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“ 1. SEMENTEIRA DO MEDIO DE CULTIVO Ub

A sementeira ou inoculaciéon do medio de cultivo, consiste en depositar material microbioldxico
nun medio de cultivo, coa finalidade de promover o seu crecemento e multiplicacion.

/‘

» Cultivo Primario: cando o material sementado
procede directamente da mostra biolodxica.

T hd B

Segundo a procedencia do material
. Mostra bioldxica

que se van utilizar para facer a <

sementeira, diferenciamos entre: » Cultivo  Secundario: cando o material

sementado procede dun cultivo primario.
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H 1. SEMENTEIRA DO MEDIO DE CULTIVO UD

1.1 Equipos e Instrumentos para a sementeira manual

@ Mangos Kolle con asa de sementar

A
Mango Kolle ' _L
Asa terminada en punta ou en anel. Typ 1 Tvp 2Typ 3
b 5 4 % “ LY s 3

= Sobre o mango Kolle pddense montar asas de sementar en forma de anel de diferentes diametros,

ou asas terminadas en punta.

= As asas estan fabricadas normalmente nunha aleacién de niquel-cromo (nicrom) ou de tungsteno,

gue permite unha rapida esterilizacion.

= As asas en anel utilizanse para sementeiras en superficie mentes que as asas rematadas en punta

utilizanse para sementeiras en profundidade. 4
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“ 1. SEMENTEIRA DO MEDIO DE CULTIVO

1.1 Equipos e Instrumentos para a sementeira manual Q

@ Asas de sementar dun so uso

= Son asas de poliestireno estériles, dun so uso.

= Poden ser calibradas, cargando un volumen determinado de mostra
cando se introducen nun medio de cultivo liquido (1 uL, 10 puL).

= Teflen un extremo rematado en anel e o outro en punta.

UbD
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H 1. SEMENTEIRA DO MEDIO DE CULTIVO UD

1.1 Equipos e Instrumentos para a sementeira manual

@ Asas de Drigalsky

Constan dun mango terminado en forma de triangulo ou en “L".

Tamano variable, desde poucos mms. a varios cms.

Materiais: vidro borosilicatado, aceiro inoxidable e de poliestireno dun sé uso.

Usos: para sementar por toda a superficie do medio de cultivo sélido en placa.

Asa de Drigalsky de aceiro rematada en tridngulo 3

Asa de Drigalsky de borosilicatado rematada en

triangulo Asa de Drigalsky de poliestireno rematada en L

6
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“ 1. SEMENTEIRA DO MEDIO DE CULTIVO Ub

1.1 Equipos e Instrumentos para a sementeira manual
@ Pipetas automaticas

= Micropipetas que se utilizan para sementar un volume
conecido de mostra, para despois poder realizar recontos.

@ Hisopos

= Utilizanse para facer sementeiras primarias, onde o hisopo é o
que se utiliza para facer a toma da mostra e despois tamén
para facer sementeira en superficie, ou ben para facer
sementeiras secundarias en superficie, cando queremos cubrir
toda a superficie da placa de cultivo, como no caso dos
antibiogramas.
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H 1. SEMENTEIRA DO MEDIO DE CULTIVO

1.1 Equipos e Instrumentos para a sementeira manual

@ Chisqueiro Bunsen

= E un tubo de metal curto, conectado a unha fonte de gas. Na base ten
unha entrada de aire regulable.

= Coa toma de aire mais aberta conséguese unha combustion limpa, sen
residuos, e de alta temperatura. Lapa de cor azulada case imperceptible
a vista (maxima precaucion).

= Coa toma de aire s6 parcialmente aberta, a combustion deixa residuos
(mancha de particulas de carbonilla) e acada temperaturas mais baixas.
A lapa é de cor alaranxada e visible.

= Para traballar debemos ter a lapa azul, do contrario, durante a
esterilizacion deixara residuos sobre a asa de cultivo que despois
arrastraremos ata o medio de cultivo.

Entrada de gas

Chisqueiro Bunsen

8
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H 1. SEMENTEIRA DO MEDIO DE CULTIVO UDb

1.1 Equipos e Instrumentos para a sementeira manual

@ Chisqueiro Bunsen

O chisqueiro Bunsen cumpre duas funcions:

1. Esterilizacion 2. Zona aséptica

) ~ » ) ~ 9 ",;' 8 “) . 0o :’3 .' =

- e« © ©® T {;'."“. , .". s “.a °® 9. o
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. , Se ()) _® a e =) .@ V’,__\\ \\‘ I//, /’__\\\4 h.,,'.
O aire 0 quecer sobe e despraza  “*°f.. ' "= , TN N T

os m.o do aire, creando unha ' . pe

zona libre de contaminacidn () .
microbioldxica: zona aséptica. 3

https://upotv.upo.es/video/590200bf23858343518b4568 (zona aséptica) 9
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H 1. SEMENTEIRA DO MEDIO DE CULTIVO

1.1 Equipos e Instrumentos para a sementeira manual

@ Microincineradores

Esterilizadores de infravermellos

Son esterilizadores de infravermellos que
tefen unha pequena abertura por onde
se introduce a asa de sementar.

No interior acadanse temperaturas de
900 ata os 1500 °C, dependendo do
modelo.

Pddense usar dentro das cabinas de
bioseguridade e non producen
microproxeccions durante o proceso de
esterilizacion.

ub
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H 1. SEMENTEIRA DO MEDIO DE CULTIVO

1. 2 Técnicas de Sementeira

;. =S
@ Pautas Basicas L o s e e e e e —

!
uperficies.

1. Desinfeccion da zona de traballo

O procedemento de sementeira debe levarse a cabo en
condicions de asepsia.

En primeiro lugar desinfectaremos con alcol 6 70% a
superficie de traballo (mesado se traballamos en entorno
de chisqueiro, ou interior da cabina de bioseguridade). Se
traballamos en CSB, todos os materiais que introduzamos
dentro deben ser previamente hixienizados, e debemos
introducir un recipiente con desinfectante para as asas de
sementar utilizadas.

