelos Predictivos en Microbiologia
de Alimentos

La microbiologia predictiva se fundamenta en el uso de modelos
matematicos para predecir el comportamiento de microorganis-
mos en alimentos bajo diversas condiciones. Estos modelos son
herramientas esenciales para la industria alimentaria, permitien-
do anticipar el crecimiento, la inactivacion, y la supervivencia de
microorganismos en funcion de factores como la temperatura,
el pH, la actividad de agua (aw), y la presencia de conservantes.

6.2.1. Tipos de Modelos Predictivos

Existen varios tipos de modelos predictivos en microbiologia de
alimentos, actualmente los modelos se pueden clasificar prin-
cipalmente en: Primarios, secundarios y terciarios (ver tabla 10).

6.2.1.1. Los modelos primarios. Al respecto, Martinez-Garcia
(2016), en microbiologia predictiva son herramientas basicas
que describen como varia el nUmero de unidades formadoras de
colonias (UFC) en funcién del tiempo bajo diferentes condiciones
experimentales. Su propdsito principal es determinar la dinami-
ca de crecimiento de los microorganismos utilizando el menor
numero posible de parametros, lo que permite evitar calculos
complejos que puedan comprometer la precisién. Estos modelos
proporcionan informacion esencial sobre las caracteristicas de
los microorganismos estudiados, como el tiempo de generacion
(to), la duracion de la fase de adaptacion o latencia (M), la veloci-
dad maxima de crecimiento (uMax) y el momento en qué inicia
la produccidn de toxinas. Entre los enfoques mas comunes para
desarrollar estos modelos se encuentran la ecuacion de Gom-
pertz y la ecuacién de Baranyi, ampliamente utilizadas por su
capacidad para describir las curvas de crecimiento microbiano.

6.2.1.2. Los modelos secundarios. Garcia y Zurera (2004), men-
cionan que los modelos secundarios consisten en ecuaciones
disefiadas para explicar como los parametros de los modelos
primarios, como la tasa de crecimiento o la duracion de la fase
de adaptacion, varian en funcién de uno o mas factores am-
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bientales, como temperatura, pH, actividad de agua (aw) o com-
posicion de la atmosfera gaseosa. Ejemplos comunes incluyen
ecuaciones basadas en la formula de Arrhenius o el modelo de
la raiz cuadrada (Skinner et al., 1994), especialmente cuando
la temperatura es el principal factor que regula el crecimiento.
Estos modelos han sido adaptados para considerar otros facto-
res como el pH y la actividad de agua. Ademas, si se incorporan
variables adicionales, como la concentracion de acidos organicos
o nitritos, se pueden emplear ecuaciones de regresién polino-
micas. Estas ultimas son altamente flexibles al incluir términos
cuadraticos, cubicos e interacciones, aunque presentan una
menor capacidad para interpretar mecanismos bioléogicos en
comparacién con los modelos anteriores.

6.2.1.3. Los modelos terciarios. Para este grupo, también Mar-
tinez-Garcia (2016), menciona que, los modelos terciarios con-
sisten en la integracion de uno o mas modelos primarios y
secundarios en herramientas informaticas disefladas para el
usuario final. Estas aplicaciones simplifican el uso de ecuacio-
nes matematicas, facilitando su implementacion préactica. En
la actualidad, existen diversos paquetes de software dedicados
a la modelizacion microbiana, que van desde hojas de calculo
con ecuaciones simples hasta sistemas expertos y programas
avanzados para simulacion y estimacion de riesgos. Una ventaja
significativa es que los usuarios no requieren conocimientos
avanzados en técnicas de modelizaciéon predictiva, lo que con-
vierte a la microbiologia predictiva en una herramienta accesible
y potente para investigadores y profesionales de la industria
alimentaria.
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Tabla 10. Clasificacion Modelos predictivos

Modelos Primarios

Modelos Secundarios

Modelos Terciarios

Funcién de Gompertz

Modelo Belehradek
(Modelo de Raiz
Cuadrada)

PMP USDA

Gompertz Modificada

Modelo Ratkowsky
(Modelo de Raiz
Cuadrada)

Micromodelo de
Alimentos

Modelo Logistico

Modelo de Arrhenius

Predictor de
Pseudomonas

Modelo Baranyi

Modelo Modificado
de Arrhenius (Davey o
Schoolfield)

Sistema Experto

Modelo de Primer
Orden

Modelos Probabilisticos

Modelo de Primer
Orden Modificado

Valores Z

Valores D de
Inactivaciéon Térmica

Polinomiales o Respuesta

Modelo de Declinacion
de Crecimiento de
Whiting y Cygnarowicz

Modelos de Superficie

Modelo Lineal de Tres
Fases

Modelo de William-
Landel Ferry

Fuente: Baranyi et al. (2024)

6.3. Desarrollo y Validacion de Modelos Predictivos

Al respecto, Baranyi et al. (2024), plantea que el desarrollo y va-
lidaciéon de modelos predictivos en microbiologia de alimentos
es una actividad esencial para mejorar la seguridad alimentaria.
Estos modelos proporcionan herramientas que permiten esti-
mar el comportamiento microbiano bajo diversas condiciones

235




Procedimientos de laboratorio de Microbiologia Zootécnica

ambientales y de procesamiento, ayudando a prevenir la pro-
liferacion de patdogenos y el deterioro de los alimentos. Este
capitulo se centrara en los pasos involucrados en la creacion
de modelos predictivos y los métodos para validar su precision
y aplicabilidad en la industria alimentaria.

6.4. Fundamentos del Desarrollo de
Modelos Predictivos

El desarrollo de un modelo predictivo comienza con la com-
prension profunda de los principios biolégicos que rigen el cre-
cimiento, inactivacién o supervivencia de los microorganismos
en los alimentos. Se deben tener en cuenta una serie de facto-
res intrinsecos (pH, actividad de agua, nutrientes) y extrinsecos
(temperatura, atmdésfera de almacenamiento) que afectan la
dinamica microbiana (Srivastava, 2024).

6.4.1. Recoleccion de Datos Experimentales

La recoleccion de datos precisos y relevantes es el primer paso
en el desarrollo de modelos predictivos. Estos datos deben re-
flejar las condiciones bajo las cuales se espera que el modelo
sea aplicado (Pérez-Rodriguez et al., 2013).

+ Diseiio experimental: Un disefio experimental sélido es
fundamental para generar datos fiables. Esto incluye la se-
leccion de condiciones experimentales representativas de
situaciones reales de procesamiento y almacenamiento.

* Variables a monitorear: Es importante identificar y medir las
variables criticas que afectan el crecimiento o inactivacion
microbiana, como temperatura, pH, actividad de agua, y la
presencia de conservantes o competidores microbianos.

* Replicacion: La replicacion de los experimentos es esencial
para asegurar la reproducibilidad y precision de los datos, lo
que aumenta la confiabilidad del modelo final.

Los datos recolectados se utilizan para construir y ajustar los
modelos matematicos que describen el comportamiento micro-
biano bajo diferentes condiciones.
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6.5. Construccion de Modelos Primarios

Los modelos primarios describen como cambian las poblaciones
microbianas en funcion del tiempo bajo condiciones constantes.
Estos modelos son la base para predecir el comportamiento
microbiano en escenarios especificos.

6.5.1. Curvas de Crecimiento Microbiano

Como lo indica Kumar et al. (2024), El crecimiento microbiano
suele seguir una curva sigmoidea, caracterizada por varias fases:

Fase lag: Es el periodo de adaptacién de los microor-
ganismos al nuevo entorno. La duracion de esta fase
depende de factores como la temperaturay la dispo-
nibilidad de nutrientes.

Fase exponencial: En esta fase, los microorganismos
se multiplican rapidamente, y la tasa de crecimiento
es maxima y constante.

Fase estacionaria: En esta fase, la tasa de crecimien-
to disminuye debido a la limitacién de nutrientes y la
acumulacion de productos de desecho.

Fase de muerte: Finalmente, la poblacion microbiana
disminuye a medida que las condiciones se vuelven
insostenibles para el crecimiento.

Modelos matematicos como el modelo de Gompertz modificado
o el modelo de Baranyi son comunmente empleados para des-
cribir estas etapas del crecimiento.
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La microbiologia predictiva se ha convertido en una herramien-
ta clave para garantizar la seguridad de los alimentos que se
consume, esta area combina conocimientos de microbiologia,
principios de quimica y procesos matematicos, que permiten
anticipar el comportamiento de bacterias en distintos tipos de
alimentos. Para ello, realiza analisis de parametros de interés
como velocidad de crecimiento microbiano, tiempo de adap-
tacién al medio, fase exponencial, entre otros. Con la anterior
informacién se crea modelos que permite estudiar el comporta-
miento microbiano desde diferentes enfoques, lo que facilidad la
toma de decisiones informadas en cada etapa del proceso pro-
ductivo, desde el disefio del alimento hasta su almacenamiento
y distribucién. Ademas, la construccion de modelos predictivas
con datos experimentales confiables y validados, ha permitido
un mayor alcance de estas herramientas a profesionales de-
sarrollados son intuitivos y faciles de usar. De esta manera, se
aporta de manera importante al consumidos y toda la cadena
de procesamiento de los alimentos.

