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SUMARIO

La publicacion periddica Serie Didactica ha sido creada en el ambito de la Facultad
de Quimica, Bioquimica y Farmacia de la Universidad Nacional de San Luis (Ordenanza N°
008/07-CD) con el fin de proporcionar material de estudio a los estudiantes de las Carreras

de grado impartidas en la Facultad.

Actualmente, la SERIE DIDACTICA: MATERIAL DIDACTICO PARA ESTUDIANTES
(Resolucion N°269/16) ofrece guias de Trabajos Practicos de Laboratorio y de campo, guias
de resolucion de problemas, material teérico, propuestas de estudio dirigidos y compresién
de textos, entre otros materiales, elaborados por el cuerpo docente de las diferentes Areas
de Integracion Curricular de la Facultad. Estas producciones didacticas significan un aporte
para cubrir necesidades académicas acordes al enfoque de cada asignatura o que no se
encuentran habitualmente en bibliografia especifica. Las mismas estan disponibles en la

pagina de la UNSL (http://www.fgbf.unsl.edu.ar/mde.html) lo que facilita la accesibilidad por

parte de los estudiantes, docentes y comunidad educativa en general, garantizando la
calidad de la visualizacién y la amplia difusién del material publicado en este sitio. De igual
modo, la Serie Didactica realiza una extension invitando a docentes y alumnos de diferentes
niveles educativos a participar, crear, producir y utilizar este espacio fomentando asi el
vinculo entre esta Institucién y la comunidad.

En nuestra opinién, es de vital importancia producir y compartir el conocimiento con
los estudiantes y la sociedad. De este modo, se tiende a facilitar los procesos de ensefianza
y de aprendizaje y la transmision de una idea directriz de conducta humana y cientifica,

fortaleciendo los vinculos entre docentes-alumnos-conocimientos y sociedad.

Dado que la presente SERIE DIDACTICA resulta de la participacion de numerosos
actores, ante los posibles errores humanos y cambios en la ciencia, ni los editores ni
cualquier otra persona que haya participado en la preparacion del material didactico

garantizan integramente que la informacion sea precisa o completa.
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Presentacién del curso Biologia de los Microorganismos

Los microorganismos son seres vivos tan pequefios que se encuentran por debajo del
poder resolutivo del ojo humano. Sin embargo, sus actividades son conocidas por la
humanidad desde la antigliedad, tanto las beneficiosas, representadas por las fermentaciones
implicadas en la produccion de bebidas alcohdlicas, pan y productos lacteos, como las
perjudiciales, en forma de enfermedades infecciosas. Biologia de los Microorganismos es una
asignatura obligatoria del tercer curso de la Carrera de la Lic. en Ciencias Bioldgicas. El curso
posee un crédito horario de 60 h distribuidos en cuatro horas semanales que se corresponden
con dos horas de clases tedricas y dos horas de trabajos practicos de laboratorio durante 15
semanas de cursado.

El sentido del curso Biologia de los Microorganismos dentro del Plan de estudios de la
carrera Lic. en Ciencias Bioldgicas es el aporte que realiza esta area del conocimiento a la
formacion del estudiante ya que lo introduce al estudio de los microorganismos, su estructura,
metabolismo y genética, aspectos de gran implicancia basica y aplicada. En el aspecto basico
por su contribucion a la biologia molecular y en el aspecto aplicado por su accién sobre el
organismo humano, las plantas, animales y el medio ambiente reconociendo el aporte de los
mismos a los procesos geo- y pedomorfoldgicos, su relevancia en la dinamica de la biosfera
y su importancia sanitaria y econdémica. El curso le provee al estudiante la comprension de la
importancia de la microbiologia como ciencia bioldgica aplicada que se ocupa de aspectos
practicos de importancia en medicina, la agricultura y la industria siendo de gran impacto por

su efecto en diversos ambientes ecoldgicos naturales.

2025



Guia de Trabajos Practicos Biologia de los Microorganismos

Indice
TRABAJO PRACTICO N° 1: BIOSEGURIDAD EN EL LABORATORIO DE
MICROBIOLOGIA..........coooooieieeeeeeeee e en e en s 1
(0= N 1 I AV 1 ST 1
INTRODUCCION TEORICA ...t enenne 1
1. Peligro, riesgo bioldgico y bioseguridad ..........ccoooiiiiiiiiiii 1
2. Vias de eXpOSICION COMUNES ......cceviiiiiiiiiieeeeeeeieiiiea e e e e e eeeeeaaaa e e e eeeeeeeessnnaeeeeeeeeessnnnnns 2
3. Factores que afectan el rieSgo DIOIOGICO .........uuuiviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 3
4. Evaluacién de riesgos y normas de bioseguridad ...........ccoooeiiiiiiiiiiinniiee e 4
4.1.  ReqUISITOS DASICOS ....ccoeeiiieieeie e 5
4.2. Equipos de proteccion personal ... 7
4.3. Medidas de control reforzadas ... 7
4.4. Medidas de maximas de ContenCiON ...........coooeiiiiiiiiiiiiiii e 8
5. Cabinas de seguridad biolOgiCa .............ceiiiiiiiiiiie s 8
5.1, CSB A CIASE | ... 8
5.2, CSB A CIASE Il ... 9
5.3, Cabinade Clase ... 9
6. Gestion de residuos en el laboratorio de Microbiologia..............ccooovviiiiiiiiiiiiieeinnnnen. 10
ACTIVIDADES A DESARROLLAR ... ...ttt 10
BIBLIOGRAFIAY MATERIAL MULTIMEDIA.........ooiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 11
TRABAJO PRACTICO N° 2: ESTERILIZACION Y MEDIOS DE CULTIVO .......ccccccereuennee. 12
OBUETIVOS ...ttt e oottt e e e ettt e e e e n et e e e e mbe e e e e e ambbe e e e e ennaeeeeeanneeeaeanns 12
ESTERILIZACION ...ttt 12
1.  Definiciones y apliCacCioNesS ............uuuuiiiiiiiiii e 12
2. Clasificaciéon de los métodos de esterilizacion .............ccccciiiiiiiiiiiiieeeen 13
3. ESterilizacion pOr CalOr.........ccovuiii e 13
3.1, Calor RUMEAO ... 13
K 07 (o] g1 oo H PP PP PPPPPPPPPP 15

