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PREPARACION DE
MEDIOS DE CULTIVO

INTRODUCCION

Los medios de cultivo son una mezcla de nutrientes
que, en concentraciones adecuadas y en condiciones
fisicas Optimas, permiten el crecimiento de los mi-
croorganismos. Estos medios son esenciales en el
Laboratorio de Microbiologia por lo que un control en
su fabricacién, preparacion, conservacion y uso, ase-
gura la exactitud, confiabilidad y reproducibilidad de
los resultados obtenidos.

En los laboratorios de microbiologia se utilizan dife-
rentes tipos de medios de cultivo que pueden ser
preparados en forma liquida o en forma sdlida.
Usualmente para preparar un medio sélido, se parte
de un medio liquido al que se le aflade un agente so-
lidificante como el agar, la gelatina o la silicagel.

Los medios de cultivo se pueden clasificar de acuer-
do a la naturaleza de sus constituyentes en:

e Medios naturales o complejos: constituidos por
sustancias complejas de origen animal o vegetal,
las que son usualmente complementadas por la
adiciéon de minerales y otras sustancias. En ellos
no se conocen todos los componentes, ni las can-
tidades exactas presentes de cada uno de ellos.
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Medios definidos o sintéticos: son los medios que tienen una composicién quimi-
ca definida cuali y cuantitativamente. Generalmente se usan en trabajos de inves-
tigacion.

De acuerdo al uso del medio de cultivo, éstos se clasifican en:

Medios de enriquecimiento: son medios liquidos que favorecen el crecimiento de
un tipo de microorganismo en particular. Permiten aumentar el nimero de mi-
croorganismos de ese tipo. Usualmente contienen una o mas sustancias inhibido-
ras del crecimiento de los microorganismos con excepcion de los que se quieren
cultivar.

Medios selectivos: son parecidos a los de enriquecimiento, se diferencian por ser
medios solidos y estan disefiados para el aislamiento de microorganismos especi-
ficos.

Medios diferenciales: son medios que contienen indicadores de productos deriva-
dos de la actividad microbiana de los microorganismos. No contienen ningun tipo
de sustancia con actividad antimicrobiana. Permiten revelar caracteristicas fisio-
l6gicas de los microorganismos.

Los medios de cultivo se pueden preparar en el laboratorio a partir de cada uno de
sus constituyentes basicos, o por simple rehidratacion de productos asequibles co-
mercialmente (medios de cultivo deshidratados). Generalmente se prefiere el uso de
los medios de cultivo deshidratados porque, ademas de simplificar el trabajo, con
ellos se tiene mayor probabilidad de obtener resultados reproducibles.

Para su preparacion se deben tener en cuenta los siguientes aspectos:

Prepararlos soélo a partir de productos que provengan de fabricantes o proveedo-
res que suministren productos de calidad.

Utilizar agua destilada o desmineralizada con una calidad microbiolégica y fisico-
guimica adecuada.

Utilizar materiales de vidrio bien lavados y enjuagados con agua destilada o des-
mineralizada.

Controlar el tiempo y la temperatura recomendada durante su esterilizacion. Nun-
ca se deben exceder las condiciones sefialadas por el fabricante.

ALMACENAMIENTO DE LOS MEDIOS DE CULTIVO

Los medios de cultivo deshidratados se deben almacenar en envases sellados bajo
las condiciones que sefale el fabricante. Generalmente se almacenan en un lugar
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fresco (entre 15 y 25°), con poca humedad y protegidos de la luz solar directa. Nunca
se deben almacenar cerca de autoclaves, hornos, ni otra fuente de calor o vapor.

Los medios de cultivo deshidratados son higroscépicos. Cuando los envases de es-
tos medios de cultivo deshidratados son abiertos para su uso inicial, se debe tener la
precaucién de cerrarlos tan pronto como sea posible y mantenerlos bien cerrados
para prevenir la entrada de humedad. La absorcion de agua produce cambios de pH,
formacion de grumos, decoloraciones del polvo, etc., lo cual indica que deben ser
descartados porque pueden haber sufrido cambios quimicos o estar contaminados.

Una vez que el medio de cultivo ha sido preparado y esterilizado, puede almacenarse
a temperatura ambiente por un periodo maximo de 2 semanas protegido de la luz, o
por periodos mayores a 12 -15°C. Sin embargo, almacenados bajo refrigeracioén entre
2 y 8°C se prolonga la vida util de los mismos, (nunca por debajo de 0°C porque se
destruye la estructura del gel). Los medios de cultivo se deben mantener en recipien-
tes bien cerrados para evitar su deshidratacion y cuando se usa tapon de algodén, se
debe colocar por encima una envoltura de papel (Craft).

Otro punto importante a tomar en cuenta, es que cada lote de medio de cultivo pre-
parado debe pasar por un riguroso proceso de control de calidad, en donde se de-
terminan sus propiedades fisicoquimicas (apariencia, pH, etc.) y microbioldgicas (es-
terilidad y promocién de crecimiento) verificando que cumplan con los requisitos de
calidad establecidos y por ende demostrar que son aptos para su uso.

OBJETIVO

Al finalizar el trabajo practico el estudiante estara en capacidad de:

Preparar adecuadamente medios de cultivo a partir de sus ingredientes y a partir de
medios de cultivo deshidratados.

Indicar el método de esterilizacion apropiado.

FUNDAMENTO

La preparacién adecuada de un medio de cultivo nos permite disponer de los nutrien-
tes y condiciones necesarias para favorecer el crecimiento de los microorganismos
en el laboratorio.

PROCEDIMIENTO

1. Leer cuidadosamente las instrucciones de preparacion del medio de cultivo asig-
nado.

2. Pesar la cantidad exacta del medio deshidratado o las porciones correctas de ca-
da uno de los ingredientes.
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Cerrar inmediatamente el frasco de medio de cultivo.
3. Disolver la porcion pesada de acuerdo con las indicaciones del fabricante.
Si es necesario calentar se debe tener cuidado de no sobrecalentar.

4. Ajustar el pH final de cada lote de medio preparado, preferiblemente a temperatu-
ra ambiente (25°C).

Para ello se debe tomar una alicuota de 50 mL, medir el pH y de ser necesario
ajustar al pH indicado utilizando HCI 0,1N o NaOH 0,1N. Luego hacer el ajuste de
pH al resto del medio de cultivo utilizando la solucion correspondiente pero 1 N.

5. Distribuir el medio de cultivo de acuerdo a las indicaciones sefialadas por el pro-
fesor.

6. ldentificar el lote de medio de cultivo preparado indicando su nombre, distribucion
y fecha de preparacion.

7. Esterilizar de inmediato el medio de cultivo siguiendo las instrucciones sefaladas
en el trabajo practico N° 8.

Si se presenta algun inconveniente que impida su inmediata esterilizacion, el me-
dio de cultivo se puede almacenar por un periodo maximo de 12 horas bajo refri-
geracion.

RESULTADOS

MEDIO DE CULTIVO:

CANTIDAD PREPARADA:

CANTIDAD PESADA:

CALCULOS

pH inicial: pH final:
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ASPECTO DEL MEDIO DE CULTIVO:

ESTADO FiSICO:

1 Sélido 0 Liquido

TIPO DE MEDIO DE CULTIVO

e Segun la naturaleza de los ingredientes:

] Natural o complejo [l Sintético

e Segun el propésito de uso

1 Enriquecimiento 1 Selectivo O Diferencial 1 Otro

DISTRIBUCION:

CONDICIONES DE ESTERILIZACION:

CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO:
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