Utilizaremos medios de cultivo e materiais estériles.

; Técnica aséptica: conxunto de procedementos de traballo cos que se

impide & contaminacion por m.o procedentes das persoas, obxetos ou -
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H 1. SEMENTEIRA DO MEDIO DE CULTIVO

1. 2 Técnicas de Sementeira

@ Pautas Basicas

2.

Preparacion dos materiais necesarios

Revisar o procedemento que se vai aplicar e reunir e preparar todo o
necesario (reactivos, instrumental, aparatos, mostra, medios, etc). Evitar
interrumpir o procedemento unha vez iniciado.

Os medios de cultivo estériles que se mantefien refrixerados débense sacar
de 5 a 10 minutos antes de empezar a sementeira, para que se atemperen.
Comprobar que estan en perfectas condicions antes de empezar a traballar:
caducidade, ausencia de contaminacion, ou calguera outra anomalia.

Se imos traballar en CSB, encender o ventilador 5 minutos antes de
empezar, e introducir os materiais previamente hixienizados.

Comprobar o etiqguetado das mostras que imos utilizar.

UubD

— e
Preparacién dos materiais na CSB.
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H 1. SEMENTEIRA DO MEDIO DE CULTIVO

1. 2 Técnicas de Sementeira

@ Pautas Basicas

2.

Precaucions durante o procedemento da sementeira

As placas, tubos e recipientes con mostra deben estar o tempo
estrictamente imprescindible destapados.

As tapas e tapons dos tubos de cultivo mantéfiense suxeitos na man
mentes o tubo permanece aberto, non se deben apoiar sobre a
superficie de traballo.

As asas de sementar débense esterilizar antes e despois de cada uso.

Se se traballa en entorno de chisqueiro, flamear a boca dos tubos e
matraces 6 abrilos e antes de pechalos.

As placas de medio de cultivo apdianse invertidas, sobre a tapa, para
evitar que a condensacion caia sobre as colonias.

ub

2

Modo correcto de suxeitar o tapdn dos tubos de cultivo.

13



1. 2 Técnicas de Sementeira

1.

Sementeira por esgotamento

E a técnica de eleccién para o illamento de bacterias a partir de
cultivos primarios.

Tratase de extender o indculo cargado na asa de sementar pola
placa de cultivo, ata descargar totalmente a asa = esgotamento
do indculo.

Con este método conseguiremos zonas de distintas densidades de
crecemento na placa, ata conseguir ver colonias illadas.

A descarga da asa pode facerse de distintas formas: en zigzag ou
en estrias.

Colonias de Legionella sp. Pddese observar
como a densidade de crecemento diminte

ata visualizarse colonias illadas.
Esta imaxe de James Gathany da CDC Public Health

Image Library é de dominio publico)

14
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H 1. SEMENTEIRA DO MEDIO DE CULTIVO UD

1. 2 Técnicas de Sementeira

@ Técnicas de sementeira en placas Petri

1. Sementeira por esgotamento: técnica en zigzag

= A tres campos: dividese a placa de cultivo en tres sectores
imaxinarios. Empézase cun movemento en zigzag no primeiro Patron de sementeira a tres campos
sector, xirase a placa 902 e desde un extremo do sector n? 1
continuase co movemento da asa en zigzag, volvese rotar a placa
outros 909 e repitese o procedemento, ata esgotar o indculo.

= A catro campos: similar 6 procedemento a 3 campos pero
engadindo un campo mais.

Esta é a técnica de eleccion para sementar exudados recollidos con hisopos. 0 primeiro
campo faise co hisopo, e os restantes coa asa de sementar, para diminuir a carga bacteriana 5., < e sementeira a catro campos
e illar colonias. 15
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“ 1. SEMENTEIRA DO MEDIO DE CULTIVO

1. 2 Técnicas de Sementeira

@ Técnicas de sementeira en placas Petri

1. Sementeira por esgotamento: técnica en estria

= A técnica € moi similar a de zigzag, pero neste caso trazanse 2
ou 3 linas paralelas no primeiro sector, e a partir destas, xirando
a placa 909, arrastrase coa asa outras 2 ou 3 lifas de esquerda a
dereita, de maneira de que na parte esquerda as lifas se
superponan.

= Entre sector e sector, se a carga microbiana inicial € moi alta,
podese esterilizar a asa de sementar.

UbD

Patron de sementeira en estria.

16
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“ 1. SEMENTEIRA DO MEDIO DE CULTIVO

1

. 2 Técnicas de Sementeira

@ Técnicas de sementeira en placas Petri

1.

Sementeira por esgotamento: técnica semicuantitativa

= Utilizase unha asa calibrada para saber de qué volume de
mostra partimos.

= Realizase unha estria, desde a parte superior da placa ata a
inferior en lifa recta, e a partir dun extremo realizase unha
sementeira en zigzag, ata cubrir a superficie da placa.

= A medida que nos alonxamos do punto inicial de arrastre, a
carga bacteriana ird diminuindo ata conseguir o crecemento
de colonias illadas.

Esta & a técnica de eleccian no procesamento de urocultivos.

Resultado de urocultivo en Chromagar TM

17
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H 1. SEMENTEIRA DO MEDIO DE CULTIVO

1. 2 Técnicas de Sementeira

@ Técnicas de sementeira en placas Petri
2. Sementeira por extension (sementeira masiva)

» Cun volume conecido de mostra para facer recontos:

= Depositase o indéculo no centro da placa de -cultivo cunha
micropipeta con punta estéril (normalmente 1 uL da mostra diluida).

= Cunha asa de Drigalsky exténdese o indculo sobre toda a superficie
da placa.

= A extension pode facerse de forma lineal ou en espiral.