2025 Il



Guia de Trabajos Practicos Biologia de los Microorganismos

4. Esterilizacion por fiIlraCion ..........oooeiiiiiii e 15
4.1. Esterilizacion de liQUIdOS ........coooiieiiiieiie e 15

4.2.  EsterilizaciOn de gases.........ccooiiiiiiiiiiiii 16

5. Control del proceso de esterilizacion ..o 16

6. Control de esterilidad del material.................ouuiiiiiiiiiiiiii s 17
MEDIOS DE CULTIVO ...ttt ettt ettt e e e ettt e e e e et e e e e enneeeeaeennes 17
1. Nutricidn y cultivo de miCroorganiSIMOS .........cccoieriiiii s 17

2. Requisitos NULMCIONAIES ........ccceeeiiieeiice e e e e 17
2.1, MaCrONUENIENTES ..o 17

2.2, MICrONUIMIENIES. ..o 19

2.3, OlgoelemMENtOS .....ccoeeiieieeeee e 19

2.4, Factores de CreCimiento ..o 19

3. Componentes opcionales - Agentes solidificantes ..........cccccceeeeiiiiiiiicie e, 19
4., ReqUISItOS ENEIgELICOS ....uuuiiii it 19
5.  Factores ambientales. ... 20
5.1, TeMPEratUra ....ccoooeiiiii e 20

5.2.  Hidratacion y humedad .............uiiiiiiiiic e 20

5.3, Presion OSMOUCA. ......cuiiiiiiiiiitiee et 20

5.4. Condiciones atMOSFErICAS ..........ceiiiiiiiiiiiiii e 20

5.5, PH eXIraCelUIar...........eiii e 21

5.8, LUZ 21

6. Clasificacion de los medios de CUIIVO ...........cooiiiiiiiiiiii e 22
6.1, CONSISIENCIA ... 22

6.2. Medios de cultivo segun origen y COMpPOSICION ...........uuiiiirreiiieeiiiiiieee e 22

6.3. Medios segun el PropOSItO ........uuiiiiieiiiiiiee e 22
ACTIVIDADES A DESARROLLAR ... ...ttt 23
OBUETIVOS ...ttt e oottt e e ettt e e e m b bt e e e e mbb e e e e e ambb e e e e e ennaeeeeeanaeeeaeanns 23
PARTE PRACTICA ...ttt e et e et n e s te s ae e e 23

2025 1]



Guia de Trabajos Practicos Biologia de los Microorganismos

BIBLIOGRAFIA ...ttt ettt s s 27
TRABAJO PRACTICO N° 3: DIVERSIDAD MICROBIANA, SIEMBRA, IDENTIFICACION

[ N0 ) ] =T 0 N 28
OBUETIVOS ...ttt ettt e e oottt e e e ettt e e e e e ate e e e e e anteeeeeeansseeeeeanaeeeeeannneeaaeanns 28
DIVERSIDAD MICROBIANA ... ettt e et e e e et e e e e s e e e e enneeaens 28
1. Clasificacion de l0s MiCroorganiSIMOS ..........ccoooiooiiiirii s 28

2. Columna de WINOGIradSKY .........uuuuuuueieiiiiiieiiiiiiiiieeeieeieeeeeeeaeeseeesaseesesaeeeasssessessensaenennes 30
2.1. Armado de la columna de WInogradsky ... 31

2.2.  Microbiologia de la columna de Winogradsky ..., 31
SIEMBRA, REPIQUE Y AISLAMIENTO ..ottt ettt e e naeee e 34
1. DEfINICIONES ... 34

P = Ter o= = =T o) o= PSPPI 34
21, Procedimiento general ... 35

2.2.  Procedimientos especificos de inoculacion ............cccccceeeeeiiiiiiiicen e, 36
IDENTIFICACION FENOTIPICA .....ooiiiieiieieiei sttt 37
1. Caracteristicas culturales del creCimiento ... 37
1.1, ENmMEdios SONIAOS ......uuiiiiiiiiiiei e 37

1,20 BN CAIUOS oo 38

2. Caracteristicas MiCrOSCOPICAS ........ceuvuuiiiiieiiiiiiiie e e e e 38
2.1, EXAMENES €N frESCO ..ooiiiiiiiiiiieee e 38

2.2, TINCIONES. ... 38

3. Metabolismo microbiano-Pruebas bioquimiCas ........ccccoevvviiiiiiiiiiiii e, 41
3.1.  Prueba en medio agar triple azucar-hierro .........ccccoovviiiiiiiiii e, 41

3.2.  Prueba de utilizacion del citrato en el medio citrato de Simmons ..................... 42

3.3. Pruebas Sulfuro de hidrégeno, Indol, Movilidad ...........coooeieiiiiiiiiiiieeeeee 42

4. ldentificacion microbiana-Manual BEergey.........ccccoooooiiiiiiiiiiiniiieeeeeceeeee s 43
ACTIVIDADES A DESARROLLAR ... ..ottt 43
OBUETIVOS ...ttt ettt ettt e e oottt e e e te e e e e e e mte e e e e e mte e e e e e ambeeeeeeannaneeeeannneeaeanns 43

2025 v



Guia de Trabajos Practicos Biologia de los Microorganismos

PARTE PRACTICA ...ttt en et 43
BIBLIOGRAFIA ...ttt ettt s s 45

OBUETIVOS ...ttt ettt e e ettt e e e ettt e e e e nte e e e e e anteeeeeeansseeeeesnaeeeeeannneeaaeanns 47
INTRODUCCION TEORICA ...ttt en e 47
J P I o] o= Tox o T o 1o o] o = o - TP 47
2. TECNICAS MOICCUIAIES ........eeiiiiiiiiiiiiei ettt s s snnnennnne 49
2.1,  Huella Dactilar de PIASmIdOS.........ccoooiiiiiiiiii 49
2.2. Reaccién en cadena de la Polimerasa (PCR: Polymerase Chain Reaction)......49

2.3. PCRentiemporeal (QPCR) ... 51

2.4. PCR transcriptasa reversa convencional y en tiempo real (RT-PCR y RT-gPCR)

51

2.5. PCR de baja astringencia y un Unico cebador............cccooeeeeiiviiiiiiiieeceeee, 52
2.6. Técnicas moleculares que emplean enzimas de restriccion .................ccccevvu. 53
2.7.  Electroforesis de geles con gradiente desnaturalizante (DGGE) ....................... 55
ACTIVIDADES A DESARROLLAR ..ottt 56
OBUETIVOS ...ttt e ettt e oo a et e a2 e ab et e e e e nbb e e e e e snaee e e e enneeeeeanns 56
PARTE PRACTICA ...ttt 56
BIBLIOGRAFIA ...ttt 57

TRABAJO PRACTICO N° 5: DETERMINACION CUANTITATIVA DEL CRECIMIENTO

0 50 T =] 1 58
OBUETIVOS ...ttt ettt ettt e ettt e et e e et e e e s e e e st e e e neeeeamseeeenseeeanneeennneeas 58
INTRODUCCION TEORICA.......otuitiiitieeineeeeis ettt neeess e 58
1. Clasificacion de los métodos cuantitativos de crecimiento microbiano...................... 58

