SUBMODULO 1 PREPARACION DE SOLUCIONES

TERCER PARCIAL

COMPETENCIA: PREPARA REACTIVOS, COLORANTES Y MEDIOS DE CULTIVO.

ACTIVIDAD 1

Indicacién: Relaciona las filas dependlendo el tipo de sustancia.

SO

AVAAVA

Reactivos Quimica Clinica

u Solucion salina fisiologica (NaCl al 009%):

(Clorun de sodio 908
sgua destilada para aforar a: 10000 mi
Matabolismo de carbohidratos.

U Solucidn matriz de glucosa (10 mg/ mi):
Dextrasa anhidra 10g
solucion acido benzoico al 0.2%% para aforar a- 100.0 mi

Solucion patron de glocosa (100 me/ 100 ml = 1 mg/ml):

solucion matriz glucosa 10 mg/mi 10,0 mi
solucion acido benzoico al 0.25% para aforar a: 100.0 mi

n Solucién patrdn de glucosa (10 mg/ 100 ml = 0.1 mg/mil}k
olucitn patran glecosa (1 mg'mi) 0.0 mi
solucion acido benzoioo cuanto baste para (cbp) 00,0 mi

1 Acido benzoico 0.25%:

Apua destilada

100 mi

Acido benzoico

0sg

GHEE
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explosivas | inflamables |comburentes|  presion COTOGIVAS aguda aguda mutigeno | para medio
(EX) (I} ICB) [GZ) {CE) cateporia 1, | categoria 4 (EX) ambienta
2,3 [peligro al acuatico

(T} inhalar) 2]

’ III:E.I.
ACTIVIDAD 2

Disolver el acido benzoico en 50 ml de agua destilada en un vaso de precipita-
duo, de ser necesario, utilizar calor. Pasar el contenido a un matraz aforado de
100 ml, enjuagar con 30 ml de agua destilada el vaso de precipitado y pasar al
matraz, posteriormente aforar con el resto del agua destilada (20 mi).

1 Reactivo O-toluidina al 5%:

Tiourea 1.0g
Acido acetioo glacial 19000 mi
O-TOLLIDINA 1000 mi

Diisolver hasta disolucidn la tiourea, conservar en frasco color ambar a tempera-
tura ambiente. Evitar el contacto con la piel.



Compuestos nitrogenados

Solucion patron de trabajo de nitrdgeno ureico (20 mg N/ 100 ml}

Agua destilada chp. S0:0.0 il
Liraa MEOmg

Disolver la urea en agua v aforar a 500 ml, colocar en frasco de vidrio, agregar
unas gotas de cloroformo para conservar y guardar en refrigeracidn.

Solucion fosforica sul firica cuprica:

SOLUCION A
Acido fosforioo al 85% 3o ml
Acido sulforico concentrado 1750 mil

Adadir lentamente y agitando el icido sulfiirico concentrado.

SOLUCION B
sulfato de cobre (Cus0, 5HyO) 6.0g
Agua destilada 55000 mi

Agregar la solucidn A lentamente v agitar a la solucidn B, dejar enfriar v guardar
en frasco ambar.

Diacetilmonoxima [ DAM) al 35%:

Diacetilmonoxima 10g
Apua destilada cbp. 100.0 mi

Pesar 2.3 gy triturar en un vaso de precipitado con agitador de vidrio, ya pulveri-
zado disolver en poca agua v pasar a un matraz para aforar a 100 ml. Guardar en
frasco color ambar en refrigeracion.

Solucion matriz de creatinina {1 mg/mi):

Craatinina pura 1000 mg
Mcido clorhidrico 00 N chp. W00.0 mi

Solucion patron de Creatinina (0.1 mgz/mi):

solucion matriz de creatinina (1 mgimi) 100 mi
Arido chorhidrico 00 M o agua destilada chp 1000 mi

Solucion patron de Creatinina (001 mez/ml):

solucitn matriz de creatinina 00 mg/ml 1.0 mi
Acido clorhidrioo 00 M o agua destilada chp 1000 mi

Acido clorhidrico 0.1 N:

Acido clorhidrico concentrado 0.0 mi
Apgua destilada ch.p. W00 mi

Titular con solucidn valorada de hidréxido de sodio (NaOH) 0.1 N ¥ como indi-
cador naranja de metilo.

Indicador naranja de metilo:

Indicador anaranjado de metilo 0050 g
sgua destilada cbp 00,0 mi




1 Solucion acuosa saturada de acido picrico:
El acido picrico anhidro es muy explosive v debe conservarse homedo constan-
temente. Para preparar la solucion saturada se debe colocar, en exceso, el acido
picrice en un frasco de vidrio color ambar que contenga agua destilada. Agitar
de vez en cuando.

Hidréxido de sodio {NaOH) al 105

Hidraxido de sodio w0og
Apua destilada ch.p. W00.0 mil

m Solucion matriz de acido arico (1 me/ml):
Colocar en un matraz volumétrico de 100 ml.

Acido trico 100.0 mg
(Carbonato de litio (Liz004) &0.0 mg

Agregar 50,0 ml de agua destilada v calentar a 60 *C para disolver los reactivos,
dejar enfriar a temperatura ambiente y aforar a 100.0 ml con agua destilada.

0 Solucion patrén de acido urico (U015 me)/mil):

solucion matriz de cido orioo (1 mgdmi) 30mi
agua destilada chp. 200.0 mi

4 Solucion patron de acido urico (W01 mgmi):

solucion matriz de acido orioo (1 mgiml) 1.0mi
Agua destilada cbp 1000 mi

Solucion patron de acido arico (00005 me/mil):

solucion matriz de cido orioo (1 mgiml) 05 mil
Agua destiladacbp 100.0 mi

u Solucién patrén de dcido drico (U004 mg/mi):

solucion matriz de acido arioo (00 mgsmi) o1 mi

Apua destiladacb.p. »oml
U Urea al 208%:

Lirea 2008

Apgua destiladacbp W00 mi

Conservar en refrigeracion.

1 Acido tricloroacético al 5%:

Acido tricloroacético 508
Apgua destiladachp 100.0 mi

Acido tricloroacético al 109:

Acido tricloroacético wnog
Agua destilada cbp. 1W00.0 mi
r Solucion matriz de fBsforo (008 mg/mi):
1. Disolver 03509 g de fosfato monopotasico anhidro en 500 ml de agua
destilada, en un matraz aforado de 1000 ml.

2 Anadir 100 ml de acide dochidrico 10 N v diluir hasta la marca de aforo
de 1000 ml.




1 Solucion matriz de dsforo (0004 mg/ml):

solucion matriz de fosforo 0.08 mg/mi somi
Arido tricloroacétioo al W0 o al 5% chp 100.0 mi

r Reactivo de molibdato de amonio (fosforo inorganico, método de Fiske v

Subbarow):

Malibdzto de amonio og
Agua destilada W00 mi
Disalver v agregar:

Acido sulfirico 10 N 15000 ml
sgua destilada cb.p. 50000 mi

Acido sulfiirico 10 N:
A 13000 ml de agua destilada se agregan con lentitud v agitando constantemente
bajo chorro de agua 45.0 ml de acido sulfiirico concentrado (densidad 1.84).