= E un método de sementeira Util para facer recontos pois as colonias
guedan repartidas por toda a placa.

ub

P

Extension en espiral

_lzl

Extension lineal

18
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“ 1. SEMENTEIRA DO MEDIO DE CULTIVO

1. 2 Técnicas de Sementeira

@ Técnicas de sementeira en placas Petri

2.

Sementeira por extension (sementeira en céspede)

» Cun hisopo embebido na mostra para facer antibiogramas:

= Embeber un hisopo estéril na mostra liquida, arrastrar
suavemente o hisopo sobre toda a superficie da placa de
cultivo. Pode facerse manualmente ou con axuda dun
rotor de placas.

= O obxetivo desta técnica é que a mostra quede espallada
uniformemente por toda a superficie de cultivo para
conseguir un crecemento xeneralizado en toda a placa, e
asi poder atribuir as zonas claras (sen crecemento) 9s
efectos dos antibidticos.

Sementeira manual con hisopo para antibiograma.

19
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20 mL de 1

mostra cultivo

H 1. SEMENTEIRA DO MEDIO DE CULTIVO 1 mL de medio de UD

1. 2 Técnicas de Sementeira

@ Técnicas de sementeira en placas Petri

3.

« Movimentos
circulares

Sementeira por inundacion Vertido do medio de cultivo sobre o indculo.

Vértese 1 mL de mostra no centro da placa de cultivo, e a continuacion volcanse uns 20 mL de
medio de cultivo, ainda liquido, atemperado a 452C.

Homoxeinizase a placa con movementos rotatorios suaves, para conseguir repartir a mostra por
toda a placa. Utilizase para m.o aerobios.

Hai unha variante desta técnica denominada “sementeira en dobre capa” onde, sobre o medio de
cultivo xa solidificado depositase un volume de mostra liquida, espérase a que a mostra se
absorba no agar, e a continuacion vértese novamente medio de cultivo atemperado a 452C como
no caso anterior. Esta técnica utilizase para observar o crecemento de m.o microarofilicos e
anaerobios facultativos. -
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“ 1. SEMENTEIRA DO MEDIO DE CULTIVO

1. 2 Técnicas de Sementeira

@ Técnicas de sementeira en Tubo

1. Sementeira por dilucion

= Utilizanse medios de cultivo liquidos.

= Cargase a asa de sementar, coa mostra liquida ou
solida, e descargase no tubo co medio liquido rotando
ou axitando a asa suavemente ata descargala por
completo.

L e

Mostra
Liquida

Esterilizar
asa

UbD

NG 7 Agitagdo

Medio liquido

21
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H 1. SEMENTEIRA DO MEDIO DE CULTIVO

1. 2 Técnicas de Sementeira

@ Técnicas de sementeira en Tubo

2.

Sementeira por estrias en superficie

Utilizanse medios de cultivo soélido en tubo inclinado, pico
de flauta ou slant.

Cargase a asa de sementar coa mostra e deslizase en zigzag
pola superficie do tubo, empezando pola zona mais distante
hacia a zona mais preto da boca do tubo.

Algunhas veces combinanse duas técnicas: zigzag na
superficie e picadura, en profundidade.

Zig-zag

UubD

Crecemento bacteriano en
superficie en tubo inclinado.

22
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H 1. SEMENTEIRA DO MEDIO DE CULTIVO

1. 2 Técnicas de Sementeira

@ Técnicas de sementeira en Tubo

2.

Sementeira por picadura

En medio semisdlido: introducir a asa de sementar co
filamento en punta, perpendicularmente 6 medio de
cultivo e sair pola mesma traxectoria, sen desviarse. Esta
técnica utilizase para estudar a mobilidade das bacterias.

En medio sélido: introducir a asa de sementar
perpendicularmente 6 medio de cultivo e sair pola
mesma traxectoria, sen desviarse. Esta técnica utilizase
para estudar o crecemento de bacterias anaerobias en
profundide e pddese combinar con sementeira en
superficie para crecemento de aerobios.

0,)

Agulhade
Agulhade inoculagdo
inoculacao
> Superficie aerdbica (1 O,)
Linha reta ‘
—— Fundo anaerdbico (|
Vista lateral Vista frontal
Sementeira en Sementeira en picadura en medio sélido,
picadura en medio combinado con sementeira en superficie

semisélido. en zigzag.

23
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“ 1. SEMENTEIRA DO MEDIO DE CULTIVO

1. 2 Técnicas de Sementeira

@ Técnicas de sementeira en Tubo

2. Sementeira por picadura

Exemplo de sementeira por picadura en medio
semisolido para estudo de mobilidade bacteriana.

Na imaxe n21, que se corresponde cun cultivo
dunha bacteria mobil, pddese observar turbidez
no medio, mentes que na imaxe n22 obsérvase
como o crecemento se restrinxe a traxectoria da
picadura.

UbD
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H 1. SEMENTEIRA DO MEDIO DE CULTIVO UDb

1. 2 Técnicas de Sementeira

@ Sementeira automatizada

= Existen diferentes modelos con diferentes patrons de sementeira (en zigzag, en espiral), pero todos
tefen en comun que:

Elixen a placa de cultivo adecuada (cargadas previamente no equipo) para cada procedemento.

As mostras carganse en racks, e un lector dptico le as etiquetas de cada unha delas.

As placas sementadas etiquétanse co mesmo codigo que a mostra.

O equipo porta asas de sementar que se sumerxen na mostra para cargala e despois realiza a sementeira
sobre a placa.

Tras cada sementeira a asa é esterilizada no equipo.

Alguns equipos tamén poden facer extensidons en porta para posterior tincion de Gram.

Posibilidade tamén de que fagan sementeira en medio liquido de enriquecimento.