238



CAPITULO 7.

Cultivos Celulares



Procedimientos de laboratorio de Microbiologia Zootécnica

El cultivo celular es un proceso en el que se cultivan células
(ya sean procariotas, eucariotas o vegetales) en condiciones
controladas, el término "cultivo celular" se utiliza para descri-
bir el cultivo de células aisladas de eucariotas multicelulares,
especialmente células animales. Los cultivos celulares se de-
finen como un sistema compuesto por células de un érgano o
tejido, ya sea normal o tumoral, que se mantienen en medios
de cultivo con una composicién quimica especificay bajo con-
diciones controladas de temperatura, pH, aireacion y humedad.
Esto garantiza su supervivencia y multiplicacion, preservando
sus funciones metabodlicas de manera similar a como se com-
portaban en el organismo original (Bi et al., 2023).

7.1 Ventajas del cultivo celular

De acuerdo con Bi et al. (2023), las principales ventajas del cul-
tivo celular son las siguientes:

1. Control del entorno: El cultivo celular posibilita un control
exacto de las condiciones fisico-quimicas (pH, temperatura,
presion osmotica, concentracion de oxigeno (02) y didxido de
carbono (CO2)), asi como de las condiciones fisioldgicas, las
cuales deben permanecer estables para garantizar el desa-
rrollo adecuado de las célula.

2. Uso de suplementos: Muchas lineas celulares requieren su-
plementos en el medio de cultivo, como el suero, que aporta
hormonas y otras sustancias reguladoras esenciales para su
crecimiento.

3. Eficiencia en el uso de reactivos: Los cultivos celulares per-
miten la aplicacién de concentraciones bajas y especificas
de reactivos, lo que facilita un acceso directo a las células
y reduce el uso de reactivos en un 90% en comparacién con
la inyeccidén in vivo. Esto minimiza la necesidad de admi-
nistrar, excretar y distribuir los reactivos en los tejidos del
organismo.

4. Consideraciones éticas y economicas: Aunque los estudios
in vivo pueden ser mas econdémicos en algunos casos, los
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aspectos legales, morales y éticos relacionados con el uso
de animales en experimentacién a menudo hacen que los
cultivos celulares sean una opcion preferible. Por otra par-
te, con los cultivos se puede estudiar el transporte y uso de
metabolitos de manera mas controlada.

7.2 Desventajas del cultivo celular

Al respecto, Bi et al. (2023) mencionan que las técnicas de cul-
tivo celular presentan varias desventajas:

1.

Requisitos de asepsia estrictos. Las células animales crecen
mas lentamente que otros microorganismos con las levaduras,
las bacterias y los hongo, por lo que es fundamental mantener
condiciones de asepsia rigurosas para evitar contaminaciones.

Necesidad de suplementos. Las células animales necesitan
medios mas complejos a los cultivos basicos, esto hace que
sea necesario afiadir diferentes suplementos, entre los que
se tiene fluidos intersticiales, pasma y sueros intersticiales
para crear un entorno lo mas parecido posible al que ten-
drian en un organismo vivo.

Altos costos y esfuerzo. La produccién de células en cultivo
requiere una inversién significativa de esfuerzo y recursos.
Los costos asociados con el cultivo celular pueden ser diez
veces mayores que los del uso de tejido animal, debido a la
necesidad de realizar numerosos ensayos y procedimientos
preparativos para estandarizar el proceso y optimizar la mani-
pulacion, volumenes de muestray tiempos de centrifugacion.

Dificultad en la correlacion funcional. Las células cultivadas
a menudo muestran propiedades diferentes a las células del
tejido del que se originan, lo que dificulta la comparacion
directa. Para abordar esto, se utilizan marcadores celulares
gue ayudan a verificar que las células en cultivo son las mis-
mas que las originales.

Inestabilidad genética. Los cultivos celulares pueden experi-
mentar inestabilidad genética con el tiempo, especialmente
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durante multiples pases, esto lleva a una heterogeneidad en
el crecimiento y diferenciacion de las células.

7.3 Usos y aplicaciones de los cultivos celulares

Estas aplicaciones destacan la versatilidad y el impacto funda-
mental de los cultivos celulares en la investigacion cientifica,
asi como en el desarrollo de nuevas tecnologias y tratamientos.
Los cultivos celulares de células animales son esenciales en una
amplia gama de investigaciones y han sido clave para numerosos
avances en las ciencias biomédicas. Segun Bi et al. (2023), entre
sus aplicaciones mas destacadas se incluyen:

1.

Analisis a nivel celular: Estas metodologias brindan herra-
mientas para examinar las funciones intrinsecas de las cé-
lulas, abarcando procesos como el intercambio energético
(metabolismo), la regulacién de las fases de divisidon celular,
la manipulacion de la actividad de los genes, técnicas de re-
plicacion artificial (clonacién), asi como estudios vinculados
a la oncogénesis y métodos de deteccion temprana.

Dinamica del desarrollo biolégico: Ofrecen plataformas para
disefiar modelos que expliquen cdmo se generan los tejidos
especializados en un organismo adulto a partir de una unica
célula inicial (cigoto). En este campo, se investigan activa-
mente cultivos celulares con capacidad de maduraciéon con-
trolada en laboratorio, los cuales permiten simular etapas
clave de la especializacion celular.

Investigacion con animales transgénicos: El cultivo celular
es fundamental para insertar genes en células receptoras,
un proceso clave en la creacion de organismos transgénicos
gue expresan nuevos genes.

Aplicaciones en biologia celular y bioquimica: Incluyen el
estudio de procesos intracelulares, como la transcripcion
del DNAy la sintesis de proteinas, asi como el flujo y movi-
mientos de RNAy proteinas.

Farmacologia y toxicologia: La industria farmacéutica utiliza
cultivos celulares para desarrollar y probar nuevos farmacos.
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Ademas, se emplean en la produccién de anticuerpos, hor-
monas y técnicas diagnosticas para enfermedades, incluido
el diagndstico prenataly el cancer.

Ecologia celular: Investiga las necesidades nutricionales de las
células, las infecciones, la conversién celular provocada por
sustancias quimicas o virus, y la cinética de los grupos celulares.

Interacciones celulares: Examina la colaboracion metabdlica, la
inhibicion por contacto o la adhesion, y las interacciones celulares.

Virologia: Establece condiciones para cultivar virus de origen
animal y vegetal.

Inmunologia: Esta area se centra en la generacion de
anticuerpos monoclonales y en el estudio de la genética a
nivel celular, explorando aspectos como la composiciény
regulacién genética.

Ingenieria de proteinas: Involucra la sintesis dirigida de
proteinas mediante el empleo de lineas celulares modificadas
o adaptadas para optimizar procesos biosintéticos.

Dinamica celular en diferenciacion y desarrollo: Proporciona
metodologias para investigar los receptores y las rutas de
sefalizacién que regulan la maduracion y especializacién
de las células, clave para comprender procesos como la
formacion de tejidos.

7.4 Medios de cultivo

De acuerdo con Pan et al. (2024), para el cultivo celular, se
emplean placas que contienen medios liquidos disefiados para
aportar los elementos esenciales que las células necesitan para
sobrevivir y multiplicarse, como sales, glucosa, aminoacidos y
vitaminas. Ademas, muchos de estos medios incluyen macro-
moléculas en forma de suero fetal bovino, equino o extractos
embrionarios, aunque su composicion exacta no siempre esta
definida. Esto dificulta determinar las necesidades especificas

de

un tipo celular particular.
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Para abordar esta limitacién, se han desarrollado medios qui-
micamente definidos o "libres de suero", los cuales, ademas
de los componentes basicos, incorporan proteinas especificas
como factores de crecimiento, necesarios para la supervivencia
y proliferacién celular. Estos avances han permitido identificar
moléculas extracelulares clave para regular procesos celulares
esenciales como el desarrollo y la proliferacion.