Reactivo dcido aminonaftolsilfonico:

olucion de bisulfito sadico al 15% 195.0 ml
Arido1,2.4, aminonaftolsulfonico osg
solucion de sulfito sodico al 205 5.0mi

Agitar hasta que se disuelva el polvo, si la disolucidn no es completa se agre-
ga sin dejar de agitar 1 ml de sulfito sddico cada ver hasta que la disolucidn
sea completa. Se debe evitar el exceso de sulfito de sodio. Conservar en frasco
ambar en refrigeracion.

u Bisulfito sodico al 15%:

Bis utfito sodico nog

Agua destilada cb.p 2000 mi
1 Sulfito sodico al 20%:

sulfito de sodio anhidro wnog

Apgua destilada ch.p. 100:0 mi

n Sulfato sodico al 33.3% (también utilizado para flotacidn por Faust):

sulfato de sodio i3ig
Agua destilada ch.p. 100:0 mi

u Cloruro férrico al 5%:

Cloruro férrico 50g
Agua destilada chp. 100.0 mi

Reactivos para hematologia
r Solucion de Hayem {diluyente eritrocitos):

Cloruro de sodio 108
sulfato de sodio oristalizado 0g
Cloruro merolrioo o5g
Apgua destilada chp. 200.0 ml

0 Solucion de Gowers (diluyente ertrocitos):

sulfato de sodio cristalizado 125g
Arido acético glacial 333.ml

Apgua destilada cbp 200.0 mi




u Solucidn de formol y citrato trisédico (liguido de Dacie. diluyente eritrocitos):

Formaldehido al 0% (formaldehido comercial) o.omil
Citrato trisadioo 3ig
Agua destilada chp. 1000.0 mi

n Acido clorhidrico al 19%:

Acido dorhidrico 1.0mi
Apgua destilada chp. 100.0 mi

u Diluyente de Turck (diluyente de blancos):

Arido acatico glacial 2.0ml
‘Cristal vinleta solucidn 1% L0 mil
Agua destilada chb.p. W00 mi

0 Arcido acético glacial al 2, 3, 5 0 30% (% v/v) (diluvente de blancos):

Arido acatico glacial 2030 50030ml
Agua destilada ch.p. W00 mi

0 Acido clorhidrico al 1% {diluvente de blancos):

Acido clorhidrico &0 mi
agua destilada chp. 1000 mi

Oxalato de amonio al 1%:

iOualato de amonio g
Agua destilada ch.p. W00 mi

u Liguido diluyents de Randolph para eosinafilos:

SOLUCION MADRE 1

azul de metileno g
Propilenglicol c.b.p. W00 mi

SOLUCION MADRE I

Fiowina (colorante acido) g
Propilenglicod c.b.p. W00 mi
1 Liguido de Dunger:
Solucitn acuosa de eosina al 2% (pav) 1000 mil
ACetona W00 il
Apgua destilada cb.p. 100.0 mi

Estable en refrigeracion de 2 a 3 semanas y debe filtrarse para su uso.

u Liguido de Hinkleman:

amarillo de eosina 05 g
Formaldehido al 40% (formaldehido comercial) 05 mi
Fenol (solucion acuosa al 95%) 05 mi
Apgua destilada ch.p. W00.0 mi

Filtrar la solucidn después de preparada v guardar en refrigeracion.



u Colorante de Giemsa:

Colorante de Giemsa en poha oTsg
Alcohol metilico T=oml
Glicerina Q.p 25.0 mi

Disolver por calentamiento a 60 "C, filtrar v conservar en frasco bien tapado.

u Colorante de Wright:

(Colorante de Wright en palvo 1.0g
Alcohol metilico &00.0 mi

Dejar en reposo durante 15 dias para desarrollar la policromia.

u Colorante de Leishman:

Colorante de Leishman en poive 0¥ g
Alcohol metilico 1000 mi

Se deja en reposo tres semanas.
u Colorante de May-Grunwald

Pasar 1.3 g de colorante en polvo y colocar en matraz de 250 ml, afiadic 100.0 mi
de metanol v calentar la mezcla a 50 °C, dejar enfriar a temperatura ambisnte

¥ agitar de vez en cuando. Después de 24 horas, filtrar la solucion y colocar en
Frasco.

n Agua destilada tamponada de pH entre 640 v 6.50:

Fosfato distdico 4530 g
Fosfato monopotasico 5940¢
Agua destilada 1000 mi

De esta solucion tomar 9.54 ml ¥ aforar a 2000 ml con agua destilada.

u Agua destilada tamponada {amorticuadores de fosfatos) para colorantes de
Romanowsky:

AMORTIGUADDRES
KHZPO, 0.2 M [2.722% piv) MACH 0.2 M [D.8% piv)
Mi M pH
50.0 TE 6.6
50.0 710 67
S0.0 FERS 63
S0.0 165 69
50.0 106 70

u Solucion de fosfato de S6rensen (solucion stock (L66 mol):

solucion A: POgHK 1@/l
solucion B: PO,HNa, g5 g/l
(Cuando se usa POgHMNa;- THD e g/l

Para obtener una solucidn de pH requerido, afadir soluciones A ¥ B en la pro-
porcicn indicada.

EL PH DE DIVERSAS SOLUCIONES

FH S0L A SoL.8 PH SOL A S0l B

54 97.0 30 6.8 S0.B 45937
56 950 5.0 .0 389 611

58 32.0 13 7.2 B0 T2.0
6.0 28.0 120 14 19.2 EQB
6.2 L0 19.0 16 130 ETD
6.4 T3.0 IT0 1E a5 os
6.6 E3.0 iro ED 55 o435




Apgna destilada tamponada

Tomar 500 ml de tampon de Sdrensen 0.066 mol v afnadir agua destilada hasta

1000 ml.

Formol-etanol al 1%:

Etanal al 95% S0 mil
Formaldehido al 40% (formaldehido comercial) 100 mil
Hematoxilina de Mayer:

Hematoxilina de Mayer polvo 20g
Apua destilada ch.p. W00 mi
Reactivo de Drabkin:

Ferricianure de potasio 02008
Cianauro de potasio 00S0g
Bicarbonato de sodio Log
Apua destilada ch.p. 0000 mi
Conservar en frasco ambar.