2. ReCUEBNTIO A€ CEIUIAS ........eeeieiiiieieiie e nnnnnnne 59
2.1, MEtOdOS IrECLOS......coi i 59

2.2, MeEtodos INAINECIOS ......ccoiiiieee e 62

3. MASA CRIUIAN ...ttt 65

2025 v



Guia de Trabajos Practicos Biologia de los Microorganismos

3.1, MEtodOS irECIOS.. ..o 65

3.2. Métodos indirectos-Turbidimetria............ccco 67

4. ACHVIAAd CEIUIAN. ... 69
ACTIVIDADES A DESARROLLAR ... ..ottt e e e 69
OBUETIVOS ...ttt ettt e e ettt e e e ettt e e e e nte e e e e e anteeeeeeansseeeeesnaeeeeeannneeaaeanns 69
PARTE PRACTICA ...ttt et en e e 69
BIBLIOGRAFIA ...ttt eeeas 70
TRABAJO PRACTICO N° 6: ANALISIS BACTERIOLOGICO DE AGUA ...........cccceeuenennee 71
OBUETIVOS ...ttt ettt ettt e e oottt e e e ettt e e e e nte e e e e e anteeeeeaansseeeeeanneeeeeannneeeaeanns 71
INTRODUCCION TEORICA ...ttt 71
1. Clasificacion de las aguas Naturales ...........ccooooiioiiiiiiiiii 71

P O7e] 1 v= 10 ] g F= Ted (o] g o [T IF=To [N = IR 72
2.1, Contaminacion qQUIMICA.........ooiiiiiiieee e 72

2.2.  Contaminacidn biolOgiCa ............ceiiiiiiiiice s 72

3. Normas y Regulacion de la calidad del agua .............coooveviiiiiiiiiiiieeeeee e, 72
4. Calidad bacteriolOgiCa........cciiiiieiiiiiiiee e ————- 73
5. Principales microorganismos iNdiCadOres ...........ccoviveeiiiiiieeiie e 74
5.1, Coliformes tOtales ..........cooiiiiiiiiiii e 74

5.2.  Coliformes fecales (termotolerantes)..........cccoooiiiiiiiiiiiiii e, 74

5.3, ENEIOCOCOS ... ..ttt ettt e e 75

5.4. Anaerobios Sulfito redUCIOrES ..........cooiiiiiiiiiiiii e 75

6. Recuento de bacterias mesofilas viables totales ... 75

7. ESCREIICRIA COMi......eeeeeiieieeeeee e nnnnnnne 75

8.  PSeUdOmONAs @EIUGQINOSA ..........ceeeeeuieeeeei e e e eie e e e e e e e e e e et e e et eeeaann s 76

9. TOMA JE MUESIIA......eeiiiiiiiiiiiee ettt ennnnnnnnnennnnnnnnnes 76
9.1. Tomademuestradeunacanilla..............ccoooiiiiiii 77

9.2. Toma de muestra de una COMmENtE..........cooeiiiiiiiiiiiii e 78

9.3. Tomade muestra en profundidad ...............ooooe 78

2025 VI



Guia de Trabajos Practicos Biologia de los Microorganismos

ACTIVIDADES A DESARROLLAR ... 78
OBUETIVOS ..t e e e e e 78
PARTE PRACTICA ..ottt n et 78
BIBLIOGRAFIA ...ttt et 82

2025 VIl



Guia de Trabajos Practicos Biologia de los Microorganismos

Reglamento interno de la catedra

Inscripcion
A los efectos de garantizar la integracién de contenidos, podran ser inscriptos en Biologia
de los Microorganismos aquellos estudiantes que reunan las condiciones establecidas en las

reglamentaciones de acuerdo al plan de estudio vigente.

Citaciones y notificaciones

Las citaciones y notificaciones se realizaran a través de la cartelera de la asignatura, correo
electrénico, el sitio on-line vigente y/o red social. La concurrencia a los Trabajos Practicos
debera cumplimentarse en el horario que se indique. Una demora que supere los 5 minutos

se computara como inasistencia.

Concurrencia a Trabajos Practicos de laboratorio

La asignatura consta de seis (6) Trabajos Practicos, el estudiante que no asista a alguno
de ellos perdera el derecho a la realizacion de la practica en ese o cualquier otro turno,
debiendo recuperar el cuestionario en la fecha fijada oportunamente.

Todo estudiante debera presentarse provisto de guardapolvo, calzado cerrado, guia
didactica correspondiente, cuaderno de notas y material auxiliar de trabajo (repasador,
encendedor y marcador al solvente). En cuanto a su cuidado personal, debera presentar el
cabello recogido en caso de tenerlo largo y las ufias prolijamente cortas y limpias. Dado que
estas condiciones son exigidas por razones de bioseguridad, no se permitira el ingreso de
estudiantes que no cumplan dichas condiciones, dando por no aprobado el trabajo practico.
Ademas, debera respetar las pautas microbioldgicas que sean necesarias en cada caso y al
finalizar cada practico debera entregar el material en perfectas condiciones de limpieza y

orden.

Aprobacion y recuperacion de los Trabajos Practicos

El estudiante debera mostrar pleno conocimiento de los conceptos referentes al Trabajo
Practico al ser evaluado en forma escrita u oral durante el practico.

Los estudiantes deberan aprobar el 100% de las evaluaciones escritas, disponiendo de dos
(2) recuperaciones, las cuales podran ser utilizadas en 2 instancias para un unico TP; o bien,
para recuperar por unica vez 2 Trabajos Practicos no aprobados. Para tener derecho a dichas
recuperaciones debera asistir a la jornada completa y aprobar de primera instancia 4 de los 6

Trabajos Practicos, aun cuando las inasistencias sean justificadas.
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Aprobacion y recuperacién de examenes parciales

Los examenes parciales son dos. El estudiante debera aprobar el 100% de los parciales
propuestos en las fechas y horarios establecidos, teniendo derecho a recuperarlos segun el
Régimen académico (Ordenanza 13/03 y modificatorias Ordenanza 04/15 y 32/14). El

porcentaje de aprobacién de la evaluacién parcial se establece en un 70%.

Aprobacion final de la asignatura
De acuerdo a las reglamentaciones vigentes, la regularidad de la asignatura se alcanzara

con la aprobacion del 100% de los trabajos practicos y de los examenes parciales.
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TRABAJO PRACTICO N° 1: BIOSEGURIDAD EN EL LABORATORIO DE
MICROBIOLOGIA

OBJETIVOS

1) Reconocer los riesgos durante el trabajo en el Laboratorio de Microbiologia.