Los medios de cultivo suelen incluir tampones que mantienen
un pH cercano a 7,4y, a menudo, indicadores como el rojo fenol,
que varia de color en respuesta al metabolismo celular. También
se afiaden antibidticos y antimicdéticos para prevenir contami-
nacién por microorganismos. Los cultivos celulares se realizan
en recipientes de plastico o vidrio disefiados para facilitar la
adhesion celular, mantenidos en incubadoras a 37 °C bajo una
atmosfera controlada con 5% de CO, y 95% de aire.

7.5 Fases del cultivo

En un cultivo celular se pueden distinguir cuatro etapas o fases
como lo indica (Fajardo-Argoti et al., 2021):

1. Fase de latencia (periodo lag): Es el periodo en el que las
células se adhieren al sustrato y comienzan a prepararse
para el ciclo celular. Durante esta fase, el crecimiento de la
bacteria es muy lento, casi nulo, como consecuencia de la
adaptacion de esta al sustrato y su colonizacion.

2. Fase de crecimiento exponencial: En esta fase, el crecimiento
permite que se dupliquen las celulas en cerca de 24 h. se
caracteriza por ser el momento de mayor crecimiento po-
blacional y por consiguiente un mayor consumo de sustrato.

3. Fase de confluencia: es consecuencia directa de una dismi-
nucion del sustrato que ralentiza el crecimiento y lo man-
tiene estable durante un periodo de tiempo.

4. Fase de muerte: es el momento sobre el cual el sustrato es
consumido en su totalidad por lo que las bacterias empiezan
a moriry hay un descenso de la replicacion celular hasta ser
nulo. (p. 192).
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7.6 tipos de cultivos celulares

Los cultivos celulares pueden clasificarse segun diversos cri-
terios. Una forma de hacerlo es en funcién de su capacidad de
adherencia a superficies. Dependiendo de si las células pueden
adherirse a un sustrato, creceran en forma de monocapa o se
encontraran en suspencién. Esta forma de crecimiento suele
estar relacionado con el origen celular. En general, las células
derivadas de dérganos tienden a formar monocapas, mientras
qgue algunas células pueden crecer tanto en monocapa como en
suspension (Bi et al., 2023).

Otra manera de clasificar los cultivos celulares es segun su
origen: Cuando las células se han aislado en forma reciente de
un organo especifico o si estas células son modificadas. Los
cultivos iniciales se pueden obtener de células disgregadas de
tejidos de los érganos del sacrificio de un animal. Cuando es-
tos cultivos primarios se someten a transformaciones que les
permiten multiplicarse de manera indefinida, se les denomina
lineas celulares. Aunque tedéricamente se puede obtener un
cultivo primario de cualquier tipo de tejido, los tejidos embrio-
narios y tumorales suelen ser los mas efectivos debido a su
menor grado de diferenciacion y mayor capacidad de divisién
(Doyle et al., 2024).

Al respecto, los cultivos se deben establecer a partir de sus-
pensiones celulares, que se han obtenido por disgregacién de
tejidos. Se debe tener en cuenta que una gran variedad de cé-
lulas de tejido no sobrevive en suspension, como lo hacen las
bacterias, ya que requieren una superficie solida para crecery
dividirse. Esta superficie suele ser la base de una placa o fras-
co de plastico, aunque en algunos casos se necesita recubrir el
plastico con componentes de la matriz extracelular, como co-
lageno o laminina, para proporcionar el soporte necesario para
el crecimiento celular.

7.6.1. Cultivos en monocapa

Un grupo de celulas que se cultivan en monocapa presentan un
comportamiento caracteristico en el cual su proliferacién se ve
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inhibida al entrar en contacto unas con otras. Este fendmeno
permite que las células formen una monocapa que recubre la
zona para crecer asignada. Aquellas células que se obtienen de
un cultivo primario suelen florecer bajo estas circunstancias
gracias a su estructuras genéticas estables y su caracteristica
diploide habitual.

Los contenedores utilizados para los cultivos celulares en mo-
nocapa comprenden frascos con tejidos cultivado (T-75 o T-24)
y placas de Petri, que pueden ser fabricados en plastico o vidrio
tratado. La transmision de células a superficies mas amplias se
efectla a través de la aplicacion de agentes proteoliticos, como
la tripsina. Para escalas mayores de produccién, es esencial
extender las areas de crecimiento, siendo 6ptima la utilizacion
de botellas en rotacion (roller). Este sistema permite que las
células se adhieran a toda la superficie interna de la botella
mediante una rotacion lenta; por ejemplo, una botella de 1 litro
con 100 ml de medio ofrece una superficie de crecimiento de
aproximadamente 500 cm?2 (Doyle et al., 2024).

7.6.2 Cultivos en suspension

Una linea celular derivada de un cultivo primario que inicial-
mente requieren anclaje a superficies pueden adaptarse para
crecer en suspension tras un periodo de ajuste. Se ha demos-
trado experimentalmente que los cultivos cuando se suspen-
den necesitan de una macromolecula o matriz que funcionan
como escudos de proteccién para el exterior de la célula. Estas
macromoléculas, presentes en el suero, en conjunto con el me-
dio de cultivo, constituyen el medio de cultivo, contribuyen a
proporcionar un entorno equilibrado de nutrientes. Entre estas
matrices se encuentra el Methocel, que es crucial para el creci-
miento de cultivos en suspension (Srivastava, 2024).

Mientras que el cultivo en monocapa es bueno cuando con un
producto extracelular, se prefiere los cultivos en suspension
cuando se busca obtener productos intracelulares o cuando se
enfrenta dificultades relacionadas con la capacidad de anclaje
de ciertos tipos de células. El cultivo continuo presenta ventajas
economicas significativas, como la utilizacion de equipos mas
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avanzados y una menor manipulacion, lo que resulta en una
mayor eficiencia para la produccion a gran escala.

7.6.3 Cultivos primarios

Los cultivos primarios presentan caracteristicas distintivas en
comparacion con las lineas celulares establecidas. Estas ca-
racteristicas incluyen la conservacién de la morfologia inicial
de las células del 6rgano de origen, un niumero cromosémico
diploide (2n), un limitado crecimiento en condiciones in vitro e
inhibicién al contacto.

Debido a su proximidad a las células originales, los cultivos pri-
marios mantienen una actividad y funcionalidad mas cercanas
a su entorno natural. Esto se traduce en una mayor sensibilidad
a cepas virales en comparacion con las lineas celulares esta-
blecidas. Ademas, los cultivos primarios son preferidos para la
produccion de vacunas debido a su menor propensiéon a trans-
formarse en malignos. No obstante, presentan la desventaja de
tener alta probabilidad de contener virus latentes o adventicios,
esto requiere el uso de tecnologias avanzadas para asegurar un
mejor manejo de la calidad.

En un cultivo primario se puede comenzar con o sin un proceso
previo de fraccionamiento para aislar diferentes formas celu-
lares. En este tipo de cultivos, se conserva las caracteristicas
originales de la célula, aunque su capacidad de proliferacion
es restringida. Ademas, las células pueden ser retiradas del
recipiente de cultivo para iniciar cultivos secundarios (Nguyen
et al., 2024).

7.6.4 Cultivos secundarios

En los cultivos secundarios, las células tienden a proliferar hasta
cubrir la totalidad de los bordes del contenedor, estableciendo
una monocapa, que es una capa de células de un solo espe-
sor. La proliferacion celular se detiene temporalmente cuando
las células entran en contacto entre si, hasta que se realiza el
subcultivo, o las células se pasen, a un nuevo contenedor con
cultivo nuevo. Bajo estas condiciones, las células pueden man-

247



Procedimientos de laboratorio de Microbiologia Zootécnica

tenerse y subcultivarse durante semanas o meses. Durante esta
fase, las células a menudo presentan caracteristicas diferentes
segun su origen (Srivastava, 2024).

7.6.5 Cultivos tridimensionales

Los cultivos tridimensionales estan diseflados para preservar la
estructuray organizaciéon del tejido en condiciones in vivo. Este
tipo de sistema ayuda en la comprensién de la proliferaciony la
morfologia epitelial, asi como sus interacciones entre una célula
y otros tejidos (conectivo). Ademas, los cultivos tridimensiona-
les facilitan la evaluacion de como diversas sustancias pueden
influir en las interacciones entre células (Srivastava, 2024).

7.6.6 Cultivos continuos o lineas celulares

Los cultivos continuos estan compuestas por células que han
adquirido diferencias genéticas y morfolégicas respecto a las
células originales de las que derivan. Estas células pueden ori-
ginarse de tumores o mediante la transformacién de cultivos
primarios a través de técnicas como oncogénesis por transfe-
rencia o el manejo con agentes carcinogénicos, lo que resulta
en la adquisiciéon de un nuevo fenotipo.