Carbonato de sodio al 1%:

Carbonato de sodio Log
Apua destilada ch.p. 0000 mi
Hidraxide de amonio al 04%:

Hidrtxido de amonio [peso especifico 0.EE) 04 ml
Agua destilada chp. WO00.0 mi
Colorants aznl de cresilo brillante:

azul de cresibo brillante, hidrosolubile 10g
Citrato de sodio o4ag
Cloruro de sodio al ESE 00,0 mi

Disolver el colorante en la solucidn salina, adadir el citrato de sodic, mezclar ¥

filtrar para su uso.

1 Formol-etanol al 1%:
Etandd al 95% SO0 ml
Formaldehido al 40% (formaldehido comercial) 0.0 mi
M Hematoxilina de Mayer:
Hematoxilinag de Mayer polvo 20g
agua destilada ch.p. 00,0 mi
u Reactivo de Drabkin:
Ferricianuny de potasio 0200g
Cianauro de potasio 00508
Bicarbonato de sodio g
agua destilada ch.p. 0000 mi
Conservar en frasco ambar.
n Carbonato de sodio al 1%:
\Carbonato de sodio g
Agua destilada chb.p. 0000 mi




U Hidréxido de amonio al (4%

Hidrtxido de amonio (peso especifico 08E)

0.4 mi

Agua destilada chp. w0000 mi
Colorants azul de cresilo brillante:

azul de cresibo brillante, hidrosoluble 1.0g
Citrato de sodio o4g
Cloruro de sodio al ESE 100.0 mi

Disolver el colorante en la solucidn salina, afadir el citrato de sodic, mezclar ¥

filtrar para su uso.
Planteamientos de problemas:

1. Plantear el problema para preparar 100 ml de una solucion matriz de glucosa

idextrosa) 10 mg/ml.

2 Plantear el problema para preparar 100 ml de una solucion patron de glucosa

100 mg/ 100 ml.

3 Plantear el problema para preparar 100 ml de una solucion de glucosa 10 mg/

100 ml (= 0.1 mg/ml).

4. Plantear el problema para preparar 1000 ml de una solucion de cloruro de sodio

(NaCl) al 0.9 por ciento.

5. Plantear el problema para preparar 100 ml de una solucion de acido tricloroace-

tico al 5 por ciento.
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AMORTIGUADORES ( BUFFERS)
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RESUMEN

La capacidad de regulacion del medio
acido o alcalino a fravés de sustancias
denominadas amortiguadoras, es una
propiedad bien definida del cuerpo
humano, mediante la cual, se
establecen relaciones de equilibrio entre
elementos acidos y basicos.

Es de esta forma gque la homeostasis
corporal, logra mantener las funciones
vitales, ante cualquier cambio en el pH
del medio, produciendo, excretando o
reabsorbiendo  sustancias, que se
organizaran de dentro hacia fuera de la
célula y en forma inversa, cuando los
cambios sucedan en cualquier lado de la
membrana.

De esta manera, las sustancias que se

convierien en reguladoras del pH.
reciben el nombre de sustancias “buffer’
o “tampones fisiologicos®, siendo el mas
importante, el sistema bicarbonato, al
cual se unen con mener intensidad el
sistema fosfato y la hemoglobina, asi
como  los  sistemas  regulatorios
pulmonares y renales a parir de la
concentracion de H*, de esta forma, la
regulacion  sanguinea, intersticial vy
proteica, se entrelazan en una accion
compleja, controlando y reponiendo el
pH de la sangre, ante cualquier
modificacion que ponga en riesgo su
estabilidad.

La necesidad del conocimiento sobre el
tema, permite al clinico orientar su
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Superior. MBL. Direccion de desamolle Local. Mg Sc.
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% Uniw. Tercer Afic Facultad de Odontologia UMSA

manejo  ante  circunstancias que
condicionan acidosis o alcalosis.

PALABRAS CLAVE

Sustancias buffer. Tampén fisiologico.
Bicarbonato. Fosfato. Acido Carbonico.
pH

INTRODUCCION

Todo organismo vivo produce en forma
constante Acidos organicos resultantes
de reacciones metabdlicas, catabolismo
proteico y ofras moléculas activas, lo
que genera un grado de acidez a los
fluidos infra y extracelulares, que puede
ser medido por el pH, el cual puede a su
vez ser regulado a partir de los llamados
* tampones fisiologicos™ o sustancias
“buffer”, asi como por la eliminacién de
acidos o bases a través de los pulmones
o rifiones.'® Los fluidos organicos, asi
como las sustancias que se encuentran
disueltas en ellos, pueden tener cambios
en el pH, en funcidn al tipo de ingesta
alimenticia y las reacciones metabdlicas
existentes, por lo que la falta de esta
regulacion, puede llevar a reacciones
indeseables en el organismo. De esta
manera la respuesia  inmediata
producida por las sustancias tampén o
buffer (fosfato, bicarbonato ¥
hemoglobina), ante vanaciones del pH
se constituyen en la pimera barrera de
defensa para la estabilizacion de
dichos cambips. -

Los amortiguadores estan formados por
un acido débil y su base conjugada o
una base deébil con su acido conjugado,
de manera que en caso de existir exceso
de acidos, sea la base que reacciona
ante tal situacion y visceversa®® Es asi
que la formacion de aniones GAP (8-16
mEg/L) hacen que se mantenga la
electronsutralidad de las soluciones,
considerandose a este grupo de
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elementos como la diferencia entre
aniones plasmaticos que normalmente
no se encuentran (cation  mas
abundante) v los aniones medidos mas
abundantes. El wvalor esperado debe
oscilar entre 10-14 Meg/L, wvalor que
debera ser corregido ante la presenda
de bajos niveles de albumina. ®

Tomando en cuenta que el plasma
sanguineo y el fluido intersticial e
intracelular tienen composicion diferente
en la concentracion de electrolitos, se
comprendera gue cada celula del
organismo tiene un sistema propio de
regulacion de estas concentraciones,
donde los aniones bicarbonato, fosfato
mono  y  dibasico y  proteinas, se
constituiran el sistema regulador mas
importante, estableciendo pH de 7.35 a
7,45 como valor normal.

Es asi que los sistemas amortiguadores
puaden ser:

a) Sanguineos: donde interviene
proteinas como la hemoglobina
(Hb), oxihemoglobina (HbO.),
sistema  bicarbonato  (HCO3
/H.CO;), sistema fosfate (HPO
JHPO:).

b) Flasmaticos e intersticiales:
donde intervienen el sistema
bicarbonato (HCO3 /HCO3).

c) Intracelulares: donde intervienen
predominantemente el sistema
fosfato (H.POJHPOY) vy las
proteinas (Hb/HbO;).?

TEORIA DE ARRENHIUS

El fisico quimico Swvante August
Arrhenius en 1884 planted en su tesis
doctoral que los iones, formados por
carga eléctrica positiva, fenian movilidad
en el agua, por lo que eran considerados
como  elementos  conductores de
electricidad, y que estos iones aumentan

su disociacion mientras mayor sea la
dilucion de la disolucion.

