LOS ANTI-MICROORGANISMOS

Los microorganismos (también llamados microbios u organismo microscopico) son
aquellos seres vivos que solo pueden visualizarse a través de un microscopio. Los
microorganismos incluyen las bacterias, los protozoos, las algas y los hongos.
Aunque los virus no se consideran organismos vivos, a veces se clasifican como
microorganismos.

El cultivo es el proceso de propagacion de microorganismos al proporcionarles un
entorno con condiciones apropiadas (temperatura, humedad y nutrientes). Un
microorganismo se puede sembrar en un medio liquido o en la superficie de un
medio solido de agar.

Los antisépticos son sustancias quimicas que previenen infecciones, ya que evitan
el desarrollo de microorganismos que se encuentran en las heridas, sin causar
irritacion o dafio.

Objetivo

Comprobar si los antisépticos que utilizamos en nuestra vida diaria inhiben el
crecimiento de microorganismos que viven a nuestro alrededor.

Hipotesis
¢ Los antisépticos inhiben el crecimiento de los microorganismos?

¢, Qué antisépticos es mas eficaz?

MATERIAL

Medio de cultivo casero
- 250 ml de agua
- Medio cubito de caldo de pollo
- Pizca de sal
- 4 gramos de agar-agar
- 2 vasos de precipitados
- 1 matraz erlenmeyer
- 4 placas de petri
- Placa calefactora
- Vidrio de reloj
- Bascula




Tincion Gram
- 1 Microscopio optico con objetivo de 100x incluido
- Porta y cubreobjetos
- Asa de siembra
- Agua esterilizada
- Aceite de inmersion
- Pinza de madera
- Mechero de alcohol
- Lugol
- Cristal violeta
- Safranina

Resiembra medio liquido
- Placa comercial
- Colonia de micrococcus
- Medio liquido TSB comercial
- Estufa
- Asa de siembra

Experimento inhibicién del crecimiento
- 4 gradillas
- 16 tubos de ensayo
- Yodo
- Gel hidroalcohdlico
- Desinfectante de mesa
- Temperatura
- Pipetas
- Pipeteador
- Papelfilm
- Estufa

METODOLOGIA

Medio de cultivo casero
1. Poner 250 mL de agua en un vaso de precipitados y calentarlo sobre una
placa calefactora.
Trocear medio cubito de caldo.
Pesamos en un vidrio de reloj 4 gr de agar-agar.
Anadimos medio cubito de caldo de pollo al agua caliente.
Agregamos el agar-agar al agua.
Echamos una pizca de sal.
Verter la mezcla a un matraz erlenmeyer.
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8.

9.

Calentar durante unos minutos hasta que la mezcla comience a hervir.
Cuidado con este paso ya que la disolucion al hervir suele salir del recipiente.
Coger el erlenmeyer con guantes resistentes al calor y plaguear.

10.Preparamos 4 placas de petri y se almacenan en el frigorifico (4°C) hasta su

uso.

11.Tomamos las siguientes muestras: escaleras, piel, piel después de frotar con

gel y ambiente de aula.

Tincién Gram

1.

9.

Coger una gota de agua estéril con el asa bacterioldgica esterilizada en
mechero y poner en el portaobjetos. Desechar el asa.

Con otro asa, picar una pequefia porcion de una colonia a tefiir.

Realizar una extension sobre el portaobjetos diluyendo la colonia en la gota
de agua depositada anteriormente vy fijar la preparacion dejandola secar a
temperatura ambiente.

Cubrir la muestra con Cristal Violeta. Mantener la tincion durante 1 minuto.
Pasado el tiempo con agua del grifo retiraremos el tinte sobrante. Evitar un
lavado de mas de 5 segundos.

Afadir lugol a la muestra y dejar reposar 1 minuto.

Pasado el tiempo con agua del grifo retiraremos el lugol sobrante. Evitar un
lavado de mas de 5 segundos.

Cubrir la muestra con Solucién Safranina. Mantener la tincion durante 1
minuto.

Pasado el tiempo con agua del grifo retiraremos el tinte sobrante. Evitar un
lavado de mas de 5 segundos.

10. Secar el portaobjetos con papel de filtro 0 a temperatura ambiente.
11.0bservar la muestra en el microscopio. Para utilizar el objetivo de 100x

necesitamos cubrir la muestra con un porta y afiadir aceite de inmersion. Tras
la visualizacion limpiar el objetivo.

Resiembra medio liguido TSB

1.

2.
3.