Los cultivos continuos, o lineas celulares, se caracterizan por
ser aneuploides, carecer de inhibicion por contacto y presentar
un crecimiento indefinido. El proceso de convertir un cultivo
primario en una linea celular se denomina transformacion. Esta
transformacion puede ser inducida fisiologicamente mediante
hormonas como la hidrocortisona o mediante inductores no
fisiolégicos como el dimetilsulféxido (DMSO) (Srivastava, 2024).

Bajo condiciones normales, una mayor numero de celulas en los
vertebrados ya no se replican después de un numero establecido
de division, un fendomeno denominado senescencia celular. Al
respecto, en el ser humano, un fibroblasto normal solo se parte
cerca de 25 a 40 veces antes de cesar su proliferacion. Esta ca-
pacidad limitada de division se debe al acortamiento progresivo
de los teldmeros, que son secuencias de ADN ubicadas en los
extremos de los cromosomas. En las células somaticas, el gen
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que codifica la enzima telomerasa, responsable de mantener
la longitud de los telémeros, se encuentra "silenciado". Como
resultado, los telOmeros se acortan con cada division celular.

Sin embargo, los fibroblastos humanos, al igual que otras cé-
lulas, pueden ser inducidos a proliferar indefinidamente si se
les introduce el gen que codifica para la telomerasa. De este
modo, las células pueden mantenerse en cultivo como una linea
celular continua.
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CONCLUSION CAPITULO 7.
Cultivos celulares

El uso de cultivos celulares en el estudio con probidticos es fun-
damental para comprender sus mecanismos de accién, evaluar
su viabilidad y determinar su seguridad antes de su aplicacion
en organismos vivos. Este modelo experimental permite analizar,
de manera controladay reproducible, las interacciones entre los
probiodticos y las células huésped, asi como sus posibles efectos
beneficiosos sobre la salud. Ademas, el empleo de cultivos ce-
lulares contribuye a reducir la necesidad de ensayos in vivo en
las etapas iniciales, optimizando tiempo, recursos y cumpliendo
con principios éticos. Por lo tanto, los cultivos celulares repre-
sentan una herramienta clave para el desarrollo y la validacion
cientifica de probidticos eficaces y seguros.

El uso de cultivos celulares en la investigacion microbiologi-
ca es una herramienta fundamental que permite estudiar de
manera controlada las interacciones entre microorganismos
y células huésped. Este modelo facilita la comprension de los
mecanismos de patogenicidad, la evaluacion de la eficacia de
tratamientos antimicrobianos y el analisis del comportamiento
de probidticos, entre otros aspectos relevantes. Ademas, los
cultivos celulares contribuyen a reducir el uso de modelos ani-
males en las etapas iniciales de la investigacion, optimizando
recursos y cumpliendo con principios éticos. Por lo tanto, su
aplicacion es clave para avanzar en el conocimiento microbio-
logico y desarrollar estrategias efectivas para la prevencion y el
tratamiento de enfermedades.
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En las ultimas décadas, la industria alimentaria ha experimen-
tado una transformacion significativa, pasando de un enfoque
centrado Unicamente en la cobertura de necesidades nutricio-
nales basicas hacia la produccion de alimentos funcionales.
Dentro de esta categoria, los probidticos han surgido como uno
de los componentes mas prometedores debido a su capacidad
para interactuar positivamente con la microbiota del huésped y
promover la salud sistémica.

Los probidticos son microorganismos vivos que, cuando se ad-
ministran en cantidades adecuadas, confieren un beneficio a la
salud del consumidor. En el contexto de la zootecnia y la tec-
nologia de alimentos, su aplicacion no se limita solo a la salud
humana, sino que representa una herramienta biotecnolégica
clave para la seguridad alimentaria y la eficiencia productiva en
especies de interés zootécnico.

El presente capitulo aborda la importancia de los probidticos
desde una perspectiva microbioldgica, analizando los criterios
de seleccion que garantizan su viabilidad y funcionalidad. Se
exploraran los principales géneros bacterianos utilizados, como
Lactobacillus y Bifidobacterium, asi como los retos tecnoloégicos
que enfrenta la industria para mantener la estabilidad de estos
microorganismos durante el procesamiento y almacenamiento
de los alimentos. Asimismo, se discutira el papel de estos mi-
croorganismos en la prevencion de enfermedades entéricas y su
impacto en la calidad final de los productos de origen animal.

8.1 Historia de los probioticos y prebidticos

Elie Metchnikoff postuldé que las bacterias acido lacticas (BAL)
eran buenas para la salud y podian promover la longevidad.
Sugirié que la "autointoxicacion intestinal" y el envejecimiento
resultante podrian suprimirse modificando el microbiota intes-
tinal y sustituyendo los microbios proteoliticos -que producen
sustancias toxicas como fenoles, indoles y amoniaco a partir de
la digestion de proteinas- por microbios sacaroliticos. Desarrollo
una dieta con leche fermentada con una bacteria a la que llamo
"bacilo bulgaro"(Garner y Gandhi, 2019)
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Los mismos autores mencionan que, a este concepto le si-
guieron otros desarrollos iniciales. Los trastornos del tracto
intestinal se trataban a menudo con bacterias no patégenas
viables para cambiar o sustituir el microbiota intestinal. En 1917,
antes de que Sir Alexander Fleming descubriera la penicilina,
el profesor aleman Alfred Nissle aislé una cepa no patégena de
Escherichia coli de las heces de un soldado de la Primera Guerra
Mundial que no desarrollé enterocolitis durante un brote grave
de shigelosis. La cepa resultante de Escherichia coli Nissle 1917
es un ejemplo de probidtico no BAL. Por su parte, Henry Tissier
(del Instituto Pasteur), aislo una Bifidobacterium de un lactante
amamantado con el objetivo de administrarsela a los nifios que
sufrian diarrea. Su hipdtesis era que desplazaria a las bacterias
proteoliticas causantes de la diarrea. En Japon, el Dr. Minoru
Shirota aislo la cepa Shirota de Lacticaseibacillus paracasei para
combatir los brotes diarreicos. Desde 1935 se comercializa un
producto probidtico con esta cepa. Estos fueron los precursores
de un campo cientifico que ha florecido.

Los probidticos son microorganismos vivos que, cuando se ad-
ministran en cantidades adecuadas, son beneficiosos para la
salud del hospedero (Hill et al., 2014). Los lactobacilos, junto
con las especies de Bifidobacterium, han sido histéricamente
probidticos comunes. En 2020, el género Lactobacillus sufrio
una importante reestructuracién para abordar mejor la amplia
gama de microbios asignados al género. Se definieron 23 nuevos
géneros, incluidos algunos con especies probidticas bien estu-
diadas. También se utilizan la levadura Saccharomyces boulardii
y algunas especies de E. coli y Bacillus. Entre los nuevos pro-
bidticos se encuentra el Clostridium butyricum, recientemente
aprobado como nuevo alimento en la Unién Europea.

El concepto de prebidtico, propuesto por primera vez por Gibson
y Roberfroid (1995), es mas reciente que el de probidtico. Los
aspectos clave de un prebidtico son que no es digerible por el
hospedero y que produce beneficios para la salud del consumi-
dor al ejercer una influencia positiva sobre los microbios bene-
ficiosos residentes. La administracion o el uso de prebidticos o
probidticos pretende influir en el entorno intestinal, habitado
por billones de microbios, en beneficio de la salud humana. Se
ha demostrado que tanto los probiéticos como los prebidticos
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tienen efectos beneficiosos que se extienden mas alla del in-
testino, pero estas directrices se centraran en los efectos in-
testinales. Los prebidticos suelen consistir en polisacaridos no
amilaceos y oligosacaridos, aunque se estan estudiando otras
sustancias como candidatos a prebidticos, como el almidon re-
sistente, el acido linoleico conjugado y los polifenoles. La mayo-
ria de los prebioticos se utilizan como ingredientes alimentarios,
en alimentos como galletas, cereales, chocolate, cremas para
untar y productos lacteos. Los prebiéticos mas conocidos son:

» Oligofructosa (fructooligosacaridos, FOS)
* Inulina » Galactooligosacaridos (GOS)
* Lactulosa

* Oligosacaridos de la leche materna (oligosacaridos de la le-
che humana o HMO) (Guarner et al., 2024).

8.2 Aplicacion de los probioticos
en productos alimentarios

8.2.1 Probioticos en lacteos

La relacién entre el hombre, los efectos benéficos y los microor-
ganismos probidticos sobre la salud intestinal, cuando se con-
sume leches fermentadas que tiene bacterias lacticas, ha sido
observada desde hace mucho tiempo, los registtros sobre el uso
de productos lacteos se encuentran en pinturas rupestres fer-
mentadas. Distintos organimos se encuentran en los alimentos
fermentados en este grupo podemos observar S. thermophilus,
Lactococcus, L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L. helveticus, L.
acidophilus, L. kefir, L. kefiranofaciens y cepas del grupo L. casei.