2) Conocer las vias de exposicion a agentes biolégicos mas comunes en el laboratorio.

3) Identificar las normas de bioseguridad, elementos de proteccidn personal/medioambiental

y el funcionamiento y manejo de las distintas clases de cabinas de seguridad bioldgica.
INTRODUCCION TEORICA

1. Peligro, riesgo biolégico y bioseguridad

Llamamos peligro a todo objeto o situacion con potencial de causar efectos adversos luego
de exponerse a él. En el laboratorio de Microbiologia, hay peligros de tipo fisicos, quimicos,
como en cualquier laboratorio, pero ademas existe un peligro biolégico, cuyo simbolo

internacional de alerta se ilustra en la Figura 1.

G/

)/

Figura 1: Simbolo internacional de peligro bioldgico. Nota. Imagen de dominio publico.

Este ultimo se debe a la manipulacion de agentes biologicos (bacterias, hongos,
parasitos, virus, priones, naturales o genéticamente modificados). Dichos agentes causan:
infecciones, enfermedades infecciosas, alergia y toxicidad en el personal del laboratorio.
Asimismo, pueden crear un peligro para la comunidad y el medioambiente, debido a su
transmisibilidad, es decir, su capacidad de diseminarse de una persona o animal a otro
individuo para causar enfermedades infecciosas.

De acuerdo a la cuarta edicion del manual de bioseguridad de la OMS (2020), la
bioseguridad son los principios, tecnologias y practicas que se implementan para prevenir
la exposicidon a agentes bioldgicos o su liberacién inadvertida. Esta nueva ediciéon se enfoca
en evaluar exhaustivamente el riesgo real que esta afectado por el propio agente, el
procedimiento a realizar y la competencia del personal técnico que ejecuta la tarea.

Una infeccién implica la colonizacion de un huésped e incluye la entrada, desarrollo y
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multiplicacion de un agente patdégeno y depende del numero de dicho agente que se
denomina dosis infecciosa. Si luego de la infeccion surge un dafo en dicho huésped se
produce una enfermedad infecciosa que se caracteriza por la aparicion de signos y sintomas

especificos de cada agente.

2. Vias de exposicion comunes
Los agentes biolégicos que se manipulan dentro del laboratorio podran ingresar al individuo
por una o varias de las siguientes cuatro vias de exposicion.

= [Inhalacién a través del tracto respiratorio: esta via aérea es la mas importante. EI 80% de
las infecciones adquiridas en el laboratorio ocurren por la inhalacion de particulas liquidas
o sdélidas denominadas aerosoles o gotas que transportan agentes bioldgicos y son
inhaladas por el huésped. Los aerosoles tienen un tamano menor a 10 micrémetros y se
mantienen suspendidos en el aire por largos periodos, cuando son inhalados por el
huésped pueden llegar hasta el pulmon. Por su parte, las gotas de tamarno mayor tienden
a caer y contaminar las superficies cercanas; en caso de ser inhaladas solo alcanzan el
tracto respiratorio superior (hasta la laringe). Dichas particulas difieren en tamafio y
pueden ser generadas intencional o inadvertidamente en diferentes practicas tales como:

> |ncinerar en el mechero el ansa microbiolégica cargada con agente bioldgico.

> Producir salpicaduras: por actividades como expulsar con fuerza liquidos de las puntas
de las pipetas, abrir tubos sin cuidado, mezclar con vortex a alta frecuencia, mezclar
generando espuma, centrifugar, sonicar.

> Producir finas nubes de polvo al abrir viales con cultivos sélidos liofilizados.

= Ingestion: la exposicidn ocurre a través de la via digestiva y es causada por el contacto
entre las manos contaminadas y la boca o por malas practicas como el pipeteo con la
boca.

- Lesiones percutaneas: el agente bioldgico ingresa a través de heridas en la piel causadas
por la manipulacion de objetos cortopunzantes como tijeras, agujas, jeringas con agujas,
cuchillas, bisturies o vidrios rotos.

- Absorcion: Las gotas o aerosoles conteniendo agentes biolégicos ingresan por las
mucosas nasal y conjuntiva mediante el contacto entre las manos contaminadas y la nariz

u ojos.
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3. Factores que afectan el riesgo biolégico

Para saber si un peligro realmente causara dano debe evaluarse el riesgo analizando una
combinacion entre dos parametros: probabilidad de que ocurra un incidente y gravedad de
que el peligro cause dafo, lesién o enfermedad si ese incidente llegara a ocurrir. Existen

diversos factores que pueden incrementar uno o ambos parametros (Figura 2).

"PROBABILIDAD fGRAVEDAD

Generacién de
aerosoles

Manejo de material
cortopunzante

Baja dosis infecciosa

Alta transmisibilidad

Manejo de
altas concentraciones
del agente bioldgico

Incumplimiento
de normas

Falta de exposicion
recurrente (endemicidad)

Falta de experiencia
y formacion del personal

Alta morbilidad
y mortalidad

Via aérea
de trasmisién

Fallas edilicias

Susceptibilidad
de la poblacién

Mal funcionamiento
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resistentes al ambiente

Figura 2. Factores que incrementan el riesgo de que ocurra un incidente biolégico. Nota.
imagen creada por Farm. Mariana Cozzolino. Licencia CC-BY-SA 4.0.

Ademas de las vias de exposicién y patogenicidad del agente, deben considerarse otros
aspectos. Por ejemplo, la contaminacién de superficies con bacterias que forman esporas
puede ser una fuente de exposicion involuntaria, ya que estos microorganismos permanecen
viables por largos periodos y resisten condiciones ambientales extremas.

Asimismo, los agentes patégenos a los que la poblacion no ha estado expuesta en forma
recurrente, es decir no son endémicos, aumentan el riesgo de propagacion de infecciones.

Es crucial la formacion continua y la idoneidad del personal, considerando su
susceptibilidad individual frente a agentes bioldgicos, influenciada por su respuesta
inmunoldgica y estado de salud general.

Finalmente, las condiciones edilicias adecuadas, el correcto funcionamiento del
equipamiento y la disponibilidad de tratamiento antimicrobiano o vacunas son esenciales para

reducir riesgos. Respecto del personal, debe ser idoneo, formarse continuamente y cumplir

con los procedimientos microbioldgicos y normas de bioseguridad.