Alguns tamén incorporan antibiograma.
25
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1
H 1. SEMENTEIRA DO MEDIO DE CULTIVO UD
1. 2 Técnicas de Sementeira 0 Metodo Spiral automatico —
@ Sementeira automatizada + muestra - muestra

= Alguns equipos son semiautomaticos, pois somos nds quen temos
gue depositar a mostra na zona que o equipo nos indica na placa de
cultivo, e despois o propio equipo, mediante unha bola magnética e
un electroiman, fai que a mostra se distribuia por toda a superficie
da placa. '

Vantaxes da automatizacion:

» Desde 100 hasta 1x10" CFU/mL
en una placa de Petri

e Menor exposicion do persoal O risco
bioldxico asociado a manipulacién das

e Hasta 75% menos
de consumibles

o Ciclo completo de siembra

mOSt ras. en 25 segundos
* Menor risco de contaminacion da mostra.
e Ra pidez e traza bllldade Sementeira automatica en zigzag. Sementeira automatica en espiral.

https://es-la.facebook.com/194872323881941/videos/laboratorio-
https://www.youtube.com/watch?v=PckdA9 DK1Q automatizado-de-microbiolog%C3%ADa/2154553458204626/ 26



https://www.youtube.com/watch?v=PckdA9_DK1Q
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HZ. INCUBACION DOS MEDIO DE CULTIVO

2.1 Parametros de incubacion

@ Temperatura

= A maioria dos patdoxenos humanos medran ben a T2s entre os
35 e o0s 37°C.

= A T2 pode variar en funcion da especie bacteriana que se
pretende illar.

= A incubadora debe manterse estable @ T2 programada cun
marxe de error que pode oscilar entre 0s 0,2 e os 0,52C.

= E preferible programar a incubadora a 352C, pois se a bacteria
require unha T2 superior, 372C, por exemplo, o uUnico que
pasara é gue teremos un cremento mais lento, pero se a T2 é
un factor limitante e programamos a 372C, corremos 0 risco
de non obter crecemento, falseando os resultados.

ubD

Reacciones enzimaticas a la
maxima velocidad posible

lento que no hay crecimiento

o Riies
£ > Optima
2
E| | Reacciones enzimaticas :
§ a velocidad creciente
(o]
L))
©
©
(0]
o
3
2| Minima
Maxima \
\ Temperatura /
Maxima gelificacion de la Desnaturalizacion de proteinas;
membrana; transporte tan

colamodelamembrana

Figura 5.19 Temperaturas cardinales: minima, 6ptima y maxima. Los
valores reales pueden variar notablemente para organismos diferentes (véase

la Figura 5.20).
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HZ. INCUBACION DOS MEDIO DE CULTIVO

2.1 Parametros de incubacion

@ Atmosfera

ub

A composicion da atmodsfera de incubacion para un crecemento optimo das bacterias

depende dos seus requerimentos de osixeno.
1. Bacterias aerobias

= Presentan metabolismo oxidativo, polo tanto
necesitan a presenza de o0sixeno na
atmosfera de incubacion.

= A concentracion de osixeno ambiental é
suficiente para permitir un desarrollo
satisfactoriob non €& necesario tomar
ningunha actuacion o respecto.

Proteins Polysaccharides

Stage 1
\
Amino acids Monosaccharides yoorol « Fatty acids
ATP = NADH
Stage 2 e g FADH,
NH /
\ /

Ox; Sitrate '
Stage 3 /
" /
//
ATP
- NADH -/

Etapas del catabolismo.
Catabolismo aerobico en
un quimioorganohetero-
trofo. El proceso consta
de tres etapas. Las lineas
discontinuas muestran el
flujo de electrones, trans-
portados por el NADH y
el FADH,.

Esquema de metabolismo aerobio bacteriano. 28
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“2. INCUBACION DOS MEDIOS DE CULTIVO

2.1 Parametros de incubacion I'As bacterias anaerobias obrigadas forman 1

| parte da microbiota da mucosa da boca, porcidn |

@ Atmosfera - - .
interior do tubo dixestivo e vaxina. !

2. Bacterias anaerobias

" Presentan metabolismo fermentativo. Non requiren da presenza de osixeno ou requireno
en concentracions moi baixas.

e Bacterias anaerobias obrigadas estrictas

Non toleran o osixeno en concentracions superiores 0 0,5%. O osixeno é toxico para estas
bacterias.

* Bacterias anaerobias obrigadas aerotolerantes

Poden medrar en presenza de osixeno pero non o utilizan, tefnen metabolismo
exclusivamente fermentativo. Suelen tolerar a presenza de osixeno pero por un tempo
limitado, que pode variar entre 8 e 72 horas.

ub

29



V4

UD4. TECNICAS DE SEMENTEIRA. ILLAMENTO E RECONTO

“2. INCUBACION DOS MEDIOS DE CULTIVO

2.1 Parametros de incubacion
@ Atmosfera
2. Bacterias anaerobias

 Bacterias anaerobias facultativas

En presenza de osixeno obtefien enerxia por metabolismo oxidativo e en ausencia de
osixeno presentan un metabolismo fermentativo. Polo tanto poden proliferar en atmosfera
aerobia ou anaerobia.

e Bacterias microaerofilicas

Poden utilizar metabolismo oxidativo ou fermentativo, polo tanto proliferan en atmadsferas
aerobias e anaerobias, pero a diferenza das anaerobias facultativas, neste caso necesitan a
presenza dunha minima concentracion de osixeno, que pode variar do 2 6 10%, e suelen
precisar de elevadas concentracions de CO,. En condicions estrictamente anaerobias
apenas proliferan.

ubD
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2.1 Parametros de incubacion

@ Tempo

= Os tempos de incubacion mais frecuentes suelen

LB T &
oscilar entre as 18 e as 48 horas. 1.4% 1
].EH e

. . T =
= Algunhas bacterias necesitan tempos de £ g .
. Ny : = :
incubacion longos debido a unha lenta 5 6.07
proliferacion en medios de cultivo, como por |

exemplo as micobacterias que necesitan periodos 0 e
0 3

. ., = v . -
de incubacion de entre 4 e 6 semanas. 6 o 12 15 1’ 2l
Time (d)
Curva de crecemento de M. tuberculosis. Fonte: Pefiuelas K, et
[ OS P NTS d e tra ba I IO d e Ia bo rato r|o d eta I |a n o all. Measuring of Mycobacterium tuberculosis growth. A correlation of the optical
. ., . measurements with colony forming units. Brazilian Journal of Microbiology 44, 1,
tempo de incubacién para cada tipo de 287-290 (2013).