8.2.2 Yogures y leches fermentadas

De acuerdo con Aragno y Verstraete (2011), mencionan que las
bacterias probidticas tienen una larga historia asociada a pro-
ductos lacteos como principal vehiculo alimenticio, son numero-
sas las razones que hicieron que las leches fermentadas, como
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el yogur, hayan sido uno de los primeros, y mas exitosos comer-
cialmente, vehiculos de bacterias probidticas. Por otra parte,
Kanbe (1992), menciona que muchos probidticos participan de
los nichos ecolédgicos, en los cuales se encuentran las bacterias
lacticas, a lo que se concluye que “bacterias cercanas podrian
funcionar bien en una misma matriz alimentaria”. A pesar de ob-
servarse combinaciones exitosas, algunas, no muestran efectos
benéficos para el huésped. Al respecto, el yogur se considera un
alimento saludable por el tipo de combinaciones que presente.
Junto a lo anterior, la popularidad del yogurt entre las personas
ha hecho que éste se mantenga en la dieta del ser humano; en-
tre sus caracteristicas mas sobresalientes estan la variedad de
sabores disponibles, un bajo costo, la presentacion del producto
y las facilidades para transportarlo, almacenarlo y consumirlo.

Cuando se quiere producir yogur con microorganismos probio-
ticos, se suele emplear los métodos industriales tradicionales
usados en la elaboracion de los yogures, incorporando bacterias
probioticas al inicio de la fermentacién (junto con las bacte-
rias acidificantes). En el primer caso, la ventaja es que opera-
tivamente son menos pasos, pero la desventaja es que la cepa
probidtica estara expuesta a temperaturas no éptimas durante
la fermentacién y expuesta a la acidez lactica generada por las
bacterias lacticas, lo que podria impactar negativamente en la
viabilidad del probidtico (Souza et al., 2012), los mismos auto-
res afirman que, el caso del agregado del probidtico luego de
la fermentacidn, ésto se puede aplicar a yogures batidos (en el
caso de yogures set o firmes el probidtico debe agregarse antes
de la fermentacién), y la desventaja podria ser la sensibilidad al
oxigeno incorporado durante el batido, principalmente si se em-
plean bifidobacterias. Hay numerosos estudios sobre el agregado
de probidticos a leches fermentadas y su adecuada viabilidad
durante la vida de estante (Kailasapathy, 2006).

Sin embargo, tan pronto como estos desarrollos comenzaron a
aparecer, otros estudios advirtieron sobre pérdidas de viabilidad
celular en forma cepa y producto dependiente (Donkor et al.,
2007), principalmente debido a la accién inhibitoria de la acidez
lactica, a factores del proceso o a otros compuestos quimicos que
forman parte de la formulacion del producto (Aragno y Verstraete,
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2011), asi también como a las posibles interacciones negativas en-
tre las bacterias lacticas y probioticas (Aragno y Verstraete, 2011).

La viabilidad de bacterias probioticas en leches fermentadas de-
pende de numerosos factores tales como la cepa en particular,
la forma de inoculacién (cultivos congelados, liofilizados o con
una etapa previa de propagacion in situ en planta), el momento
del agregado a la leche (antes o después de la fermentacion), la
temperatura de fermentacion, la acidez final y la composicion
quimica de la matriz, las interacciones con las bacterias lac-
ticas acidificantes, las condiciones de temperatura durante la
vida de estante y el oxigeno disuelto, entre otros (Stanton et al.,
2003). Los factores mencionados no son exclusivos, dado que
se presenten interaccidon entre los mismos y que aun faltan por
ser estudiados. Teniendo en cuenta lo anterior, el pH final del
producto y el fendmeno de post-acidificacién son importantes
para la pérdida de viabilidad celular de bacterias probidticos en
productos lacteos fermentados como el yogur (Kanbe, 1992).

8.2.3 Quesos

Aragno y Verstraete (2011), mencionan que mencionan que, el
queso ha sido la segunda matriz alimentaria con mayor éxito
comercial para la vehiculizacion de bacterias probidticas. De
acuerdo con Kanbe (1992), la incorporacién de estos cultivos en
variedades de quesos frescos, blandos o semi-blandos repre-
senta una opcion alentadora para resolver distintos problemas
en la viabilidad limitada en aquella leche que se ha fermentado,
principalmente la produciéon de acido lactico. EL queso presenta
peaches mas altos que el yogur, su matriz es mas densay con
menor cantidad de oxigeno, ademas, de un elevado contenido
de grasa que podria funcionar como un protector para el pro-
bidtico durante la digestion, algunos métodos caseros requieren
ajustes en comparacién con el proceso industrial de fabricacion
de yogures, para garantizar que se cumplan los requisitos de
viabilidad de los probidticos.

Es importante tener en cuenta factores como la actividad acuo-
sa, el contenido de sal, la temperatura de coccion de la cuajaday
el tiempo de maduracion, entre otros, antes de afiadir una bac-
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teria probidtica al queso. En este contexto, los quesos frescos
son perfectos para incorporar probidticos, ya que no necesitan
maduracién y suelen tener un contenido de sal bajo a moderado.
El almacenamiento se realiza a temperaturas de enfriamiento y
la durabilidad es relativamente breve o dentro de los periodos
previstos para mantener la viabilidad del probiético (desde unas
dos semanas hasta unos pocos meses) (Heller et al., 2003).

Uno de los principales desafios para incorporar probioticos en los
quesos es definir cuando y cémo incorporarlos en la tina de pro-
duccidn, con el fin de reducir la pérdida de biomasa junto al suero
gue se extrae tras cortar la cuajada. Para cada queso especifico,
se debe hallar una solucién acorde a su método de produccion.
Por ejemplo, en el caso del queso cottage, la incorporacién se
realiza al afladir la cremay la sal (Higuera Marin et al., 2019).

Existen numerosisimos antecedentes de la incorporacion exitosa
de bacterias probidticas a quesos, la mayoria de ellos experimen-
tales, algunos ejemplos son: Cheddar (Phillips et al., 2006; Ong et
al., 2007), Cottage (Fitzgerald, 1998), Gouda (Gomes et al., 1995),
Crescenza en Italia (Burns et al., 2008) y Tallaga (El-Zayat & Osman,
2001) en Egipto, de cabra en Portugal [92], Bioqueso Ilolay Vita
fresco en Argentina, que llegd al desarrollo comercial y lanzamiento
al mercado (Aragno y Verstraete, 2011), y Fior di Latte (Minervini et
al., 2012) en lItalia, y petit-suisse en Brasil (Cardarelli et al., 2008).

8.2.4 Productos congelados

Productos tales como helados, yogures congelados y postres
helados han sido propuestos como vehiculos para bacterias
probidticas (Ravula & Shah, 1998). Se sostiene que el mayor
beneficio de los productos congelados radica en su almacenaje
a temperaturas de 5 a 10 °C bajo cero, aunque una mayor dura-
bilidad de estos productos podria impactar de manera adversa
en la viabilidad de los probidticos a largo plazo. Hay elementos
alimenticios que pueden obstaculizar la viabilidad de estos mi-
croorganismos son la actividad acuosa reducida y la potencial-
mente alta presion osmotica a causa del contenido de soélidos.
Se podrian observar simultaneamente cambios en la fluidez de
la membrana plasmatica y deshidratacion intracelular, a causa
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de la creacion de cristales intracelulares capaces de fracturar
las células y provocar la inactivacién de los probidticos durante
el proceso de congelamiento, dependiendo de las condiciones
del mismo (Kanbe, 1992).

No obstante, existen otros factores que podrian favorecer la
viabilidad de los probiodticos, tales como la presencia de criopro-
tectores naturales, como la caseina, los azUcares y las grasas.
En cualquier caso, la capacidad de un probiotico para perdurar
en un producto esta determinada, en ultima instancia, tanto
por las caracteristicas especificas de la cepa como por las pro-
piedades fisicoquimicas del producto en cuestidén. Un producto
exitoso de este tipo es el helado comercial Biogarde®, que se
ha comercializado en Alemania desde la década de los 80y que
incorpora B. bifidum y L. acidophilus como cultivos probidticos
(Kanbe, 1992).