Segin este cientifico las bases son
sustancias que producen hidroxilo {(OH)
cuando se disocian al disolverse en
agua.

Esta teoria ha sido criticada por muchos
estudiosos quienes aseguran que el
concepto de acido ha sido limitado a
especies quimicas que contienen
hidrogeno, mientras que el concepio de
bases, limitan a todas las especies que
contienen  hidroxilo, ademas que su
referencia sobre la disociacion de estas
sustancias, se refiere a aquellas donde
hay base acuosa, excluyendo a las
reacciones que suceden en lugares
donde hay ausencia de agua. *7

BICARBONATO

El bicarbonato es una sal acida derivada
del acido carbonico, de sabor acido y de
color blanco amarillento v constituye e
principal amortiguador acido-basico del
organismao.

Este elemento quimico se origina del
metabolismo del acide carbonico
cuando este pierde uno o dos protones y
tiene la capacidad de alcalinizar el medio
donde se encuentra disuelto.

FOSFATOS

La via de las pentosas fosfato, es una
via secundaria del metabolismo de la
glucosa, con el fin de generar reduccion
de NADPH'H', producir pentosas como
la nbosas-5-P, para la formacion de
acidos nucleicos y la formacion de
monosacarido fosfato, para la
produccion de CO2.

Bl HCO: producido al interior de la
celula, luego del proceso tampon de la
hemoglobina difunde por la membrana
del glébulo rojo e intercambia con iones
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cloro (CI) del plasma, mediants el
mecanismo denominado “
desplazamento del cloruro™

HEMOGLOBINA

Es una proteina globular que se
encuenfra en gran cantidad en los
globulos rojos, siendo el transportador
de O, desde los pulmones hacia todos
los tejidos del cuerpo, asi como del COz
y de H de los tejidos hacia los
pulmones.

Su anillo imidazolico, fijado con una
histidina proximal, le permite tener el
efecto tampdn, Es decr que la
oxigenacion de la Hb aumenta la acidez
del medio, al intervenir el H® en dicha
fijacion, mientras que la desoxigenacion
aumenta su capacidad de base.

El momento en el que el CO: llega al
entrocito reaccicna con el H.O, por
accion de la anhidrasa carbonica,
produciendo (90%) vy carbamino Hb
(T%). Bl H:CO: pasa directamente a
HCOy", liberando un H*, que se une a la
desoxi Hb, produciendo desoxi Hb*,
reteniendo dos hidrogeniones por cada
02 que pierde. De esta forma la mayor
cantidad de CO; es transportado,
produciéndose un proceso inverso a
nivel pulmonar.

MECANISMO DE REGULACION DE
LOS AMORTIGUADORES
BICARBONATO

Nomnalmente, e producto del
metabolismo de las ceélulas, es la
produccion de protones, que son
sustancias acidas, que de no ser
eliminadas, aumentarian la acidez del
espacio intersticial y del plasma. Asi
producidos los acidos, el primer sistema
en intervenir es el del bicarbonato que
usa su base conjugada logrando la
formacion de acido carbdnico, el que
circula por el tormente  circulatono,

llegando a los pulmones, donde se
descompone por accion de la anhidrasa
carbdnica, en agua y didxido de carbono
(H:O + C0), siendo este dltimo
eliminado por los pulmones.

Se comprende entonces que el CO:
formado en los tejidos corporales, es
arrastrado por el sistema bicarbonato en
forma de acido carbénico, vy que la
reaccion enzimatica en la que interviene
la anhidrasa carbénica en el globulo rojo,
cuenta ademas con la participacion de la
hemoglobina en su forma basica vy
acida, facilitando la conversion del CO,,
expelido en la respiracion.

Este sistera amortiguador bicarbonato,
basico e importante, puede en algin
momento, ser superado por a3
produccion de acidos, y el consumo de
toda la fuente de bicarbonato, activando
de esta manera la reposicion de dicho
anion a nivel renal, sistema fisiclagico
que empieza a exiraer del cuerpo el
bicarbonato en forma de H.CO3, el que
por accion de la misma anhidrasa
carbonica, disocia a esta molécula,
conviriéndola en HCO; mas
hidrogeniones (H*), esta dltima sustancia
se intercambia por sodio (Na), de forma
tal, que por cada molécula de Na filtrada,
se elimina un hidrogenion por la onna,
acidificando de esta forma, este fluido
organico, el cual deberd de igual forma
que todos los fluidos del cuerpo,
mantener un pH optimo, que en su caso
es de aproximadamente 6, el que puede
sin embargo, ser modificado en caso de
excreciones exageradas o insuficientes
de hidrogeniones, lo que producira
cambios en la fisiologia renal.

Como se ha visto hasta el momento, la
requlacion del pH en los sistemas
organicos es importante, de tal forma
que se debe mantener un pH sanguineo
de 74 vy una proporcion de HCOS
IH,CO;de 20:1.2
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MECANISMO DE REGULACION DE
LOS AMORTIGUADORES FOSFATO

Si bien el pH corporal, permite la vida
mientras se encuentre entre 7,00 v 7,80,
los procesos relacionados a acidosis se
encuentran con un pH menor a 7,35,
mientras que la alcalosis se presenta
cuando el pH supera los 7,45, con las
consiguientes alteraciones respiratonas
y metabolicas.

El sistema de amortiguacion de los
fosfatos, permite de igual forma |, pero
con menor paricipacion, la regulacion
del pH sanguineo, a ftravés de Ia
formacion del fosfato monoacido
(HPO.®) en fosfate diacido (HPO,) que
sera excretado por la onna, el proton
gliminado sera intercambiado de la
misma manera como se  explicd
anteriormente, por un ion Na.*"

MECANISMO DE ACCION DEL
SISTEMA REGULADOR DE LAS
PROTEINAS

Las proteinas involucradas en la
formacion y transporte del acido
carbonico, se orentan principalmente a
la hemoglobina, elemento que participa
en forma importante en la amortiguacion
de las sustancias. Es de esta forma, que
la desoxihemoglobina se convierte en un
requlador de mejor calidad que la
oxihemoglobina, en el sentido que la
capacidad de captacion de oxigeno por
los tejidos mejora la capacidad de
regulacion de la Hb, constituyendose en
la proteina de mejor y mayor capacidad
de tampon, en relacion a ofras proteinas
plasmaticas.

La capacidad de amortiguacion de las
proteinas se debe a la presencia de :

a) Grupos ionizables de las
cadenas laterales de los
aminoacidos  (AA).  aspartato
(Asp), glucosa (Glu), lisina (Lys),

arginina (Arg), histamina (His),
tirosina (Tyr), cisteina (Cys).
b) Grupos COOH y NH2 terminales.