2025 3



Guia de Trabajos Practicos Biologia de los Microorganismos

4. Evaluacion de riesgos y normas de bioseguridad

Para poder definir medidas de control de riesgo, primero se realiza la evaluacién del riesgo
inicial asociado a los procedimientos de laboratorio. Para ello debe conocerse la probabilidad
y la gravedad de los incidentes en ausencia de cualquier medida de control. Luego, al
aplicarse las medidas de control a través de normas de bioseguridad permanecera un riesgo
residual. Es importante saber que los riesgos nunca se pueden eliminar por completo a
menos que el trabajo no se lleve a cabo. Por regla general, cuanto mayor sea el riesgo inicial,
mayor sera el numero de medidas de control de riesgos necesarias para continuar con el
trabajo alcanzando un riesgo aceptable. Las medidas se agrupan en tres niveles: requisitos

basicos, control reforzado o maxima contencion (Tabla 1).

Tabla 1. Matriz de evaluacién de riesgo iniciales y medidas de control*

Probabilidad de exposiciéon o diseminacion
Improbable Posible Probable
Intermedio Alto
Severa (Control (Control
reforzado) reforzado)
Gravedad o
consecuencias Intermedio Alto
negativas de la AlEElEEE (Requisitos | (Control
exposicién o la basicos) reforzado)
diseminacion .
; Intermedio
Despreciable (Control
reforzado)

*La denominacién de las medidas de control para cada caso se encuentra entre paréntesis.

Para implementar medidas de control se podran utilizar tres enfoques basandose en:
- Actividades: depende de los procedimientos que se realizan. Por ejemplo, todo el trabajo
relacionado con el ADN recombinante.
- Listas: se crea una lista de agentes biologicos y se aplican reglamentos en base a ella.
- Grupos de riesgo (Tabla 2): es un sistema de clasificaciéon empleado por la OMS desde
2004 que divide a los microorganismos en cuatro grupos segun:
1) Riesgo individual al que se expone el personal que manipula dichos agentes.
2) Riesgo comunitario debido a la posible diseminacion desde el laboratorio a la
comunidad externa y al medio ambiente.

3) Disponibilidad de medidas preventivas (vacunas) y/o terapéuticas (antibiéticos).
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Tabla 2. Grupos de riesgo biologico, segun OMS 2004

Grupo | Riesgo Caracteristicas
riesgo individual y poblacional: | Microorganismos con pocas probabilidades de
1 BAJO O DESPRECIABLE provocar enfermedades en el ser humano o los
animales.

riesgo individual: MODERADO | Agentes patdgenos que pueden provocar una

2 riesgo poblacional: BAJO infeccién y enfermar al personal. Existen medidas
preventivas y terapéuticas eficaces. Posee pocas
probabilidades de propagarse a toda la poblacion
o al ambiente.

3 riesgo individual: ELEVADO | Agentes patdgenos que generalmente provocan

riesgo poblacional: BAJO enfermedades graves al personal. También,
existen medidas preventivas y terapéuticas
eficaces. Su propagacion es limitada al igual que
el grupo 2.

riesgo individual y poblacional:| Agentes patdégenos que provocan enfermedades
4 ELEVADO graves en el ser humano o los animales y poseen
alta transmisibilidad. No existen medidas
preventivas y terapéuticas eficaces.

4.1. Requisitos basicos
Describe las medidas que son la base integral de las normas de bioseguridad incluso
cuando los riesgos asociados son despreciables. Seran las normas que seguiremos
durante el resto de los trabajos practicos.
Las mejores practicas son comportamientos esenciales para facilitar procedimientos
seguros y lograr controlar los riesgos bioldgicos.
1) Siempre reportar los incidentes al personal responsable, no importa lo
insignificante que puedan parecer.
2) Realizar el trabajo con cuidado y sin prisas, manteniendo el area de trabajo
ordenada, limpia y libre de objetos y materiales no esenciales.
3) Utilizar correctamente los elementos de proteccion personal como se explica en el
apartado especifico.
4) Nunca almacenar alimentos, bebidas o articulos personales en el laboratorio. No comer,
beber, fumar, aplicarse cosméticos y llevar lapices o lapiceras a la boca.
5) Independientemente del uso de guantes, lavar bien las manos después de manipular
material biolégico, antes de salir del laboratorio o cuando se sepa o se crea que las manos

estan contaminadas. Para ello, humedecer las manos con agua preferiblemente
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templada, aplicar jabén liquido con dosificador. Frotar palma contra palma, palma sobre
dorso, espacios interdigitales y mufiecas durante al menos 10 segundos. Enjuagar con
abundante agua. Secarse con toalla desechable y cerrar el grifo con la misma toalla. En
algunos casos, puede requerirse un lavado de manos con solucién antiséptica.

6) Garantizar el correcto rotulado de los agentes biolégicos para prevenir confusiones.

7) Asegurar que los suministros se almacenen de forma segura para reducir accidentes e
incidentes como derrames, tropiezos y caidas.

8) Proteger los documentos escritos de la contaminacién mediante cubiertas de plastico que
permitan la desinfeccion.

9) Prohibir el uso de auriculares que distraen o impiden oir las alarmas.

10) Quitar cualquier joya que pueda rasgar los guantes o contaminarse facilmente.

11) No usar dispositivos electronicos portatiles (teléfonos maviles, tabletas, computadoras
portatiles, camaras, entre otros) salvo que se requiera en el procedimiento.

Por otra parte, se emplean procedimientos técnicos, que dependen de la via de
exposicion y previenen la contaminacion cruzada entre muestras y la exposicion del personal.
Como regla general, se tratan a todos los microorganismos como agentes patégenos
potenciales o contaminantes para los cultivos vecinos.

- Aérea-Inhalacion

1) Minimizar la formacion de aerosoles y gotitas al manipular muestras evitando expulsar por
la fuerza liquidos de las puntas de las pipetas, mezclar demasiado y abrir los tubos sin
cuidado.

2) Enfriar las ansas esterilizadas a la llama antes de introducirlas en los cultivos, un ansa
caliente puede provocar salpicaduras de material infeccioso. De ser posible reemplazar las
ansas metalicas por ansas plasticas desechables.

= Digestiva-ingestion

1) Prohibir el pipeteo con la boca. Se usaran siempre los dispositivos mecanicos.

2) Usar guantes desechables cuando manipule muestras que se sepa o0 se espere que
contengan agentes bioldgicos. Estos no deben reutilizarse.

3) Evitar el contacto de las manos enguantadas con la cara.

4) Quitarse los guantes asépticamente después de usarlos y lavarse las manos como se
describié previamente.

5) Cubrir la boca, los ojos y la cara cuando aumente el riesgo de producir salpicaduras.

6) Utilizar el cabello recogido para evitar la contaminacion.

7) Cubrir cualquier herida en la piel con un vendaje adecuado.