8.3 Probioticos en carne

De acuerdo con Bintsis (2018), las Bacterias Acido Lacticas (BAL)
se consideran, en su mayoria, seguras y han sido ampliamente
utilizadas como cultivos iniciadores en la conservacion indus-
trial de productos carnicos. Los cultivos iniciadores mas comu-
nes son las BAL homofermentativas, tales como Lactococcus,
Pediococcus y algunas especies de Lactobacillus, que generan
acido lactico, el principal metabolito de los carbohidratos. Este
proceso no solo favorece el desarrollo y sabor caracteristico
de los productos, sino que también desempefia un papel en su
conservacion. Se ha comprobado que el uso de BAL como cul-
tivos iniciadores reduce el tiempo de fermentacién y aumenta
la seguridad en la mayoria de los alimentos fermentados, en
particular en el procesamiento y conservacion de carnes.

Los productos carnicos son articulos de gran utilidad debido a
su propia composicion nutricional y caracteristicas fisico-qui-
micas. Dentro de los grupos microbianos mas relevantes que
causan su modificacion se hallan las bacterias acido lacticas
como Lactobacillus spp.y LeuconOSTOC spp. modifican las ca-
racteristicas organolépticas del producto (Pothakos et al., 2015).
La aplicacion de antimicrobianos quimicos, tales como los nitri-
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tos, ha sido un método frecuentemente empleado para prevenir
la alteracion de la carne y sus derivados. La creciente necesidad
del consumidor de productos naturales y mas beneficiosos para
la salud ha fomentado la investigacién de antimicrobianos na-
turales, como los aceites esenciales (Bangar et al., 2022).

Las BAL han recibido numerosos estudios debido a su habilidad
para potenciar la preservaciéon y la calidad sensorial de los pro-
ductos carnicos, su papel en la bioconservacién y su influencia
en las caracteristicas organolépticas de la carne han sido ob-
jeto de numerosos estudios en los ultimos afios. Las Bacterias
Acido Lacticas (BAL) tienen un efecto notable en el aromay el
sabor de los alimentos carnicos, al generar compuestos vola-
tiles como acidos organicos, aldehidos, alcoholes y cetonas.
Estos compuestos son responsables del cambio sensoriales
caracteristicos de productos fermentados como embutidos y
salchichones (Gandhi & Shah, 2014). La fermentacion de las BAL
también genera cambios en la textura, mejorando los productos
carnicos. La actividad enzimatica de las BAL contribuye a la de-
gradacion de proteinas y lipidos, resultando en una textura mas
tierna y jugosa (Talpur, 2014). En cuanto al color, la fermenta-
cion de las BAL también influye en la estabilidad del color rojo
caracteristico de la carne por la produccién del acido lactico
y otros metabolitos, previniendo la oxidacion de la mioglobina
(Zhou et al., 2014).

Las BAL tienen diferentes formas de interaccion con otros mi-
croorganismos presentes en los productos carnicos, ya sea de
manera antagonica, sinérgia o competitiva. Estos microorganis-
mos se enfrentan a otros organismos dafinos y modificadores
de nutrientes vitales. Esta competencia es uno de los meca-
nismos mas relevantes mediante los cuales las BAL impiden la
proliferaciéon de microorganismos indeseables. En un estudio,
se observd que Lactobacillus sakei compite eficazmente con-
tra Listeria monocytogenes en productos carnicos, reduciendo
significativamente su proliferacion (Bassi et al., 2015).

Las bacteriocinas producidas por la bacteria Lactiplantibacillus
plantarum permiten la inhibicién de otros microorganismos,
teniendo un espectro de accion que abarcar desde bacterias
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Gram-positivas hasta Gram-negativas, demostrando una fuerte
actividad inhibidora contra patégenos como Staphylococcus au-
reus en productos carnicos (Diop et al., 2018). La fermentacién
de las BAL facilita la disminucién del pH de la comida y genera
condiciones adversas para numerosos patégenos y bacterias
modificadoras. Un pH bajo, junto con la produccién de otros
acidos organicos, peroxido de hidrogeno y compuestos volatiles,
permite la inhibicion de microorganismos como Escherichia coli
y Salmonella (Keller et al., 2014).

Por otra parte, Las BAL producen estructuras multicelulares lla-
madas biofilms, capaces de resguardarlas y facilitar una accién
mas eficaz con otros microorganismos perjudiciales. Los biofil-
ms en las BAL pueden contener diversas especies de bacterias,
generando una comunidad de microorganismos que puede eli-
minar a patdogenos y bacterias modificadoras (Ren et al., 2019).
En ciertas situaciones, las BAL interactuan sinérgicamente con
otros microorganismos benéficos. Como muestra, la co-culti-
vacion de las BAL con levaduras ha demostrado una mejora en
la vida util y la calidad sensorial de los productos fermentados.
La combinacion de Lactobacillus sakei y Debaryomyces han-
senii mejora el sabor y la textura de salchichones fermentados
(Benito et al., 2016).

La efectividad antimicrobiana de las BAL depende del alimento y
las circunstancias particulares de procesamiento y almacenaje.
En alimentos fermentados, como salchichones y chorizos, las
BAL resultan fundamentales tanto para la fermentacién como
para su preservacion. Las BAL, en su mayoria acido lactico,
generan metabolitos que disminuyen el pH del producto, gene-
rando un entorno hostil para microorganismos daflinos como
Listeria monocytogenes y Salmonella (Leroy & De Vuyst, 2016).
Ademas, las bacteriocinas producidas por BAL, como la sakacina
y la pediocina, han demostrado ser efectivas contra una amplia
gama de bacterias indeseables (Hu et al., 2016).

Las BAL se emplean como cultivos de proteccidén en carnes
frescas y refrigeradas para extender la vida util y potenciar la
calidad microbiana. EL uso de Lactobacillus sakei en carnes
frescas disminuye considerablemente la proliferacion de Pseu-
domonas spp. y Enterobacteriaceae, dos familias bacterianas
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vinculadas con la degradacion de la carne (Spano et al. 2014). En
algunos productos cocinados como la salchichay el jamon, las
BAL también aportan beneficios gracias a su actividad antimi-
crobiana. Afiadir Lactobacillus curvatus a los productos carnicos
cocidos no solo incrementa la seguridad microbiana al eliminar
patégenos como Clostridium perfringens, sino que también
ayuda a preservar la calidad sensorial del producto durante su
almacenamiento (Aymerich et al., 2019).

En productos carnicos curados, como el bacon y el jamoén se-
rrano, las BAL desempefian un rol en la inhibicion del desarrollo
de bacterias haldéfilas y psicrotréficas. En investigaciones re-
lacionadas con cepas particulares de Lactobacillus plantarum
se ha demostrado que pueden restringir el desarrollo de Sta-
phylococcus aureus y Bacillus cereus bajo condiciones de alta
concentracion de sal, caracteristicas de los productos curados
(Hammes & Hertel, 2015).

En Espafa, la compaiia Embutidos Fermin ha llevado a cabo
exitosamente la aplicacion de BAL en su gama de productos de
carne. De acuerdo con una investigacién corporativa llevada a
cabo en 2013, la inclusion de Lactobacillus sakeiy Lactobacillus
curvatus en productos fermentados como chorizo y salchichén
condujo a una disminucion del 98 porciento en la existencia de
bacterias patogenas, no alterar el gusto o la suavidad del pro-
ducto. Este logro ha impulsado a la compaiiia a implementar el
uso de BAL en toda su gama de productos fermentados (Em-
butidos Fermin, 2016). En el pais argentino, la compaifiia Carnes
Argentinas S.A. comunicd un significativo logro en extender la
vida util de productos carnicos frescos a través de la aplicacion
de L. plantarum Una investigacion de la compaiiia en 2010 sefialo
que la duracién de los carnicos crudos se amplié a catorce dias,
lo que posibilitd una entrega mas extensa y disminuyé el derro-
che de alimentos. Las conclusiones fueron tan favorables que
la compaidia tiene la intencién de ampliar la utilizacion de BAL a
otros productos (Carnes Argentinas S.A., 2017). Ultimamente, se
ha creado recientes variantes de BAL con mejores caracteristicas
contra microorganismos patdgenos. En una investigacion se pre-
sento6 una cepa de Lactobacillus rhamnosus con capacidad para
producir bacteriocinas de amplio espectro, que fueron efectivas
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contra multiples patogenos alimentarios (Garcia et al., 2019). Esta
innovacion simboliza un progreso importante en la biotecnologia
de alimentos, proporcionando nuevos dispositivos que ayudan a
la bioconservacion de los productos.

8.4 Probioticos en matrices vegetales

En la industria de alimentos la inclusion de cultivos probioticos
se ha realizado tradicionalmente en productos lacteos (queso,
yogur, helados, entre otros) (Shori, 2016). La investigacion en el
desarrollo de soluciones alternativas a los productos probidti-
cos derivados de la leche es una opcién en crecimiento dentro
de la industria de alimentos, especialmente el disefio de bebi-
das de frutas y/o vegetales como ingrediente principal es una
iniciativa factible (Vijaya et al., 2015). Los avances tecnolégicos
han permitido alterar algunas caracteristicas estructurales de
las matrices vegetales modificando los componentes de estos
alimentos de una forma controlada (Lewandowski, 2015), y gene-
rando una serie de productos con valor agregado en el mercado
de alimentos.