microorganismo.
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2.1 Parametros de incubacion

Tasa de crecimiento de bacterias
@ Humidade 50

- :Tcso de crecimiento!
Emmpordia

= Como norma xeral a humidade ambiente debe estar L

entre 0 70 e 0 80%. L

S — E 3
@& Luz 5 E
g 25 |
o |
E k |

. . . . . = i 2

= A exposicion a unha luz visible intensa, como unha = i 1
exposicion a pleno sol, poderia matar as bacterias. » |

i 0.1
0 ; i

0 50 70 100

% de humedad relativa
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2.2 Dispositivos para cultivos anaerobios.

Existen diferentes métodos para xerar unha atmodsfera anaerobia, a eleccion dun ou outro
dependera da capacidade econdmica do laboratorio e do volume de mostras procesadas.

@ Camaras para anaerobios

= No seu interior xérase unha atmodsfera anaerobia.
Primeiramente faise unha purga do aire contido na
camara e a continuacion introducese unha mezcla de
gases: 5% de hidroxeno, do 5-10% de CO, e un 85-90%
de nitroxeno. Tamén contan con control de
temperatura. Son equipos caros.

@ Bolsas de anaerobiose

= Son bolsas de plastico flexibles con peche tipo zip, nas
gue se introduce un sobre xerador de anaerobiose.

Bolsa de anaerobiose. 33
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2.2 Dispositivos para cultivos anaerobios.

@ Xarras de anaerobiose

= Son recipientes con peche hermético, fabricadas en
policarbonato ou de metal, con diferentes capacidades (oscilan
entre as 9 e as 48 placas, normalmente).

= A atmodsfera anaerobia conséguese por medio dun pack de
anaerobiose que se introduce no interior da xarra. Este pack,
unha vez activado, leva a cabo reaccidons quimicas que consomen
o O, ambiental. Tamén incorporan indicadores de cor que
detectan os niveis de anaerobiose.

= A anaerobiose tamén se pode conseguir facendo unha
extraccion do aire do interior da xarra e introducindo a
continuacion a mezcla de gases nas proporcions desexadas.

UubD

Lid with Clamp with Palladium
O-ring gasket clamp screw catalyst pellets

Envelope containing
sodium bicarbonate
and sodium
borohydride

/~
/ WD

(methylene biue)

GasPak Anaerobic System

Xarras de anaerobiose de metal e policartﬁéto.
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2.3 Estufas de Cultivo.

= Estufas con temperatura controlada por sondas. No interior
porta estantes de reixa ou perforados, que permiten a libre
circulacion e difusion do calor. Consta de duas portas: unha
interior de cristal que permite visualizar o contido sen
necesidade de apertura, evitando as perdas innecesarias de
calor, e ademais aporta seguridade pois permite ver se houbo
algunha rotura dalgunha placa ou tubo de cultivo antes de abrir;
e unha porta exterior de metal que pecha herméticamente.

= Aseleccidon da temperatura pode ser manual ou dixital.
= Os erros de T2 acadada no interior con respecto & T@

seleccionada, poden oscilar entre 0s 0,2 e os 0,52C, dependendo
do equipo.

Estufa de cultivo.

UbD
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2.3 Estufas de Cultivo.
Modo de uso da estufa de cultivo

= As placas e as gradillas cos tubos de cultivo, deben colocarse sobre os
estantes de reixa, nunca directamente sobre o chan da estufa.

= As placas introduciranse en posicion invertida (coa tapa hacia abaixo) e
en pilas de non mais de 6 unidades (preferentemente).

= As pilas de placas estaran separadas das paredes da estufa, nunca en
contacto directo.

= Debe deixarse un espazo minimo entre pilas de placas e entre as
paredes da estufa e as placas, de 25 mm para permitir a correcta
difusion do calor.

= Canta mais carga de placas introduzamos na estufa, mais tempo tardara
en acadar a T2 éptima de incubacion.

ub

shutterstock.com + 2110340756

Distribucidon de material dentro da
estufa de cultivo.
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2.4 Incubadoras.

As incubadoras son basicamente estufas con funcions adicionais. Neste caso ademais de
manter a T2 seleccionada, tamén poden manter un certo grao de humidade, e/ou unha
atmosfera determinada. En sistemas automatizados poden estar conectadas 6 sementador
automatico, cargando as placas que proveinen deste equipo.

Tipos de incubadoras

iijg *
i N —
-
ouseN

@ Incubadoras de dioxido de carbono

= Ademais de manter a T2 seleccionada, disponen dunha entrada
de CO, e un sistema para xerar humidade.

CO2 INCUBATOR

= Pode utilizarse para o cultivo de certas bacterias anaerobias,
microaerofilicas ou capnofilicas. ~
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2.4 Incubadoras.
Tipos de incubadoras

@ Incubadoras refrixeradas

= Utilizanse en casos en que € necesario traballar a T2 ambiente ou
por debaixo desta.

@ Camaras ambientais

= Permiten controlar a T2, a humidade, a presion do aire, a
composicion da atmadsfera e a luz.

Camara ambiental.

: H;'z‘z 58

38



V4

UD4. TECNICAS DE SEMENTEIRA. ILLAMENTO E RECONTO

“3. OBSERVACION MACROSCOPICA E ILLAMENTO

3.1 Estudo macroscopico.

Dependendo do tipo de medio de cultivo utilizado na
primeira sementeira a partir da mostra bioldxica,
obteremos un cultivo puro ou mixto. Na maioria dos
casos, ainda usando medios selectivos, o que obteremos
sera un cultivo mixto. Sen embargo as probas de
identificacidon realizanse sobre cultivos puros, por eso é
necesario facer a observaciéon macroscopica da morfoloxia
das colonias, para poder illar a colonia de interese e facer
un pase para obter un cultivo puro.