- Percutanea-inyeccion
1) Cuando sea posible, reemplazar cualquier material de vidrio con material de plastico.
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2) Usar tijeras u otros materiales cortopunzantes con extremos romos o redondeados.

3) Verificar regularmente la integridad del material de vidrio desechando los materiales rotos,
agrietados o astillados.

4) Utilizar abridores de ampollas para una manipulacion segura.

5) Nunca utilizar jeringas con agujas como alternativa a los dispositivos de pipeteo.

6) Nunca volver a tapar o quitar las agujas de las jeringas desechables. Deben desecharse
en recipientes resistentes a las perforaciones provistos de tapas selladas que no deben
llenarse por completo ni reutilizarse.

- Dispersién o diseminacion

1) Colocar recipientes para depositar desechos en cada estacion de trabajo.

2) Vaciar regularmente los contenedores de residuos y eliminarlos de forma segura.

3) Desinfectar las superficies con un desinfectante antes y después de realizar los
procedimientos microbioldgicos y siempre que se derrama algun material. Asegurar un

tiempo de contacto adecuado para cada caso.

4.2. Equipos de proteccién personal
Son un conjunto de elementos de uso individual que proporcionan una barrera primaria
siempre y cuando se utilicen correctamente.

- Guardapolvos: deben abrocharse correctamente, ser de mangas largas con pufios
ajustados y de largo hasta las rodillas. No almacenarlos junto a objetos personales.

- Calzado: debe cubrir y ajustar el pie y evitar resbalones o tropiezos.

= Guantes: de nitrilo, vinilo y latex cuya integridad debe verificarse antes de colocarlos y
deben ajustarse perfectamente a la mano sin apretar ni quedar sueltos.

-> Proteccion ocular. las gafas de seguridad y viseras faciales evitan la exposiciéon por
salpicaduras e impacto de objetos. Deben desinfectarse luego de usarlos. Los anteojos
recetados no deben reemplazar a las gafas de seguridad. En caso de utilizar lentes de
contacto es obligatorio el uso de gafas de seguridad en todo momento.

- Proteccion respiratoria: cuando una evaluacion de riesgos indica que se necesita el uso
de proteccion respiratoria, se considera una medida de control reforzada.

Asimismo, deben existir botiquines de primeros auxilios bien equipados y de facil acceso,
duchas, estaciones de lavado de ojos cuyo, mantas ignifugas, matafuegos, soluciones

desinfectantes, kit antiderrames, entre otros.

4.3. Medidas de control reforzadas
Contempla las practicas adicionales que dependen de situaciones especiales de riesgo. A
continuacion se mencionan algunos ejemplos de medidas de control reforzadas.

1) Acceso restringido, solo ingresa el personal capacitado que debe estar vacunado.
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2) Cierre y sellado de ventanas.

3) Instalar un espacio para el tratamiento in situ de los desechos.

4) Usar batas desechables sobre el guardapolvo y cubrir el calzado antes de ingresar al
laboratorio.

5) Utilizar equipos de proteccion respiratoria y una cabina de seguridad bioldgica.

4.4. Medidas de maximas de contencion
Los laboratorios ofrecen el mayor nivel de proteccion al personal, la comunidad y el

medioambiente. Son muy costosos de construir, operar y mantener, se deben utilizar cuando

se manipulan agentes biolégicos del grupo de riesgo 4 o aquellos con evidencia de potencial

pandémico. A todas las medidas de niveles de control anteriores se agregan:

1) Utilizar cabinas de seguridad biolégica de clase Il

2) El personal debe cambiarse la ropa y zapatos antes de entrar y salir del laboratorio.
Deberan usar trajes con presion interna positiva, provistos de suministro externo de aire.
Ademas, debe ingresar a una cabina de ducha quimica para descontaminar dicho traje a
la salida.

3) El personal debe estar capacitado en los procedimientos de extraccion de emergencia en
caso de lesion o enfermedad del personal y no se le permite trabajar solo.

4) Se debe establecer un método de comunicacién para contactos de rutina y de emergencia
entre el personal que trabaja en el laboratorio de medidas de maxima contencion y el
personal de apoyo fuera del laboratorio.

5) Se debe monitorear y registrar visualmente las actividades.

5. Cabinas de seguridad biolégica

Las cabinas de seguridad biolégica (CSB) son recintos de trabajo cerrados y ventilados.
Estos dispositivos protegen al operador, el ambiente del laboratorio de la exposicién a
aerosoles infecciosos y salpicaduras que puedan generarse al manipular materiales que
contienen agentes bioldgicos. Segun la clase protegen o no a los materiales de trabajo. Todos
poseen presion interna negativa para que el aire entre a la cabina (clase | y II) o se mantenga

en el interior (clase IlI).

5.1. CSB declase |

Son recintos con una abertura frontal que mantienen un flujo de aire unidireccional hacia
adentro y hacia arriba que finalmente atraviesa un filtro de aire de particulas de alta eficiencia
(HEPA) antes de ser expulsado al exterior. Protegen al personal y al medio ambiente, pero

no protegen los materiales, ya que el aire que ingresa no es previamente filtrado (Figura 3a).
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5.2. CSBdeclasell
Se subdividen en varios subtipos, todos poseen dos filtros HEPA, a diferencia del anterior,

y ofrece proteccion:

1) Al operador: porque posee presion interna negativa para que el aire ambiental ingrese
al gabinete a través de la abertura frontal y no salga.

2) Al producto: el aire ingresado entra a una rejilla frontal, pasa por debajo de la mesada
de trabajo, sube y atraviesa un filtro HEPA que lo esteriliza y lo recircula nuevamente al
area de trabajo en forma de flujo laminar, para evitar la contaminacion cruzada.

3) Al medio ambiente: parte del aire pasa por un segundo filtro, ubicado por encima del

primero, y lo expulsa al exterior esterilizado (Figura 3b).
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Figura 3. Camara de Seguridad Biologica clase | (a) y clase Il (b). A. abertura frontal, B.
ventana de cristal, C. filtro HEPA de salida, D. filtro HEPA de entrada, E. camara de
distribucion de salida con presiéon negativa, F. ventilador, G. filtro HEPA aire entrada. Nota.
Imagen adaptad de, Organizacién Mundial de la Salud. (2005). Manual de Bioseguridad en el
Laboratorio. Reproducido con permiso.

