LAB #3

ESTERILIZACION Y TECNICAS
DE CULTIVOS PUROS




Objetivos

Distinguir los métodos y equipo de seguridad en el
aboratorio de microbiologia

Diferenciar las distintas técnicas de dilucion:
esparcido, estriado y vertido en plato




Preparacion de Medios

Medios comerciales deshidratados

Recipientes: Tubos y Platos de Petri

Esterilizacion:
Calor humedo:

autoclave (121° C 15 Ibs. presion 15 min.)
Calor seco

Filtracion
Luz ultravioleta
Oxido de etileno (gas)



Calor Seco
I

-1 Materiales de vidrio y metal. Materiales envueltos
[ [ ] o
en aluminio se someten a una temperatura de 170
durante al menos 90 minutos.




Calor humedo
-

1 Para soluciones
acuosas Yy pldsticos

1 Material se somete o
una temperatura de
120° durante 20
minutos en una
atmésfera de vapor
de agua a elevada
presion (151bs).




Filtracion

Para esterilizar soluciones termoldbiles, a las que se
hacen pasar a través de un filtro con un tamano de

poro que permite el paso de la solucién, pero no de
los microorganismos.




Filtracion
Filtros bacterioldgicos (0.1 a 0.22 um, 0.45 um)
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Tecnica de
filtracion. En
el papel
queda el
solido.

Papel de ——
filtro .
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Esterilizacion quimica

7 Oxido de Etileno -1 Radiacion

1 Se eliminan una vez 1 Se pueden utilizar
finalizado el proceso para habitaciones y
de esterilizacion materiales de pldstico.

Camarade oxido de Etileno




TECNICAS DE CULTIVO




Dilucion
Permite el aislamiento de colonias discretas que
pueden ser subcultivadas en cultivos puros.

A.

Técnicas

a. Estriado en plato
b. Vertido en plato

c. Esparcido en plato




ESTRIADO EN PLATO
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- Estriado en ﬁlato ‘Resultadoz

Heavy confluent
growth

Loopful of culture
(flame loop)

Flame loop




Vertido en Plato




Diluciones En Serie
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Recuento de Bacterias
Unidades Formadoras de Colonias (UFC)

UFC/mI = # de colonias x 1/ factor de dilucidn

Consideraciones:

Contar platos con 25 a 250 colonias
Platos con <25 reportar como TFTC
Platos con >250 reportar como TNTC




Esparcido en plato
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PARTE EXPERIMENTAL




A. Estriado en Placas

7 Con una aguja de inocular “loop” tome una
muestra del tubo de la bacteria del
desconocido y realice un estriado.

0 Solo tomara la muestra del tubo al inicio del
estriado



Recuerde utilizar las técnicas
ascepticas necesarias para que evite

mm contaminacion-de-la-muestra=—e

Desconocido!!!

Flamee la aguja antes de
tocar la muestra y
después de pasarla por el
medio



B. Esparcido en Plato

La mitad del grupo se lavara las manos con
agua y jabon la otra mitad no.

Todos los estudiantes se enjuagaran las
manos en los envases previamente
identificados (los que tienen las manos
lavadas en uno y la otra mitad del grupo en el
otro)

Se hara una dilucidn en serie utlizando esa
agua.



Esparcido en plato

Grupo con
manos lavadas

Grupo con
manos sin lavar




Vertido en plato
I

-1 Tomar una muestra de
una cepa conocida
adiccionar a un tubo
de agar liquido y
vertir en una placa
petri.







1 ¢ Donde crees que vas a ver mas crecimiento
de bacterias?

0 ¢ Porqué? p?*\
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Recapitulacion

¢; Cuales son los métodos de esterilizacion
mas comunes?

., Cuales son las técnicas de dilucion en serie?