O estudo macroscopico podese complementar cun estudo
microscopico aplicando a tincion de Gram, para obter
mais informacién: G+/G-, morfoloxia, e agrupamentos
caracteristicos.

Observacion macroscépica das colonias e illamento da

colonia de interese.

ub
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“3. OBSERVACION MACROSCOPICA E ILLAMENTO

3.1 Estudo macroscopico: en medio solido

@ Morfoloxia das colonias

Estiudanse as caracteristicas morfoloxicas como: o
tamano, a forma, borde, superficie, coloracion,
consistencia e olor.

@ Cambios 0 redor das colonias

Presenza de halos: zona decolorada 6 redor da colonia.
Por exemplo halos hemoliticos en medios con sangue.

Presenza de precipitados: débense a reaccions quimicas
entre algun compofiente do medio de cultivo e o
metabolismo bacteriano. Por exemplo, medios con
sulfato de ferro (Il) e colonias de bacterias que producen
sulfuro de hidroxeno, as colonias apareceran rodeadas
dun precipitado negro.

o

Colonias con halo hemolitico.
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3.1 Estudo macroscopico: en medio solido

@ Cambio de coloracion do medio de cultivo

= Pola presenza dun indicador, como por exemplo o de pH, no
medio, que vira de cor cando hai cambios de composicidon no
medio como resultado do metabolismo bacteriano.

= Pola presenza dun componente no medio que & ser
metabolizado pola bacteria, ésta xera un produto coloreado.
Tipico a producion de sulfidrico de Salmonella sp. en presenza
de idns ferro no medio de cultivo.

@ Producion de gas

= Pode observarse nos cultivos en medio sélido en tubo, onde a
producion de gas fragmenta o medio ou produce a sua
elevacion.

Agar MacConkey con indicador de pH
(colonias  fermentadoras
fermentadoras de lactosa).

e

non

Salmonella sp. Produtora de sulfidrico en agar

SS.
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“3. OBSERVACION MACROSCOPICA E ILLAMENTO

3.1 Estudo macroscopico: en medio liquido

@ Turbidez

= A presenza de turbidez no medio é un indicador de
crecemento bacteriano. A medida do grao de turbidez
utilizase para facer recontos.

@ Presenza dunha pelicula na superficie

= Débese a un crecemento case continuo na superficie do
medio de cultivo.

@ Presenza de sedimentos

= Presenza de acumulo de bacterias no fondo do tubo, que
se resuspende 0 axitar.

@ Producion de gas

= Podese observar a producion de hidroxeno da bacteria,
acumulado nunha campa de Durham.

UbD

Producidon de gas. Nos dous tubos da dereita pddese ver a
burbulla de gas atrapada na campda Durham.

=——J
TURBIDEZ GRUMOS SEDIMENTOS VELO SUPERFICIAL COLOR

Caracteristicas morfoldxicas macroscopicas observables en
medio liquido.
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3.2 lllamento

O illamento consiste en separar un microorganismo concreto dunha mezcla de microorganismos.

= A observacion macroscopica das caracteristicas morfoldxicas das colonias, xunto coa
informacion do tipo de medio de cultivo utilizado e condicidons de incubacion, permitennos
facer unha identificacion presuntiva do organismo de interese, para asi poder seleccionar
unha colonia illada, e pasala a un novo medio de cultivo para obter un cultivo puro.

@ Procedemento para ¢ illamento dun m.o a partir dun cultivo mixto

= Seleccionar unha colonia illada.

= Arrastar e tomar a colonia de interese cunha asa de sementar. Se é
reutilizable, esterilizar antes e despois de coller a colonia.

= Sementar a colonia nun medio de cultivo adecuado. Pode facerse
directamente coa asa de sementar, ou ben, diluir a colonia nun TN A
medio liquido e despois facer o pase a medio sdlido. Recollida dunha colonia coa asa de

sementar. 43
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4. RECONTOS

4.1 Métodos de reconto

@ Reconto directo

ubD

= Debemos partir dun indculo de volume cofecido (1 mL por exemplo). Este indculo vértese no centro da

placa e realizase unha sementeira por extension cunha asa de Drigalsky.

®* |ncubar.

= Para contar debemos ter colonias repartidas por toda a superficie da
placa e separadas, se estan confluentes, o reconto non sera valido.
Para facilitar o reconto, pddese colocar a placa sobre unha fonte de luz
cunha cadricula. Vanse punteando as colonias contadas cun rotulador.

= Resultados: exprésanse como UFC/unidade de volume sementado
(Exemplo: UFC/mL, ou UFC/puL).

= Meétodo valido para recontos en mostras de baixa carga bacteriana,
pero non para mostras con carga bacteriana alta.

Superficie con cadricula para conteo de
colonias.
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“ 4. RECONTOS

4.1 Métodos de reconto

@ Reconto mediante dilucions seriadas

= Conseguir nun primeiro intento de sementeira unha
densidade de colonias adecuado para facer o reconto,
€ pouco probable, por eso o que se suele facer &,
crear un banco de dilucions seriadas a partir do
cultivo inicial, e sementar cada dilucion nunha placa,
desta maneira nalgunha das dilucions habera unha
densidade de colonias adecuada para poder facer o
reconto, e faranse os calculos en funcion do factor de

dilucion empregado.

UbD

Sementado en placa a partir de dilucidns seriadas.
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H 4. RECONTOS

4.1 Métodos de reconto

1.

Reconto mediante dilucidons seriadas

Banco de dilucions

Son unha serie de dilucidns seriadas feitas a partir da mostra,
onde o factor de diluciéon empregado é sempre o mesmo.

Preparamos tantos tubos como diluciéns vaiamos preparar, e
pofiemos en cada tubo o mesmo volumen de diluinte (unha
soluciéon tampon como por exemplo NaCl 6 0,9%).