5.3. Cabina de clase Il

Son recintos cerrados, sellados, con guantes integrados. El aire ingresa por la parte
superior y atraviesa un filiro HEPA; este aire estéril circula por la cabina y luego pasa a través
de oftro filiro HEPA que garantiza una descontaminacion que protege al medio ambiente.
Ademas, posee dos sistemas de esterilizacién: un autoclave acoplado y un tanque de

inmersion quimica para la gestion de los desechos dentro del mismo gabinete. (Figura 4).
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Figura 4. Camara de Seguridad Bioldgica clase lll. A. orificio para guante del largo de un
brazo, B. ventana, C. doble filtro HEPA de salida, D. filtro HEPA de entrada, E. autoclave de
doble puerta o caja de paso, F. tanque de inmersién quimica. Nota. Imagen adaptada de,
Organizacion Mundial de la Salud. (2005). Manual de Bioseguridad en el Laboratorio.
Reproducido con permiso.

6. Gestion de residuos en el laboratorio de Microbiologia

En general, muchos de los desechos producidos por los laboratorios bioldgicos, de analisis
clinico y proveedores de atencion de salud se asemejan a la basura doméstica y se
denominan residuos comunes o no peligrosos que se recolectan en bolsas negras. Un
ejemplo, corresponde al papel poroso que envuelve material para esterilizar u envoltorios de
materiales descartables estériles como jeringas o pipetas plasticas, siempre y cuando no se
contaminen accidentalmente podran descartarse en una bolsa negra. En cambio, los
desechos peligrosos, patolégicos o patogénicos pueden representar un riesgo para la
salud humana y el medio ambiente y deben tratarse de manera especial. EI desecho
infeccioso que se recolecta en bolsas rojas, es el principal desecho peligroso producido
en un Laboratorio de Microbiologia y consiste en residuos que se sospecha o que realmente
contienen microorganismos patégenos, incluidos los cultivos de laboratorio y las cepas de
microorganismos. En nuestro pais, el manejo es normado por la Ley Nacional de residuos
peligrosos N° 24.051 (1992), y la Provincia de San Luis adhiere por la Ley N° 1X0335-2004.

ACTIVIDADES A DESARROLLAR

Se explicaran los aspectos mas importantes relacionados con la bioseguridad en el

laboratorio de Microbiologia y el funcionamiento y modo de operar un CSB clase Il.
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TRABAJO PRACTICO N° 2: ESTERILIZACION Y MEDIOS DE CULTIVO

OBJETIVOS

1)

2)
3)
4)

Identificar las aplicaciones de los métodos de calor humedo y seco como agentes
esterilizantes.

Conocer los tipos de indicadores de control del proceso de esterilizacion.

Comprender los principios de la esterilizacién por filtracion.

Conocer la composicién y funcion de los nutrientes en los medios de cultivo, asi como las

condiciones ambientales que influyen en el cultivo de microorganismos.

ESTERILIZACION

1.

Definiciones y aplicaciones

Se conoce como asepsia al conjunto de medidas destinadas a impedir toda contaminacion

microbiana dentro de estas medidas se incluyen la esterilizacion, la desinfeccion y la

antisepsia.

- Esterilizacion: es el conjunto de técnicas y operaciones destinadas a matar todos los

microorganismos (incluidos los virus y las estructuras conocidas como endosporas)
contenidos en un objeto, sustancia o medio de cultivo.

Estéril: Libre de organismos viables, virus y endosporas.

Desinfeccién: tratamiento sobre objetos inanimados o superficies con sustancias
quimicas denominadas agentes desinfectantes. El objetivo es matar o inhibir
microorganismos. Generalmente, estos tratamientos eliminan las formas vegetativas pero

no las endosporas, a menos que se utilice un agente esporicida con ese fin.

- Antisepsia: aplicacion sobre tejidos vivos de sustancias quimicas, denominadas agentes

antisépticos, que matan o inhiben el crecimiento de los microorganismos presentes en
una infeccién local.

El objetivo de un proceso de esterilizacion es destruir todos los microorganismos para

asegurar que permanezca libre de riesgo biolégico y asi prevenir la transmision de

enfermedades infecciosas. Asimismo, su eficacia depende de la eleccion apropiada del

meétodo de esterilizacion en base a los articulos a ser esterilizados ya que existe un riesgo

potencial de deterioro del producto. Por lo tanto, un proceso de esterilizacion debe

seleccionarse para alcanzar la maxima eliminacién/muerte del microorganismo con el minimo

deterioro del producto. En el caso de los medios de cultivo, debido a que el agua destilada

que se emplea en su preparacion contiene microorganismos, su eliminacién, evita la

competencia por los nutrientes, permitiendo el desarrollo especifico de los microorganismos

de la muestra que se siembra en dicho medio.
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2. Clasificacion de los métodos de esterilizacién
Los métodos de esterilizacion podran ser fisicos (calor, radiacién, filtracion) o quimicos
(Figura 5).

s Métodos
Fisicos Folmal-
FiTE Calor dehido
caliente
Seco Quimicos Oxido
de
Filtracion etileno
Llama
directa
Plasma

Figura 5. Clasificacion de los métodos de esterilizacién. Nota. imagen creada por Mg.
Verénica Gémez y Farm. Mariana E. Cozzolino. Licencia CC-BY-SA 4.0
3. Esterilizacién por calor
La esterilizacion por calor, siempre que su aplicacion no afecte la resistencia o estabilidad
de los materiales, es el sistema que mas conviene aplicar por ser el mas eficaz y seguro.
Ademas es el método mas estudiado y dotado de equipos para todas las situaciones que se

puedan presentar en la practica.

3.1. Calor humedo

En este método la causa de la muerte celular es la coagulacion de las proteinas y
enzimas celulares, ruptura de acidos nucleicos (ADN y ARN) y pérdida de material de
bajo peso molecular. El agente esterilizante es el vapor saturado bajo presién a alta
temperatura que se genera dentro de artefactos conocidos como autoclaves tipo
Chamberland en honor al creador del dispositivo (Figura 6). Para alcanzar 121 °C la presién
absoluta debera ser de 2 atm (1 atm dentro del autoclave mas 1 atm en el ambiente).

En el laboratorio de Microbiologia esté método se aplica en forma rutinaria para esterilizar

medio de cultivo y material de vidrio.
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Figura 6. Autoclaves tipo Chamberland verticales con calefaccion a gas (a) o eléctrica (b).
Partes: 1) mariposas o charnelas, 2) manémetro, 3) espita, 4) valvulas de seguridad, 5)
paredes dobles, 6) fuente de calor. Nota. Imagenes tomadas por Dr. Gabriel Salinas Ibanez.
Licencia CC-BY-SA 4.0.

3.1.1. Manejo del autoclave

1)
2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Colocar agua suficiente para todo el proceso.

Acomodar el material previamente acondicionado: por ejemplo las placas de Petri, y
pipetas deben envolverse previamente en papel poroso (papel manteca, blanco o Kraft).
Mantener semiabiertas las tapas a rosca de tubos y frascos a fin de permitir el ingreso
del vapor.