El grupo imidazdlico de la histidina sera
el principal responsable del poder de
amortiguacion de las proteinas ante
cambios del pH, debido a que su pK esta
cerca a 7. Es asi que cuando se
encuentra un pH bajo, los grupos
ionizables se protonan y su carga es
positiva, mientras que si el pH es alto,
los grupos se desprotonan y su carga se
hace negativa * ™

La hemoglobina al ser una proteina
globular, que ftiene la capacidad de
transportar  oxigeno, requla La
produccion de H+, de dos formas:

a) mediante un efecto
amortiguador, combinandose con
H+, en este caso su capacidad
procede de  los  grupos
ionizables, con un pK cercano al
pH dentro del eritrocito, pero no
puade amortiguar la cantidad
total de H+ que fue generado por
el transporte de CO: y eso
explica la pequeiia diferencia del
m gue existe enfre la sangre
artenial y venosa.

b) mediante un mecanismo
izohidrco, denominado efecto de
Bohr, el que consiste en la
disminucidn de la afinidad de la
hemoglobina por el O, cuando el
pH disminuye.
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ANTICOAGULANTES UTILIZADOS EN EL LABORATORIO CLINICO
Anticoagulante

Es una sustancia enddgena o exdgena que infiere o inhibe la coagulacién de la sangre, creando un estado antitrombético.

Tipos de anticoagulantes:

1. Anticoagulantes de accion directa: aquellos que, al interactuar con otras proteinas, alteran la cascada de
coagulacion.

2. Anticoagulantes de accion indirecta: son aquellas que inhiben la cascada de coagulacion por si solos, sin la
dependencia de ningun otro elemento.

Principalmente se utilizan 3 anticoagulantes:

e Acido etilendiaminotertraacético (EDTA)
e (Citrato de Sodio
e Heparina

COLOR LILA COLOR AZUL CELESTE ~ COLOR VERDE

Acido etilendiaminotertraacético (EDTA) (TAPON LILA): El EDTA es el anticoagulante mas empleado para los
recuentos celulares y estudios morfolégicos de células hematicas.

(aplicado por aspersion en las paredes de los tubos).

(@]
HO O
\f HJ\ OH < 2. Tripotasica (liquido). La forma dipotasica (K2)
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esta recomendada por el Consejo Internacional para

' Se puede encontrar en dos formas: 1. Disddica
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N/\/ la estandarizacién de la hematologia para el conteo
Hoj‘) de células y determinacion de su tamafio.
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Acttia como quelante (secuestrante) de Ca++, el cual
desempefia un papel muy importante para que se lleve a cabo el s
proceso de coagulacion, impidiendo asi la formacién de fibra. Bt N




Heparina: la heparina es un anticoagulante utilizado para diversas determinaciones dentro del laboratorio clinico. Se trata
de una molécula con varios grupos sulfato (los cuales proveen a la molécula con varias cargas negativas) ademas de estar
compuesta por una cadena muy larga de azucares, (los cuales dan la capacidad de interactuar con las proteinas que se
asocian al proceso de coagulacion).

Se puede encontrar en 2 formas:

1. Heparina de sodio (aplicado por aspersion en las paredes de los tubos)
2. Heparina de Litio (aplicado por aspersion en las paredes de los tubos)

Ambas presentaciones de Heparina se pueden utilizar para realizar determinaciones en la cuales se requiere plasma. Por
otro lado, la Heparina de Litio también se puede utilizar para procesar muestras de quimica clinica, electrolitos y amonio.

1. Efecto de HNF sobre Trombina Fundamentos de la Heparina: La heparina potencializa
la formacion de complejos entre la antitrombina Il y
proteasas de serina: Ixa, [Xa y Xia (sustancias que

— desempeﬁap un papgl muy impgftante en la formacion de
coagulo) evitando asi la formacién del coagulo.

-

Citrato de Sodio: La solucion de citrato trisddicodihidratado, se utiliza para la obtencién de “plasma citratado” el cual es
utilizado en pruebas de coagulacion sanguinea.

O OH O y:

Na® €0

Tap6n azul.



Es posible encontrar citrato de sodio al 3.2 % y 3.8%. El citrato de sodio al 3.2% ha sido usado en varios estudios de
elaboracion de calibradores internacionales de referencia por lo que, a dicho porcentaje, es de utilidad para obtener valores
de INR (International Normalized Ratio por sus siglas en inglés) mas confiables comparados con los tubos de citrato de
sodio 3.8%, ya que estos Ultimos presentan valores alto de INR en muestras de pacientes que reciben terapia oral de
anticoagulantes. Fundamento del citrato de sodio: El citrato de sodio se une al calcio (Ca++) presente en la sangre,
provocando que desaparezcan los iones de calcio del plasma y evitando asi la coagulacién sanguinea.

1 EDTA al 5%:
EDTA, (sal dipotisica o dsadica) L0g
sgua destilada ch.p. W00.0 mi

u Dextrosa citrato acida (acnk
Anticoagulante utilizado anteriormente en transfusiones de sangre porque ayu-
da a conservar los eritrocitos.

Citrato disodico (monoadida) 209
Dextrosa 30g
Agua destilada (sin pirogenos T0om

Se utiliza 1 ml de AcD por 4 mi de sangre v debe conservarse en refrigeracion.

Citrato de sodio 0.1 M:

Citrato trisadico 3EE
Apua destilada ch.p W00.0 mi

n Citrato de sodio al 3.8%:

Citrato trisddico IEg
Apgua destilada cb.p. 1W00.0 mi

n Oxalato de amonio v potasio:

(Cncalato de amonio 12g
iOncalato de potasio DEg
Apgua destilada chp. W00.0 mi




0 Oxalato de potasio al 10%:

Cncalato de potasio wog
sgua destilada ch.p W00 mi

1 Heparina, 1000 UT ml {10 mg/ml

Heparina en concentracitn de 100 UIY ml equivalente 2. 100000 Ullg (W00 mg
Agua destilada o mil

n Heparina, 20 unidades USP/mi {0.20 mg/md):

Heparina en concentracion de 100 LI/ mi eguivalente a: 100000 U g 0.20 mg

Agua destilada 1.0 mil

ACTIVIDAD 4
Colorante

Colorantes Los colorantes son sustancias de origen quimico o biologico, generalmente tintes, pigmentos, reactivos u otros
compuestos, empleados en la coloracion de tejidos microorganismos para examenes microscépicos, debiendo tener al menos, un
grupo cromaéforo que le proporcione la propiedad de tefiir.

Fuente de obtencién de los colorantes.

Atendiendo a la fuente de obtencidn, los colorantes se clasifican en naturales y sintéticos.