Con el fin de proporcionar los efectos funcionales, las cepas a
menudo requieren una matriz especifica que permita la super-
vivencia optima del cultivo lo largo del tracto gastrointestinal
(Vandenplas et al., 2014). El creciente niUmero de personas con
intolerancia a la lactosa, la dislipidemiay el vegetarismo refuer-
zan la importancia del desarrollo de los productos probidticos
no lacteos (Shori, 2016). Estas condiciones han permitido el lan-
zamiento de nuevos productos que contienen cepas probidticas,
particularmente bebidas a base de frutas, verduras, cereales y
soja (Corbo et al., 2014).

Microorganismos como L acidophilus, rhamnosus Lactiplantiba-
cillus plantarum, L. casei y Bifidobacterium lactis son los mas
usados en la elaboracion de distintos productos horticolas y
fruticolas.Desde el punto de vista del desarrollo tecnoldgico, la
inclusion de diferentes microorganismos para procesos fermen-
tativos es un método biopreservacion tradicional para la fabrica-
cion de alimentos, que puede ser considerado una herramienta
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biotecnolégica sencilla, relativamente econdmicay valiosa para
mantener o mejorar la seguridad, propiedades sensoriales y la
vida util de productos hortofruticolas (Di Cagno & Coda, 2014).
La informacién sobre distintas matrices de origen velque que
esta disponibles como fuente de aislamiento como lugar de
obtencién de bacterias probioticas es mas baja, que los obser-
vados en alimentos derivados de la leche.. Adicionalmente es
necesario realizar nuevos estudios sobre microrganismo nativos
de alimentos vegetales en relacion a supervivencia, frente a los
desafios tecnoldgicos, criterios de fermentacion, uso como cul-
tivos iniciadores y relacion ecologicas (Vijaya et al., 2015).

Las matrices vegetales son fuentes fundamentales de agua, vi-
taminas (vitamina C vitaminas del grupo B, provitamina A), fibra
dietaria, minerales y fitoquimicos significativos para la dieta
humana y para los cultivos probidticos (Di Cagno et al., 2013).
Especialmente las bebidas de fruta son consideradas vehiculos
de inclusidn para estos microorganismos debido a las ventajas
funcionales que presentan como fuente de micronutrientes,
bajo contenido de alérgenos y su mayor digestibilidad (Vijaya
et al., 2015). En la actualidad existe una gran preocupacion por
el incremento de enfermedades asociadas con la obesidad,
motivo por el cual se estan considerando los beneficios de los
probidticos en bebidas de fruta y/o vegetales en la prevencidn
y el tratamiento de una serie de condiciones de salud (Shahidi
& Alasalva, 2016).

La inclusidon de estos ingredientes funcionales en matrices de
origen vegetal puede ser una alternativa para aumentar el bajo
consumo de frutas y verduras que actualmente esta presen-
te a nivel mundial, sobre todo en paises en via de desarrollo,
segun reporta la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), y la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Agriculturay la Ali-
mentacion (FAO) (Di Cagno et al., 2013), ademas de generar un
aprovechamiento tecnolédgico dentro de la cadena agroindustrial
evitando pérdidas poscosecha. Sin embargo, en la generacion
de estos productos se deben considerar retos tecnolégicos a
nivel de viabilidad (vida util del producto) y del impacto sensorial
(Bernal-Castro et al., 2017).
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En general, de acuerdo con los estudios realizados, el creci-
miento y la viabilidad de las bacterias probidticas en bebidas
de frutas y verduras depende de la especie y cepa de la bacte-
ria utilizada, el pH y la concentracion de acido lactico y acido
acético del producto final, entre otros factores (Shori, 2016). La
adicion de probidticos en estos productos es mas compleja que
la formulacién en los productos lacteos porque las bacterias
necesitan proteccion de las condiciones acidas en las bebidas a
base de frutas y/o vegetales (Perricone et al., 2015). Sin embargo,
algunos estudios recientes han demostrado que algunas cepas
son capaces de crecer y sobrevivir a niveles estables (densidad
celular superior a 107 UFC/mL) en bebidas de fruta generando
un aumento en el consumo como vehiculos de inclusién para
microrganismo probiodticos (Lewandowski, 2015).

8.4.1 Probidticos en matrices vegetales

En el mundo se producen unavariedad de bebidas tradicionales
no lacteas fermentadas, como Boza, Bushera, Mahewu, Pozol,
Togwa Hardaliye y Kinema, elaborado a partir de la fermenta-
cién de la soya utilizando Bacillus subtilis consumido por los
habitantes de Nepal (Rai & Bai, 2015). Segun Bintsis (2018), las
Bacterias Acido Lacticas (BAL) son mayormente consideradas
seguras y han sido utilizadas de forma extendida como cultivos
iniciadores en la conservacién industrial de productos carnicos.
Entre los cultivos iniciadores mas prevalentes se encuentran
las BAL homofermentativas, como Lactococcus, Pediococcus y
algunas especies de Lactobacillus, las cuales producen acido
lactico, principal metabolito derivado de los carbohidratos. Este
proceso no solo favorece el desarrollo del sabor caracteristico
y la textura de los productos, sino que también contribuye a su
conservacion. Se ha demostrado que la incorporacion de BAL
como cultivos iniciadores reduce significativamente el tiempo de
fermentacién y mejora la seguridad microbiolégica en la mayoria
de los alimentos fermentados, especialmente en la gestidén y
conservacion de productos carnicos.

La primera bebida de fruta sin leche con adicion de probidticos
fue Proviva® lanzada en Suecia en 1994 por la compafia Skane
Lacteos (Molin, 2001). Este producto tiene como ingrediente
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activo a bacterias acido-lacticas (L. plantarum 299v) que se
desarrollan en harina de avena. El resultado final presenta ni-
veles que oscilan entre 5x107 y 1x10™ UFC/mLl. Otros ejemplos
de productos disponibles en el mercado son: Rela® (Biogai,
Suecia), un jugo de fruta con L. reuteri MM53; Geflius® (Valio
Ltd., Finlandia) bebida de fruta con 7 semanas de vida util en
refrigeracion; Bioprofit® (Valio Ltd.) con L. rhamnosus 'y Propio-
nibacterium freuden- reichii ssp. shermanii JS y Biola® (Tiene
BA, Noruega) una bebida con mas del 95% de fruta sin adicién
de azucar (Corbo, 2014). Diversas frutas y hortalizas como man-
zanas, naranjas, grosella negra, platano, arandano, pifia, melon,
frambuesa, granada, zanahorias y remolacha. han sido utilizadas
para el disefio de diferentes productos enriquecidos con pro-
bidticos (Martins et al., 2013).

Los factores clave para seleccionar cepas probidticas adecuadas
incluyen la habilidad de los microorganismos para sobrevivir du-
rante el procesamiento y almacenamiento, su resistencia al paso
por el tracto intestinal y los posibles beneficios para la salud
de los consumidores. La seleccidén de cepas de autdctonas de
origen vegetal puede ayudar a superar los retos tecnologicos,
algunas cepas de bacterias acido lacticas aisladas de verduras 'y
frutas fermentadas, se pueden utilizar como probidticos, ya que
son capaces de resistir altos niveles de acidez y de sal durante
el periodo de almacenamiento (Rai & Bai, 2015). Varios elementos
afectan el crecimiento de los microorganismos, incluyendo: con-
centracion de oxigeno, acidez, pH, tipo de embalaje, temperatura
de produccion y almacenaje, y tecnologias de preservacion como
el secado y la congelacién. La acido tolerancia de las bacterias
acido lacticas es un factor tecnoloégico en el desarrollo de estos
productos, las bebidas de frutas tienen un pH inferior a 4, es un
aspecto fundamental en la pérdida de viabilidad de los probio-
ticos (Tripathi & Giri, 2014).

Los elementos clave en la elaboracion de bebidas frutales
probidticas incluyen aspectos como el pH del producto final, el
cual debe ser adecuado para garantizar la supervivencia de los
microorganismos. La temperatura de almacenamiento también
es fundamental, siendo lo ideal mantenerla en condiciones
refrigeradas (4°C) para preservar la estabilidad microbiolégica,
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fisicoquimica y sensorial, evitando la formacién de metabolitos
gue puedan comprometer tanto la viabilidad de los probidticos
como el perfil sensorial de la bebida. Ademas, la temperatura
optima para el crecimiento de los microorganismos debe superar
los 45°C.

