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uUso

Agar Sangre es utilizado para el aislamiento, cultivo y actividad hemolitica de Estreptococos y otros
microorganismos fastidiosos.

Agar Dextrosa Sabouraud es un medio utilizado para el cultivo de hongos y levaduras.

Agar Mac Conkey es un medio selectivo para el aislamiento de coliformes.

EXPLICACION

Agar Sangre: Agar Soya Tripticaseina (AST) adicionado de sangre de carnero es un medio enriquecido, que
favorece las reacciones hemoliticas ademas de que proporciona factores de crecimiento, las peptonas proveen
la fuente de nitrégeno, vitaminas y aminodcidos esenciales. El Cloruro de Sodio tiene la funcion del balance
osmético y el Agar bacterioldgico es incorporado como agente solidificante.

Agar Dextrosa Sabouraud es utilizado para el cultivo de hongos patdgenos y no patdégenos que se logra
mediante la adicion de cloranfenicol, particularmente de aquellos asociados con infecciones de piel. La alta
concentraciéon de dextrosa y la acidez del pH hacen a éste un medio selectivo para hongos. Con la adicion de
cicloheximida, estreptomicina y penicilina, se obtiene un excelente medio para el aislamiento primario de
dermatofitos. Este medio es también utilizado para la determinacién microbioldgica en cosméticos y para
evaluar la presencia de hongos en alimentos.

En este medio las peptonas proveen la fuente de carbono y nitrégeno para el crecimiento de los
microorganismos, la dextrosa actia como fuente de energia y el agar es agregado como agente solidificante

Agar Mac Conkey es un medio selectivo y diferencial recomendado para el aislamiento e identificacidon de
Enterobacterias a partir de muestras clinicas, alimentos, agua, productos lacteos y productos farmacéuticos. En
este medio se aislan y diferencian bacilos entéricos Gram negativos fermentadores y no fermentadores de la
lactosa.

El medio contiene gelatinay mezcla de peptonas que proporcionan los nutrientes basicos: nitrégeno, vitaminas,
minerales y aminodcidos. La lactosa es el carbohidrato fermentable y proporciona la fuente de energia. El
cloruro de sodio favorece el crecimiento de Salmonella y Shigella. Las sales biliares y el cristal violeta son los
agentes selectivos que inhiben a los microorganismos Gram positivos y permiten el crecimiento de
microorganismos Gram negativos. El rojo neutro es el indicador de pH. El agar bacteriolégico es el agente
solidificante.

Las colonias aisladas de bacterias que fermentan la lactosa son rosadas y pueden estar rodeadas de una zona
de precipitado de sales biliares el cual es debido a una caida en el pH por la fermentacidén de la lactosa. Las
colonias que no fermentan la lactosa, como la de Salmonella enterica serotipo Typhi, Salmonella enterica
serotipo Paratyphiy Shigella dysenteriae permanecen incoloras.
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FORMULA POR LITRO

Agar Sangre
Digerido Pancreatico de Caseina 15.0 g Cloruro de Sodio 5.09
Peptona de Soya 5.09 Agar Bacterioldgico 15.0¢

Sangre de carnero desfibrinada ~ 50.0 mL

pH7.4+0.2a25°C

Agar Dextrosa Sabouraud

Dextrosa 40.0 g Digerido péptico de tejido animal 5.0 g
Peptona de caseina 509 Agar bacteriologico. 15.0¢g

pH 5.6 +0.2 a 25°C

Agar Mac Conkey
Digerido pancreatico de gelatina 170 g Sales biliares 159
Digerido péptico de tejido animal 15 g Cloruro de sodio 50¢9
Digerido pancreatico de caseina 15 g Cristal violeta 0.001 g
Lactosa 10.0 ¢ Agar bacteriologico 135¢g
Rojo neutro 0.03 g

pH7.1+£0.2 a25°C
PREPARACION

Método de preparacion del Agar Sangre:

Suspender 40 g del medio en un litro de agua purificada. Mezclar y calentar con agitacion suave hasta su
completa disolucién y hervir durante un minuto. Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos. Dejar
enfriar a una temperatura entre 45-50 °C, adicionar asépticamente 50mL de sangre de carnero desfibrinada
estéril al medio y vaciar en uno de los compartimentos de las placas triples de Petri estériles.