Colorantes naturales. Los colorantes naturales son basicamente histolégicos, encontrandose entre los empleados con
mayor frecuencia, los siguientes:

indigo: Se obtiene de diversas especie de plantas del genero indigéfera que contiene indican, el cual se fermenta

para producir el colorante.

e Carmin: Se produce, mediante el tratamiento con alumbre y otras sales metélicas a hembras del insecto cochinilla
"Coccus castis".

e Orceinay Tornasol: Se obtiene mediante el procesamiento industrial de liquenes de los géneros: Le canora tinctoria
y Rosella tinctoria.

e Hematoxilina: Este colorante se extrae con éter de la madera de un &rbol oriundo de México y de algunos paises

suramericanos denominados Hematoxilium campechianum.

Colorantes sintéticos. Se obtiene de la anilina, 0 es mas exactamente del alquitran de hulla siendo todos derivados del
benceno.

Clasificacion

Los colorantes se clasifican, teniendo en cuenta si la propiedad tintorial se encuentra en el anién o el cation de su estructura
quimica. Sobre esta base se pueden dividir en tres grupos: basicos, acidos y neutros.

e Colorantes basicos: La accion colorante esta a cargo del cation, mientras que el anién no tiene esa propiedad, por
ejemplo: - cloruro de azul de metileno+.

e Colorante acido: Sucede todo lo contrario, la sustancia colorante esta a cargo del anion, mientras que el cation no
tiene propiedad, por ejemplo: eosinato- de sodio+

e Colorantes neutros: Estan formados simultaneamente por soluciones acuosas de colorantes acido y basicos, donde
el precipitado resultante, soluble exclusivamente en alcohol, constituye el colorante neutro, que tiene la propiedad
tintorial de sus componentes acidos y basicos, por ejemplo: la giemsa.


https://www.ecured.cu/Qu%C3%ADmico

Afinidades tintoriales.

En el proceso de la coloracién, ocurre una combinacién de reacciones fisicas y quimicas.
e  Reaccion fisica.

Ocurre un fenomeno de absorcién similar al que tiene lugar en las materias porosas, considerando que el colorante penetra
en los intersticios del cuerpo coloreable y se mantiene alli por la cohesién molecular.

e  Reaccion quimica

Las células microbianas son ricas en acidos nucleicos que portan cargas negativas en formas de grupos fésfato
combinandose como colorante basicos cargados positivamente. Los colorantes &cidos que tienen la accién colorante en
el anién no tifien la célula, empledndose como colorante de contraste para colorear su entorno, como por ejemplo: la tinta

china o la eosina que no colorea al microorganismo, pero si el fondo del campo microscépico.

Toxicidad de los colorantes. Ventajas y Desventajas.

Los colorantes son sustancias toxicas, por lo tanto el proceso de la tincién generalmente resulta letal para los
microorganismos, provocando su inmovilizacién, lo cual puede significar una ventaja o desventaja para el investigador
segun sean los objetivos con la sustancia colorante. Veamos algunos Ejemplos:

1. Al ocasionar la muerte de los microorganismos sometidos al proceso de tincion se reducen las posibilidades de
contaminacion para el manipulador.

2. Los colorantes pueden ser toxicos para el manipulador, algunos incluso han resultado cancerigenos por lo que
ha habido la necesidad de retirarlos del mercado.

3. Algunos colorantes solo tienen afecto letal para determinadas especies o géneros bacterianos, siendo utilizados
como constituyentes de medios de cultivo selectivo para impedir el desarrollo de microorganismos indeseables
y favorecer el desarrollo de las especies que nos interesa estudiar. Por ejemplo: el verde de malaquita.

4. Otros se emplean como desinfectantes microbianos, mas que para tefiir, con fines de microscopia, por sus
propiedades bacterianas o bacteriostaticas.

5. Algunos tipos de colorantes son empleados no para tefiir, sino como indicadores de pH, formando parte de la
composicién de los medios de cultivo para indicar los cambios de basicidad o acidez que se vayan produciendo
en el medio como consecuencia de su actividad metabdlica. Ejemplo: rojo fenol, azul de bromotimol, etc.

Métodos de coloracion

Atendiendo a los objetivos que se persigan, los métodos de coloracién se clasifican en: Tincién simple, tincion compuesta
y tincién especial.

e Tincion simple: En la tincién simple se utiliza un solo colorante con el que se tifie rapidamente el microorganismo,
utilizandose fundamentalmente para observar su morfologia y tamafo. Los colorantes empleados con mayor
frecuencia para este tipo de tincion son los siguientes: azul de metileno, violeta cristal y fuscina fenicada, entre otros.

e Tincion compuesta: En este tipo de tincion, se utiliza mas de una sustancia tintérea. Los colorantes se aplican, a la
preparacion, separados o juntos, formando parte de una solucién. En consecuencia se puede determinar algunas
caracteristicas propias de diversos géneros que permiten diferenciarlo de los demas, por lo que reciben también el
nombre de coloraciones diferenciales. Entre los métodos mas utilizados se encuentran: La coloracion de Gram. y la
de Ziehl Neelsen.

Coloracion de Gram.

En 1884, el danés Hans Chistian Gram, ide6 un método de coloracion, que es en la actualidad, el mas empleado en los
laboratorios de bacteriologia, mediante el cual, la bacteria sometida a esta tincién, en dependencia de la composicién
quimica de la especie, queda tefiida de color violeta o de color rojo.



Principios. A pesar de que esta técnica de coloracion se ha venido empleando desde hace mas de un siglo, ain no se ha
podido determinar con exactitud la base molecular de la reaccion, existiendo controversias al respecto. El criterio mas
generalizado es que la violeta y el lugol forman un complejo que reacciona con los componentes bioquimicos de la pared
celular deshidratada, fijandose en esta. Teniendo en cuenta que la composicién quimica de la pared, no es igual en todos
los géneros, la reaccién resultante sera obviamente diferente, lo que da lugar, que mientras algunos géneros retienen
firmemente el colorante al resultar el complejo impenetrable para el decolorante, en otros géneros la barrera que se
produce es mas permeable, lo que permite al solvente penetrar y extraer el complejo violeta-lugol, dejando a la bacteria
nuevamente incolora.

Fundamento técnico En el primer paso de la coloracion, cuando los microorganismos presentes en el frotis son expuestos
ala accion colorante de la violeta de genciana, todos los géneros que se encuentran en el frotis se tifien de color violeta.
Al adicionar el lugol, no se produce ningun cambio de color, ya que el lugol no es un colorante, sino un mordiente, que se
adiciona con el objetivo de formar un complejo violeta-lugol, para fijar el color en la bacteria. Al adicionar el decolorante
(alcohol etilicio o alcohol acetona) algunos géneros no son afectados por estos solventes, reteniendo por consiguiente el
color violeta aplicado inicialmente, en tanto que otros son decolorados quedando la bacteria nuevamente incolora. Al echar
finalmente la solucion de safranina (que es de color rojo) las especies que no fueron decoloradas, mantienen la coloracion
violeta ya que la safrania es un colorante mas débil que la violeta y su adicion no influye significativamente en cambio de
color, en tanto que los géneros que fueron decolorados por el alcohol, se tifien con la safrina, adquiriendo un color de 199.