Tomamos un volume predeterminado de mostra e engadimolo
no primeiro tubo, homoxeneizamos.

Tomamos agora o mesmo volumen do tubo n21 que de mostra
inicial, e levamos &6 292 tubo, homoxeneizamos, e asi
sucesivamente.

ubD

Tml

1mlde
muestra 1

2 3 4 5

9ml

10" 1072 107 10 107

Exemplo de banco de diluciéns. Volume final en
cada tubo: 10 ml.
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4.1 Métodos de reconto

2.

Reconto mediante dilucidons seriadas

Sementeira e incubacion

A partir de cada dilucion seméntase un volume
determinado (normalmente 0,1 mL ou o que é o
mesmo 100 uL) nunha placa con medio de cultivo

T l
' As primeiras dilucidns, normalmente non se sementan, porque van -

L . |
"'ter unha concentracion moi alta de bacterias, e como resultado .
| obteremos un crecemento de colonias en céspede: incontables.

adecuado. A técnica de sementeira depende do m.o Fda=10 Fdc=10? Fdp=10° Fde=10' Fdp=10° Fdg=10° Fdy=10"

obxeto de estudo, se son aerobios

farase 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml

sementeira en superficie, se son anaerobios
facultativos ou microaerofilicos, farase sementeira o1 Gt mi o1mi H

por inundacién ou en dobre capa.

G

Incubase p0|0 tempo e condicidons gue marque o Cada dilucion é sementada nunha placa con medio de

protocolo normalizado de traballo en cada caso.

cultivo adecuado e incubase.
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H 4. RECONTOS Ub
4.1 Métodos de reconto
@ Reconto mediante dilucidns seriadas https://upotv.upo.es/video/5902071923858391518b4568

(video explicativo: dilucidns seriadas e reconto)

3. Resultados

= Para dar unha estimacion do n? de m.o viables na
mostra, necesitamos facer unha serie de calculos
tendo en conta o n? de colonias contadas, o volume
sementado e o factor de dilucion empregado.

= O n2 de colonias illadas por placa e dilucién, estaran
entre 30 e 300, para considerar o reconto valido.

= Cando hai un n? adecuado de colonias en mais dunha
placa, faranse os calculos para todas as validas e
despois farase a media para dar o resultado da
concentracion de bacterias por mL na mostra inicial.

Placa H (Fd,= 108)

C;= 43 ufc/ml x 108=
4,3x10°

(9% W =
T ST

Placa G (Fd,= 107)

C;= 428 ufc/ml x 107=
4,3x10°

C= [(4,3+4,3)/2]x10°=
4,3x10°

Exemplo de cdlculo de n2 de bacterias viables en mostra inicial por
mL, a partir do conteo de colonias en duas placas.
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4.1 Métodos de reconto

= Qutro método utilizado para evitar o uso de tantas placas de
cultivo, seria empregar volumes moi pequenos de
sementeira e realizar o procedemento de sementar sobre
unha Unica placa mediante a técnica de estria.

102 10 104 105 10°
M 7 Y

* Tomarianse cunha asa de sementar calibrada, 10 uL de cada
dilucion e practicase unha estria nunha placa con medio de
cultivo adecuado para cada dilucion, deixando unha

separacion suficiente entre estrias para que as colonias non , o
Se na estria co factor de dilucién 10%
se SOIapen- contamos 15 colonias, os calculos seria os

seguintes:

= (Os calculos efectuarianse exactamente igual que no caso
anterior, tan so ter en conta que aqui, o volume sementado
serian 10 uL en vez de 1 mL.

(15x 10%)/10pL = 15x103 UFC/pL
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4.1 Métodos de reconto

@ Reconto mediante o método do filtro de membrana

= E un método que se utiliza con mostras liquidas, que presenten unha
viscosidade baixa e pouca materia en suspension, para gue non entorpeza
o paso polo filtro.

= O método consiste en filtrar 6 vacio un determinado volume de mostra, de
maneira que as bacterias presentes quedaran retidas no filtro.

= O filtro depositase sobre unha placa de cultivo e incubase.

= Suelen facerse previamente diluciéns da mostra e filtrase de cada dilucidn
para facer as sementeiras que permitan obter un n2 de colonias aptas para
o reconto.

= O tamafo de poro do filtro suele ser de 0,45 um ainda que para
determinados microorganismos como Legionella sp ou Campylobacter sp.
empréganse filtros de 0,22 um.

MUESTRA /)— —
LIQUIDA e
(T
l J
T
Ty D) X ‘
A/ / © FRASCODE
BOMBA DEVACIO / /ERLE'""E

MEDIO DE
CULTIVO

Incubar a la temperatura
y el tiempo aducuados
-

COLONIAS AISLADAS

Os cdlculos fanse igual que para o
reconto a partir de dilucidons
seriadas = UFC/mL= (n2 colonias x
factor de dilucién)/volumen
filtrado)
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4.1 Métodos de reconto

@ Reconto a partir de Estandares de Turbidez de McFarland

E un reconto estimativo.

Baséase na medida da turbidez que provoca o crecemento
bacteriano no medio de cultivo.

Proporciona unha estimacion do n® de bacterias totais
presentes na mostra, tanto viables como non viables, o que
pode levar a unha sobreestimacion da poboacion
bacteriana.

Suele utilizarse para estudos de sensibilidade de bacterias
fronte a antimicrobianos, onde é suficiente con ter unha
estimacion das bacterias viables presentes na mostra, non é
determinante o n2 exacto.

ub

Tubo n21: caldo de cultivo sen crecemento
(claro); tubo n22 e n? 3 con diferentes graos
de  turbidez que indican  distintas
concentracions de bacterias.
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4.1 Métodos de reconto

@ Reconto a partir de Estandares de Turbidez de McFarland

[ SN

og. ..#»,f .,‘\A|kd\lk.o

= QOs Estandares de McFarland son patrons de turbidez.