El impacto sensorial generado por la incorporacion de pro-
bidticos en productos de origen vegetal es fundamental en la
creacion de bebidas funcionales. Este parametro ha sido ex-
plorado por algunos autores, por ejemplo, se ha reportado sa-
bores salados, agrios y olores perfumados en bebidas de fruta
con adicién de probioticos (Perricone et al., 2015). Luckow et
al. (2005), en su estudio, aroma, texture and flavour of probio-
tic fruit juices. Novel blackcurrant juices containing probiotic
cultures (Lactobacillus plantarum 299v) concluyeron que los
jugos de naranja con probioticos (Lactobacillus rhamnosus GG,
Lactobacillus casei Imunitass®, Lactobacillus paracasei NFBC
43338) presentaban por parte de un panel descriptivo perfiles
sensoriales poco agradables descritos como sabores medici-
nales y con toques lacteos, sin embargo estos autores sugieren
que la exposicion y la familiaridad con las bebidas probioticas
ayuda a mejorar la aceptaciéon y el gusto de los consumidores
por las caracteristicas sensoriales de las bebidas de fruta con
probidtico (Luckow et al., 2005).

8.5 Probioticos en chocolate

El chocolate es un alimento nutricionalmente completo, con
un importante aporte de antioxidantes, los cuales ejercen una
acciéon protectora en la prevencion y el desarrollo de diversas
patologias identificadas colectivamente como «patologias por
estrés oxidativo» (Finkel & Holbrook, 2000). Estas patologias se
relacionan con el efecto deletéreo del oxigeno, el que al trans-
formarse en radicales libres en nuestro propio organismo, inicia
procesos de oxidacion no controlados que dafian funciones ce-
lulares, conduciendo potencialmente al desarrollo de una o de
varias enfermedades (Nordberg & Arner, 2001). De esta manera,
las enfermedades cardio y cerebro vasculares tienen importan-
tes componentes derivados del estrés oxidativo. Algunos tipos
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de cancer, (hepatico, gastrico, de colon, prdstata) también pre-
sentan componentes de estrés oxidativo en su etiopatogenia
(Shahidi,2000). Mas recientemente, enfermedades del sistema
nervioso como Alzheimer y Parkinson, se han identificado como
originadas por el desencadenamiento de un estrés oxidativo no
controlado a nivel de células neuronales y gliales. Patologias de
amplia prevalencia como diabetes tipo 2 y cataratas, también se
asocian al estrés oxidativo (Simmons, 2006). De esta forma, el
consumo de antioxidantes de origen natural constituye actual-
mente, una recomendacion en la edad adultay en la senescencia
(Valenzuela, Sanhueza & Nieto, 2003).

De acuerdo a Konar et al. (2016), en los estudios donde se han
utilizado microorganismos probidticos en productos de cho-
colate, estos corresponden a los géneros Lactobacillus y Bifi-
dobacterium. Al respecto, Konar et al. (2018), reportaron el uso
del probidtico Lactobacillus acidophilus en chocolate blanco y
encontraron resultados satisfactorios en cuanto a la viabilidad
del microorganismo a los 90 dias, alcanzando un contenido de
106 UFC/g (Konar et al., 2018). En otra investigacion, Petronijévic
et al. (2017), aplicaron en diferentes tipos de chocolate (leche,
semidulce y oscuro) tres cepas probidticas (Lactobacillus aci-
dophilus LH5, B. breve BR2 y S. thermophilus ST3) microencap-
sulados con recubrimiento doble, posteriormente demostraron
su viabilidad en un tiempo de vida util de 360 dias a 4 °Cy 20 °C.

Konar et al. (2018), mencionan que en los productos de cho-
colate amargo se han aplicado los probidticos: Lactobacillus
rhamnosus, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus paracasei,
Lactobacillus helveticus, Bacillus indicus, Bacillus lactis y Ba-
cillus longum, en los chocolates con leche: Lactobacillus aci-
dophilus, Lactobacillus brevis subsp. Lactobacillus coagulans,
Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus helveticus y Lactobaci-
llus paracasei; en cobertura de chocolate para recubrir cereales
para el desayuno: Lactobacillus rhamnosus, en chocolate blanco
Lactobacillus helveticus y Bacillus longum; en mousse de cho-
colate: Lactobacillus paracasei subsp. y Lactobacillus paraca-
sei. Los mismos autores manifiestan que la aplicacion de estos
microrganismos se realizo en diferentes formas, liofilizados
(Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus acidophilus, Bacillus
lactis, Lactobacillus brevis subsp, Lactobacillus coagulans, y Ba-
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cillus indicus); y microencapsulados (Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus helveticus y Bacillus longum) a diferentes dosis
de inoculacion y temperaturas.

De acuerdo con Mintel (2017), en el mercado de los productos de
chocolate con probidticos y prebidticos predominan las tabletas
amargas y semi amargas bajo las marcas Active D'Lites® y At-
tune Foods®, todas distribuidas en Estados Unidos y Australia.
La empresa The Happy Sol Food Company® comercializa unos
snacks con piezas de chocolate adicionados con probidticos.
En el campo de las barras cubiertas con chocolate la empresa
Forte Powerfoods® de Estados Unidos ha lanzado productos
bajo la marca Truth®. Adicionalmente hay productos de choco-
late adicionado con probidticos y prebidticos lanzados en China,
Polonia y Reino Unido.
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La aplicacién de probiodticos en diferentes matrices alimentarias
es esencial para diversificar las opciones de consumo y facilitar
la incorporacién de estos microorganismos beneficiosos en la
dieta diaria. Al adaptar los probidticos a distintas presentaciones
como productos lacteos, bebidas, cereales, y alimentos fermen-
tados, se amplia su alcance y se favorece la aceptacion por parte
de diferentes grupos de consumidores. Esta versatilidad permite
mantener la viabilidad y funcionalidad de los probidticos, ase-
gurando su efecto positivo sobre la salud intestinal, el sistema
inmunologico y el bienestar general. Por ello, el desarrollo de
alimentos probioticos en diversas matrices representa una es-
trategia innovadora y efectiva para fortalecer la salud publica a
través de la alimentacion.
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PROCEDIMIENTOS DE LABORATORIO
DE MICROBIOLOGIA ZOOTECNICA

Segunda edicién 2025

San Juan de Pasto — Narifio — Colombia



Esta Segunda Edicion del Libro denominado: “PROCEDIMIENTOS DE
LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA ZOOTECNICA”, se fundamentan
principalmente en brindar con bastante claridad los principales
procedimientos de laboratorio aplicados a la Microbiologia Zootécnica.
Lo anterior, constituye una herramienta muy importante dentro de
los procesos de ensefianza-aprendizaje de la Zootecniay de otras
profesiones afines y que seran de gran ayuda en su formacién y ejercicio
diario de sus profesiones.

Por estas razones, esta Segunda Edicién del Libro: “PROCEDIMIENTOS
DE LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA ZOOTECNICA”, tiene como objetivo
en ofrecer alos Docentes, estudiantes y productores una serie de
conocimientos que constituyen una orientacién de los analisis que se
realizan que a nivel de laboratorio de la Microbiologia Zootécnicay que
dado laimportancia de los temas relacionados como lo son las técnicas
de siembra de microorganismos, analisis de la distribucion de bacterias
en el medio ambiente, los diferentes fendmenos de fermentacion,
descomposicién, pruebas de calidad de los diferentes productos
carnicos, lacteos, agua, ensilajes y en huevos, asi como, la importancia
de las bacterias acido lacticas (BAL), la microencapsulacion que se hace
para favorecer su viabilidad, su interaccion con los antibidticos, y la
aplicacion en diferentes matrices alimentarias y en animales, permiten
comprender la gran relevancia de esta Segunda Edicion.

Es importante, también tener en cuenta que la Segunda Edicion del Libro:
“PROCEDIMIENTOS DE LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA ZOOTECNICA”,
serda una guia fundamental para todos los Docentes, estudiantesy
productores en formular planes de bioseguridad, sobre todo cuando se
trata de planificar estrategias conducentes a controlar a una gran variedad
de microorganismos patogenos responsables de toxiinfecciones y por
lo tanto, de enfermedades de transmision alimentaria (ETAS), asi como,
de las técnicas a nivel de laboratorio para su efectivo control. De igual
manera, la utilizacion de las BAL en alimentos de origen animaly vegetal,
asi como en animales, mejorara todos los procesos de transformacién
e industrializacién y todo esto sera definitivo para mejorar la inocuidad
alimentaria, con un gran impacto en la salud humana y/o animal.
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