Coloracion de "Ziehl Neelsen.

Algunos géneros microbianos dentro de los que se incluyen las microbacterias, tienen la propiedad de retener el colorante
con que han sido tefiidas, aunque sean sometidos a la accién de solventes tan fuertes como los &cidos para su
decoloracién, el primer método de coloracién para este tipo de microorganismo, fue concebido y aplicado por Robert Koch,
descubridor del agente causal de la tuberculosis (Mycobacterium tuberculosis o Bacilo de Koch. Fue modificada y
perfeccionada posteriormente por Ziehl y Neelsen. Este método se utiliza hoy en dia, con alguna que otra modificacién en
funcion de las particularidades de la especie en estudio.

Principio Las microbacterias, como el Mycobaccterium tuberculosis y otras especies susceptibles de ser coloreadas por
esta técnica, se caracterizan por tener una alta proporcién de acido micélico (lipidos) en su pared celular. La accion del
calor, introducido en este método, hace que la misma se permeabilice y haga accesible la penetracién de la fucsina,
tifiéndose la pared celular. Al normalizarse la temperatura de la preparacion, el compuesto lipidico impermeabiliza la pared
a la accion del decolorante &cido, con lo cual el microorganismo se mantiene tefiido. El resto de las especies, asi como las
células epiteliales y otros artefactos, que no disponen de acido micélico en su pared o0 membrana, son decolorados,
después de tefiidos por la fucsina.

Fundamento técnico Al someter el frotis a la accion de la Fucsina, todos los microorganismos, independientemente de
que dispongan o no de acido micdlico en sus respectivas paredes celulares seran coloreados de rojo. Al aplicar el
decolorante acido, las especies que posean el acido micdlico en la pared, resisten la accion decolorante y se mantienen
tefiidas de rojo, en tanto que las demas se quedan incoloras. Al aplicar la coloracién de contraste (azul de metileno) las
bacterias que retuvieron el color proporcionado por la fuscina, no sufren ninguna alteracion permaneciendo de color rojo,
pero las especies que si fueron decoloradas, se tifien de azul, al igual que las células epiteliales y otros artefactos presentes
en la preparacion.

Coloracion Fragelar de Leifson (modificacion de Clark)

Los flagelos son estructuras, cuyo diametro no excede de los 30mm, lo cual esta muy por debajo del poder de resolucion
del microscopio 6ptico. Para hacer visibles a los flagelos se requiere aumentar su grosor, para lo cual se emplea una
suspension de acido tanico que al precipitarse sobre su cubierta forman una capa que aumenta aparentemente su
didmetro. Lo que propicia que al ser posteriormente coloreado, tanto los flagelos como su disposicion con respecto al bacilo
se hagan visibles al microscopista.

Coloracion de capsula.

La capsula es una sustancia viscosa producida por algunas especies que la sintetizan a partir de polipéptidos, polimeros
de glucosa u otros amino azucares que contienen nitrégeno, que después de combinarse con el agua es segregada por



todo el contorno de la pared celular como un moco gelatinoso. Cuando la capsula ha sido producida puede observarse en
los frotis coloreado por el método de Gram como un halo incoloro alrededor de la bacteria. Cuando se requiere ver la
capsula con mas detalle o inducir su produccion se recurre a coloraciones especiales.

Preparacion de colorantes

1. Acido-Alcohol: (decolorante para tincion Ziehl-Neelsen)

o Acido clorhidrico coneentrado ... 3ml

o EAN0L 93% oo e 97 ml
2. Azul de metileno: Colorante de contraste para tincion de flagelos.

o Azulde metileno. ... lg

o Aguadestilada........o e 100 ml
3. Azul de metileno de Loeffler: Tinciones simples.

o Solucidn de hidroxido potasico al 1% 1 ml

o Azul de metileno, sol. saturada en etanol al 95%. ... 30 ml

o Apuadestilada... ..o s 100 ml

4. Colorante para esporas:

o Solucion acuosa saturada de verde malaquita
5. Colorante para flagelos de Leifson:

o Solucion A

o Fucsing BASICA s 12g
B EAMO] D00 e e 100 ml
o Solucion B
T T T SR jg
o Apua destilada... ..o 100 ml
o Solucion C
o Cloruro SO0, o l5g
o Apuadestilada... ..o 100 ml

Para preparar la solucion de uso, se mezclan cantidades iguales de las
soluciones A, B v C v se guarda en frasco cerrado herméticamente en la
nevera donde es estable durante varias semanas.

6. Cristal violeta: Para tincion Gram vy tincion simple.

o Cristal violeta (violeta de genciana)..........ocooooveeoveeve e 05g

o Apuadestilada... ... e 100 ml
7. Eosina: Para observacion de células sanguineas.

o BOSIRL oo 03g

o Acido acético glacial .. ... 0,025 ml

o Apuadestilada. . 100 ml
5. Fuesina diluida: Para tincion Gram y tincion simple.

o Fucsina fenicada de Ziehl-Neelsen..._............ ... 10 ml

o Apuadestilada.. .. 100 ml
9. Fuesina fenicada de Ziehl-Neelsen: Para tincion dcido-alcohol resistente.

o Fuesina BASICA. ..o lg

o ERanol 95%. oo 10 ml

o Fenol 5% en solucion acuosa. ... 100 ml
10. Hematoxilina: Para observacion de células sanguineas.

o Hematosdlina ..o e 2g

o Apuadestilada.. s 11

11. Lactofenol: Para preparaciones microscopicas en fresco de mohos.



(=]
Lo S 1T S 100 g
o GlHeerol e 200 ml
e L T U 100 m]

12, Lactofenol al Azul Algoddén: Para preparaciones en fresco v tinciones de mohos,
o Solucidn de azul algodon

*  Sol. saturada de azul algodon (azul anilina soluble)..................... 10 ml
o Gheerol e s 10 ml
B DU e s 80 ml

Mezclar esta solucidn con lactofenol a partes iguales
13. Lugol: Solucion de vodo para tincidén Gram.

o YO0 e lg
o Yoduro potasICO ..o 2p
o Apuadestilada .. 300 ml
14, Oreceina A: Tincidn de cromosomas.
2 OFCRINA. ..o 2g
o ACKIO BCEUCO ..o e 458 ml
o Actdo clorhidrico 1 moll. ... e 8.3 ml
e N 1 USRS 45,8 ml
15. Oreeina B: Tincion de cromosomas.
o OFCRINAL .. 2g
o ACIO BCETIC0. oo 55 ml
L T U 55 ml
16, Safranina: Colorante de coniraste para tincion Gram (preferible a la fucsina) v esporas.
Lo T Vi1 11 025
o Apguadestilada.........o.oooeo e s 100 ml
17. Sudén II: Tincion especifica de grasas.
o Aleohol etilico. ... 100 ml
o Sudan WL hasta saturacion

18. Verde de metilo acético: lgual composicion que la eosina (num. 7)

PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO MEDIOS DE CULTIVO

Un medio de cultivo es un conjunto de nutrientes, factores de crecimiento y otros componentes que crean las condiciones
necesarias para el desarrollo de los microorganismos. La diversidad metabolica de estos es tan grande que la variedad de medios
de cultivo es enorme, no existiendo un medio de cultivo universal adecuado para todos ellos, ni siquiera refiriéndonos a las
bacterias con exclusividad.