Procedimiento

1. Sembrar las muestras de acuerdo a los procedimientos internos de laboratorio.
2. Incubar aerdébicamente o bajo condiciones de atmosfera parcial de CO,, segln los procedimientos
establecidos a 35+ 2°C de 24 a 48 horas.
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3. Los tipos de hemdlisis que pueden presentarse son:

a. Alfa (a)-hemdlisis: Es la reduccién de hemoglobina a metahemoglobina en el medio que rodea a la
colonia; presentdndose como una decoloracion verdosa en el medio.

b. Beta (B)-hemdlisis: Es la lisis de los eritrocitos; presentdandose como zonas claras alrededor de las
colonias.

c. Gama (y)-hemodlisis: Indica no hemdlisis. No ocurre destruccién alguna de los eritrocitos y no hay cambio
en el medio.

d. Alfa prima (a’)-hemdlisis: Se observa un pequefo halo de células intactas o parcialmente hemolisadas
adyacente a la colonia bacteriana, rodeada por una zona de hemdlisis completa.

Método de preparacion del Agar Dextrosa Sabouraud

Suspender 65 gramos del medio en un litro de agua purificada. Mezclar bien y calentar con agitacion suave
hasta su completa disolucién y hervir durante un minuto. Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos.
Dejar enfriar a una temperatura entre 45-50°C y vaciar en uno de los compartimentos de las placas triples de
Petri estériles.

Procedimiento

1. Sembrar las muestras de acuerdo a los procedimientos internos de laboratorio o normas
aplicables.

2. Incubar las placas en condiciones aerdbicas a 35+ 2°C de 24 a 48 horas y posteriormente a
25+2°C, hasta 7 dias.

Método de preparacion del Agar Mac Conkey

Suspender 50 gramos del medio en un litro de agua purificada. Mezclar bien y calentar con agitacion suave
hasta su completa disolucién y hervir durante un minuto. Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos.
Dejar enfriar a una temperatura entre 45-50°C y vaciar en uno de los compartimentos de las placas triples de
Petri estériles.

Procedimiento

1. Inocular las muestras de acuerdo a procedimientos internos de laboratorio.
2. Incubar en condiciones aerébicas a 35 + 2°C de 24 a 48 horas.
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ESPECIALISTAS EN MEDIOS DE CULTIVO

CARACTERISTICAS

El crecimiento, hemolisis y recuperacion de Agar Sangre se describe en la siguiente tabla:

MICROORGANISMOS ATCC
Streptococcus pyogenes 19615
Streptococcus pneumoniae 6305
Staphylococcus aureus 25923
Escherichia coli 25922

CRECIMIENTO  HEMOLISIS

Bueno
Bueno
Bueno

Bueno

INOCULO % DE

Beta <100 > 80%
Alfa <100 > 80%
Beta <100 > 80%

= <100 > 80%

cfu/mL RECUPERACION

El crecimiento, color de la colonia y recuperacion del Agar Dextrosa Sabouraud describe en la siguiente tabla:

INOCULO

COLOR DE LA COLONIA

% DE

cfu/mL RECUPERACION

Bueno

Bueno
Bueno

Bueno

MICROORGANISMOS ATCC CRECIMIENTO
Trichophyton mentagrophytes 9533
Candida albicans 10231
Saccharomyces cerevisiae 9763
Escherichia coli 25922
Aspergillus brasiliensis 16404

Bueno

Blanca, reverso blanco a

marrén Sin diluir
Blanca a Crema <100
Blanca a crema <100
Blanca a crema <100
Blanco a negro reverso <100

amarillo

El crecimiento, caracteristicas de las colonias y recuperacién de Agar Mac Conkey se describe en la siguiente

tabla:

MICROORGANISMOS ATCC CRECIMIENTO
Escherichia coli 25922 Bueno
Salmgnella en.terlcg 14028 Bueno
serotipo Typhimurium
Shigella flexneri 12022 Bueno
Enterobacter aerogenes 13048 Bueno
Proteus mirabilis 12453 Bueno
Staphylococcus aureus 25923 Inhibido

CARACTERISTICAS DE LA INOCULO
COLONIA cfu/mL
Rosa con halo de precipitado <100
Incoloras, transparentes <100
Incoloras, transparentes <100
Rosa, mucoide <100
Incoloras, opacas sin <100

swarming
Rosa puntiforme 10%-10°

Interpretacion: Los microorganismos lactosa positiva dan colonias de color rosa con o sin zona de precipitado alrededor.
Los microorganismos lactosa negativos dan colonias incoloras o de color rosa tenue.

% DE
RECUPERACION

280%
280%

280%
280%

280%

<25%
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PRESENTACION Y ALMACENAMIENTO

CAT. No PRESENTACION ALMACENAMIENTO
8354 Medio preparado en Placa (Pqte/10 Placas con tres 2-8°C
divisiones)
\\.I)\/ I:l’
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