Con una espéatula coger una colonia crecida en una de las placas comerciales
del otro equipo ya que en nuestras placas no habia colonias aisladas

Lo afladimos al medio liquido

Incubar en estufa durante 72 horas



Imagen 1: Placa utilizada para realizar la resiembra en medio liquido TSB
(posibles colonias de Micrococcus y/o Staphylococcus)

Experimento inhibicién del crecimiento

1. Poner 4 tubos de ensayo en 4 gradillas diferentes, una por cada antiséptico o
condicion que queramos probar para medir la inhibicion bacteriana.
2. Por cada gradilla tendremos

Ta

Gel

| Desinfectante |

Yodo

Tubo 1 Control positivo de crecimiento. Poner 5ml de la muestra
crecida en el medio TSB
Tubo 2 Control negativo. Poner 5ml del medio TSB estéril

Tubo 3 (Leve) 5ml de | 5ml de medio | 5ml de medio | 5ml de medio
medio con | con bacterias | con bacterias | con bacterias
bacterias+5 |+ 4 gotas de |+ 4 gotas de |+ 4 gotas de
min gel desinfectante | yodo

Tubo 4 (Intensa) | 5ml de | 5ml de medio | 5ml de medio | 5ml de medio
medio con | con bacterias | con bacterias | con bacterias
bacterias + 20 gotas de | + 20 gotas de | + 20 gotas de
+20 min gel desinfectante | yodo

3. Envolver con papel film los tubos e incubarlos en estufa durante 72h




Imagen 2: Las 4 gradillas con las muestras en cada tubo

Imagen 3: Tubo 4 al bafio maria (experimento T?) y medios liquidos TSB
resembrados

RESULTADOS

Respecto al crecimiento de las muestras sembradas en medio casero no hubo
diferencias significativas y en todas ellas aparecia un césped de microorganismos.
No encontramos colonias aisladas.

En la placa que dejamos 24h en un aula observamos un crecimiento de un hongo
gue visualizamos al microscopio éptico.

Realizamos una tincion Gram de una colonia crecida en placa comercial TSA que
nos dejaron nuestros compafieros de otro equipo. Era muestra de manilla de puerta.
Confirmamos que en la resiembra de medio liquido TSB estabamos sembrando
cocos Gram +.



Imagen 4: Muestra medio ambiente de aula, placa casera

En las siguientes tablas aparecen los resultados del experimento de inhibicién del

crecimiento bacteriano en diferentes condiciones.

Tabla 1: Temperatura

Calidad del Medio

Crecimiento Bacteriano

Tubo 1 Medio turbio +++
Tubo 2 Medio transparente Nada
Tubo 3 (Leve) Algo de turbidez +

Tubo 4 (Intensa) Transparencia Nada

Tabla 2: Gel Hidroalcohdlico

Calidad del Medio

Crecimiento Bacteriano

Tubo 1 Medio turbio +++
Tubo 2 Medio transparente Nada
Tubo 3 (Leve) Algo de turbidez ++

Tubo 4 (Intensa) Transparencia Nada

Tabla 3: Desinfectante liquido

Calidad del Medio

Crecimiento Bacteriano

Tubo 1 Medio turbio +++
Tubo 2 Medio transparente nada
Tubo 3 (Leve) Algo de turbidez ++
Tubo 4 (Intensa) Transparencia Nada
Tabla 4: Yodo
Calidad del Medio Crecimiento Bacteriano
Tubo 1 Medio turbio +++
Tubo 2 Medio turbio +++

Tubo 3 (Leve)

Tubo 4 (Intensa)

No se pueden analizar los resultados ya que el Control
negativo se contaminé




Imagen 5: A la izquierda se muestra el Control — (medio transparente) y a la
derecha el Control + (medio turbio)

Imagen 6: Experimento Gel Hidroalcohdlico. En orden aparecen Tubo 1, 2, 3y 4.
CONCLUSIONES

Nuestra hipotesis es verdadera, los antisépticos utilizados inhiben el crecimiento
bacteriano cuando se utilizan en mayor cantidad. Ademas la T2 también en un
inhibidor potente pero cuando el tiempo es superior a 20 minutos.

De los 3 antisépticos utilizados podemos decir que tanto el gel hidroalcohélico como
el desinfectante que se utiliza en el aula pueden matar microorganismos aungque no
sabemos cual de ellos es mas eficaz. Respecto al yodo no podemos decir nada
concluyente, tenemos que repetir el experimento

En un futuro utilizariamos otros antisépticos y disefiariamos mejor el experimento de
inhibicién para saber cual de ellos es mas eficaz
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