CONSTITUYENES HABITUALES DE LOS MEDIOS DE CULTIVO

A continuacién se da una idea general sobre algunos de los constituyentes habituales de los medios de cultivo.

AGAR. Se utiliza como agente gelificante para dar solidez a los medios de cultivo. En el agar bacterioldgico el
componente dominante es un polisacarido que se obtiene de ciertas algas marinas y que presenta la indudable ventaja
de que a excepcion de algunos microorganismos marinos, no es utilizado como nutriente. Un gel de agar al 1-2% se
licua alrededor de los 100°C y se gelifica alrededor de los 40°C, dependiendo de su grado de pureza.

EXTRACTOS. Su preparacién consiste en que ciertos 6rganos o tejidos animales o vegetales (p.e. carne, higado,
cerebro, semillas, etc.) son extraidos con agua y calor y posteriormente concentrados hasta la forma final de pasta o
polvo. Estos preparados deshidratados son a menudo empleados en la elaboracién de los medios de cultivo. Los mas
utilizados son el extracto de carne, de levadura y el de malta.

PEPTONAS. Son mezclas complejas de compuestos organicos, nitrogenados y sales minerales, que se obtienen por
digestion enzimatica o quimica de proteinas animales o vegetales (soja caseina carne, etc.). Las peptonas son muy
ricas en pépticos y aminoacidos, pero pueden ser deficientes en determinadas vitaminas y sales minerales.

FLUIDOS CORPORALES. Con frecuencia es necesario afiadir a los medios de cultivo de algunos patégenos sustancias
como sangre completa, sangre desfibrinada, plasma o suero sanguineo, sobre todo para conseguir el primer aislamiento
a partir del hospedador. La sangre no puede ser esterilizada, y por tanto debe de ser obtenida en condiciones asépticas
directamente de un animal sano, y adicionada al medio de cultivo después de que este haya sido auto clavado. Los
fluidos corporales no solo aportan factores de crecimiento sino que también aportan sustancias que neutralizan a



inhibidores del crecimiento de algunas bacterias. Un ejemplo podria ser la catalasa presente en las células sanguineas
destruye el perdxido de hidrégeno que algunas bacterias que no poseen este enzima acumulan como producto del
metabolismo del oxigeno.

e SISTEMAS AMORTIGUADORES. Para mantener el pH dentro del rango optimo del crecimiento bacteriano a veces, es
necesario afiadir algunos componentes al medio de cultivo. Debido a que la mayoria de las bacterias son neutrdfilas, se
suelen emplear sales del tipo de los fosfatos bisodicos o bipotasicos u otras sustancias como las peptonas para prevenir
la desviaciéon del pH. INDICADORES DE PH. Con el objeto de poder detectar variaciones en el pH debido a
fermentaciones u otros procesos, se hace necesario a veces afiadir indicadores acido-base que nos lo indiquen.

e AGENTES REDUCTORES. Con el objetivo de crear en los medios de cultivo condiciones que permitan el desarrollo de
los gérmenes microaerofilos & anaerobios se afiaden estos agentes reductores siendo, los mas empleados la cisteina y
el tioglicolato entre otros.

e AGENTES SELECTIVOS. La adicion de determinadas sustancias a un medio de cultivo puede convertirlo en selectivo.
Asi, por ejemplo, la adicién de cristal violeta, sales biliares, azida sodica, telurito potasico, antibioticos, etc., a la
concentracion adecuada hara que actlien como agentes selectivos frene a determinados microorganismos.

TIPOS DE MEDIOS DE CULTIVO MEDIOS GENERALES

Son aquellos que permiten el crecimiento de una gran variedad de microorganismos.

e MEDIOS DE ENRIQUECIMIENTO. Son aquellos que favorecen el crecimiento de u determinado tipo de
microorganismo sin llegar a inhibir totalmente el crecimiento de los demas.
e MEDIOS SELECTIVOS. Son aquellos que permiten el crecimiento de un tipo de microorganismos determinado,
inhibiendo el desarrollo de los demas.
e MEDIOS DIFERENCIALES. Son aquellos en los que se pone de manifiesto propiedades que un determinado tipo
de microorganismos posee.
PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO
En la actualidad, la mayoria de los medios de cultivo se encuentran comercializados; normalmente bajo la forma de liofilizados
alos que es preciso rehidratar. En estos casos la preparacion del medio de cultivo se reduce sencillamente a pesar la cantidad
deseada del mismo y disolverla en agua destilada siguiendo las instrucciones del fabricante. Las sustancias termolabiles, se
esterilizan por filtracion y se afiaden al resto de los componentes después de que estos hayan sido previamente esterilizados
en el autoclave y enfriados a temperatura ambiente 6 a 40-50°C si se trata de medios con agar. Antes de su esterilizacion los
medios liquidos se reparten en los recipientes adecuados (tubos, matraces, etc.). Si es un medio solido y se ha de distribuir
en tubos 6 en matraces sera necesario fundir el agar en bafio Maria u horno microondas, una vez fundido y homogenizado,
se distribuye en caliente a los tubos & matraces (no en placas Petri) se tapa y se esteriliza en el autoclave. Una vez finalizada
la esterilizacion los medios se dejaran enfriar a temperatura ambiente y en el caso de medios sélidos contenidos en tubos
deberan, en su caso, inclinarse para que al solidificarse adopten la forma de agar inclinado 6 pico de flauta(slant) si tal es su
finalidad.
Las placas de Petri se preparan vertiendo el medio fundido y estéril dentro de ellas y en un ambiente aséptico (por ejemplo en
la proximidad de la llama de un mechero Bunsen) es conveniente homogenizar el medio en el transcurso de la operacién para
evitar que el agar sedimente en el fondo del recipiente y no se distribuya por igual en todas las placas. También es posible
conservar el medio destinado a preparar placas Petri solidificado y estéril en tubos que se fundiran al bafio Maria en el
momento de la preparacién de las mismas. Los caldos y medios solidos pueden conservarse, una vez esterilizados, a
temperatura ambiente pero para reducir su deshidratacion y el consiguiente cambio en las concentraciones de sus
componentes es preferible conservarlos a 4°C.
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