7 . . (4 ' ’ :“ ’
= A técnica consiste en comparar un tubo cunha suspension T '3"?‘-‘-"'- wr W (R
bacteriana dada, cos tubos que conforman a escala de I e TR
McFarland, e determinar con cal coincide a simple vista. |t
" Cada tubo que forma parte da escala McFarland s
4 : : : B nc—— e B W
correspondese cunha determinada densidade bacteriana. e ———i -
i -
= O resultado exprésase como bacterias/mL non como UFC/mL, I T

pois 0 que se contabilizan son bacterias totais non bacterias

viables.
Patrons de turbidez da escala McFarland (do 0,5 6 4).
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“ 4. RECONTOS

4.1 Métodos de reconto

@ Reconto a partir de Estandares de Turbidez de McFarland

McFarland Standards

0.5MFU 1.0MFU 2.0MFU 3.0MFU 4.0 MFU
= ~ - -
o4 -
us -
Lectura dos Patrons - -
de turbidez = r=
McFarland. = m— < T
=

ub
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4.1 Métodos de reconto

@ Reconto a partir de Estandares de Turbidez de McFarland

Preparacion dos patrdns de turbidez da escala McFarland

= Os patrons preparanse mezclando Patron Escala Sacreriasling
4cido sulfarico 6 1% (0,18 M) cunha  H2S0.(1%) BaCl, (1,175%)  McFarland
disolucion de cloruro de bario 6 999('95 ”l" L 01'5 ”l”' 01'5 1'35 '11028
0 . m + m :
1,175% | (0,04§M) en proporaor-\s G T e 5 6 08
establecidas. Formase sulfato de bario 97 mi z 3 ml 3 9108
(BaSO,), un precipitado insoluble. 96 ml h 4 ml = 1,2-10°
95 ml B 5 ml 5 1,5-10°
, 94 ml . 6 ml 6 1,8-10°
* A escala consta de 11 patrons, desde o R = = 21-10°
0,5 6 10, cada un dos cales ten unha 92 mi + 8 mi 8 2,4 -10°
turbidez comparable & dunha 91 mi + 9 ml 9 2,7-10°
.7 . 3 9
suspensioén bacteriana cunha Sl L 18 210

Taboa coa composicion dos distintos patrons de turbidez da escala McFarland e

densidade determinada. . . .
a correspondencia coa densidade bacteriana.
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4.1 Métodos de reconto

Axustar suspensions a un patron concreto da escala McFarland

Nos estudos de sensibilidade fronte a antibioticos é frecuente
utilizar unha suspension bacteriana cunha densidade que se
corresponde co patréon 0,5 da escala McFarland, polo tanto
deberemos axustar a densidade do cultivo a este valor.

Para axustar a suspension a escala 0,5 McFarland, colocaremos
o tubo coa suspension bacteriana e o tubo patron 0,5 diante
dun panel branco con linas negras de contraste, e iremos
engadindo medio de cultivo estéril 6 tubo coa suspension e
homoxenizando, ata que a turbidez se iguale en ambos tubos.

UubD

Ajuste la muestra
resuspendida a la misma
turbidez del Estandar .
Agitar bien ambos tubos
Vea contra un fondo negro y
blanco para facilitar el

conlraste

Estandar 0.5 Muestra en tubo
McFarland idéntico

Fonte da imaxe: andinamedica.com
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H 4. RECONTOS

4.1 Métodos de reconto

@ Espectrofotometria

E un reconto estimativo igual que os estandares de
McFarland.

Tamén se basea na medida da turbidez que presenta o
medio de cultivo, pero neste caso midese a absorbancia da
suspension bacteriana cun espectrofotometro a 600 ou 625
nm.

A lectura obtida lévase a unha curva de calibracion e
obtense a densidade bacteriana da suspension en
bacterias/mL, é mais obxetiva que a escala de McFarland.

Absorbancia a2 625 nm

0.7
0.6
0.5

04 -

0.3
0.2
0.1

J

1

ub

v =0,065x + 0,0258
R? = 0,9639

L] 1

S 10
Densidad Celular (1x10%)
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“4. RECONTOS UuD

4.1 Métodos de reconto

@ Automatizacion do reconto

1. Analise de imaxe

= Esta técnica require do cultivo previo da mostra ou
suspension bacteriana, mediante un método adecuado para
reconto en placa.

= Tras o periodo de incubacion o equipo obtén unha imaxe
dixitalizada da placa de cultivo, e un software de analise de
imaxe efectua o reconto das colonias e traduceo en
UFC/mL.

= Alguns sementadores automaticos xa incorporan esta
funcion de andlise de imaxe. Incluso hai Apps dispofiibles para mébil para

o reconto de colonias a partir da

dixitalizacion da imaxe.
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“4. RECONTOS UD

4.1 Métodos de reconto

@ Automatizacion do reconto

2. Reconto por diferenza de conductividade

m Baséase na diferenza de conductividade da corrente eléctrica entre o medio de cultivo e as
bacterias. Ten un funcionamento similar 6s contadores celulares hematoloxicos.

3. Citometria de fluxo BACT. BACT
. Bl , Bl
= Utiliza fluorocromos especificos de acidos <l =l

nucleicos. Diferencia as bacterias doutras
células en base @& intensidade de
fluorescencia e tamano.

FLH

Figura 1. Resultados del dispersograma de dos muestras de orina. Izquierda) El citometro de flujo detecta una

u U sase SO b re tO d 0) p dara O Cri b d d (0] d e urinas ) morfologia bacilar (relacion FSc/Fl). El microorganismo aislado fue Klebsiella pneumoniae. Derecha) El
ey 7 citometro detecta una morfologia coco/bacilar. El microorganismo aislado fire Enterococcus spp..
d q ue I as on d € O resu Ita d O d o Cl to m et ro d S Fonte: Diaz Santos, F.; Valoracion del citometro de flujo como técnica de cribado para
H : la deteccion de infecciones urinarias (2016).
negativo xa non se cultivan. f (2016) 58
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