Cerrar la tapa, asegurar el cierre ajustando las charnelas enfrentadas o girando la rueda
y encender la calefaccion.

Mantener la espita abierta hasta eliminar todo el aire del interior (que se indica por
el escape de un chorro continuo de vapor por la espita). Es importante realizar esta
operacion ya que una mezcla vapor-aire es menos conductora del calor que un vapor
saturado resultando una temperatura menor e insuficiente para una esterilizacién
eficiente.

Cerrar la espita y esperar que el manémetro marque el aumento de presion hasta 1
atmosfera (corresponde a 121 °C si el autoclave esta saturado de vapor de agua).

El ciclo de esterilizacion durara 15-20 minutos a 121 °C, aunque el tiempo depende
del volumen, cantidad y naturaleza del material a esterilizar.

Finalizado el ciclo se apaga la calefaccién, se espera que el manémetro indique cero de
presion. Luego, se abre la espita, la tapa y se retira el material. No se debe abrir la espita
para acelerar el descenso de la presion.

El material se almacenara del siguiente modo: Si es de vidrio debe primero secarse en la
estufa, en tanto que los medios de cultivo deben enfriarse y luego conservarse en la

heladera (4 °C) hasta su uso para disminuir el riesgo de contaminacion microbiana.
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3.2. Calor seco
En este método la causa de la muerte celular se debe a la accién oxidante del aire seco
caliente sobre las proteinas celulares. Es de aplicacién reducida porque se requieren
temperaturas elevadas, con respecto al calor humedo (superiores a 160 °C) y ademas pocos
materiales soportan la accion oxidante a estas temperaturas.
Este método podra aplicarse de dos formas:

- [lama directa: se utiliza para esterilizar ansas de cultivo por incineracion (al rojo) a la
llama del mechero o para esterilizar espatulas de Drigalsky remojandola en etanol y
acercando brevemente a la llama para que se encienda.

- Aire caliente: se emplean estufas especiales disefiadas para distribuir el aire caliente en
forma homogénea. En este caso, los ciclos de esterilizacion podran ser de 160 °C
durante una hora y media (1,5 h) o bien a 180 °C durante 1 h. Se esterilizan materiales
con poca 0 ninguna agua, que no puedan ser autoclavados y/o que resistan altas
temperaturas. Es util en la esterilizacion de material de vidrio, soluciones oleosas vy

polvos.

4. Esterilizacioén por filtraciéon
Permite la separacién fisica de los microorganismos de fluidos liquidos o gaseosos
empleando dispositivos porosos que retienen particulas por accion mecanica y por el

fendmeno fisico de adsorcion.

4.1. Esterilizacion de liquidos
Se utiliza para esterilizar agua destilada y soluciones para uso inyectable. Es el método
de preferencia para aquellos liquidos que contienen componentes sensibles al calor como
proteinas, vitaminas, antibiéticos y soluciones salinas definidas. Se emplean filtros de
distintos materiales (acetato de celulosa, teflon, nylon, entre otros) utilizando vacio o presion
positiva. Los filtros deben reunir las siguientes condiciones:
v No alterar la composicién ni los caracteres organolépticos del liquido.
v No ceder materiales solubles al liquido.
v Retener los microorganismos con seguridad.
v Tener una porosidad uniforme en toda su superficie, sin determinar mucha pérdida en el

flujo del liquido.

(S

Soportar las diferencias de presion necesarias para obtener un caudal eficaz y no sufrir

alteraciones estructurales por alteracion de las soluciones.
v Ser faciles de limpiar o de preferencia descartables.

v Deben soportar la esterilizacién por vapor a 121 °C o bien por 6xido de etileno.
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v Econdmicos, no solo por su costo directo, sino también por las maniobras de preparacion.

Las membranas comunmente utilizadas para esterilizar poseen poros de 0,22 a 0,45
micrones. Para evitar que se obstruyan sus poros con rapidez, pueden emplearse filtros de
mayor tamafo como prefiltros, dejando los de 0,22 micrones para la esterilizacion
propiamente dicha. En tanto que el equipo de filtracién se acondiciona con una envoltura de
papel poroso y se esteriliza por separado, preferentemente por vapor a 121°C durante 20
minutos o bien con 6xido de etileno. Asépticamente se coloca la membrana filtrante y el

liquido a filtrar se recibe en un recipiente estéril.

4.2. Esterilizacion de gases
En el laboratorio de Microbiologia un ejemplo clasico consiste en la esterilizacion del aire
que ingresa a la cabina de bioseguridad clase Il. También se aplica para la esterilizacién de
ambientes en diferentes industrias y hospitales para disminuir al minimo la probabilidad de
contaminacion del aire. Se usan filtros de dos tipos:
- Filtros HEPA (High Efficiency Particulate Air) que tienen una eficacia del 99.97% para
remover particulas de 0,3 ym de diametro).
= Filtros ULPA (Ultra-Low Particulate Air) que tienen una eficiencia del 99.9995% para

remover particulas de 0,12 ym de diametro

5. Control del proceso de esterilizacion
Para verificar el proceso de esterilizacién se utilizan:

- Indicadores fisicos: consiste en registrar y documentar la presion, temperatura y tiempo de
cada ciclo mediante el uso de termémetros especiales, mandmetros, sensores de carga,
entre otros para verificar si los valores son correctos.

= Indicadores quimicos: son sustancias quimicas que cambian sus propiedades frente a
variables criticas del proceso (temperatura, humedad, presion, concentracion del agente
esterilizante). En general se emplean productos comerciales como cintas adhesivas, tiras
y tarjetas que contienen dichas sustancias.

= Indicadores biolégicos: son los indicadores mas confiables y consisten en una poblacion
viable estandarizada de endosporas provenientes de microorganismos muy resistentes
(por ejemplo, Geobacillus stearothermophilus) que se comercializan en tiras o ampollas.
Luego de la esterilizacién, se incuban en un medio de cultivo adecuado para comprobar si
realmente se han destruido o no. De este modo, se asume que todas las formas de vida

de microorganismos han sido eliminadas durante el proceso.
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Las principales caracteristicas de la especie microbiana empleada como indicador biolégico
son las siguientes:

1) Se encuentren en mayores cantidades que los presentes normalmente en la muestra.

2) Tienen mayor resistencia en comparacion con la contaminacién microbiana del material.

3) No deben ser especies patdégenas, o sea no deben causar enfermedades infecciosas.

6. Control de esterilidad del material
Cualquiera sea el método de esterilizacidon empleado y por rigurosos que hayan sido los
controles de proceso del punto anterior, debe realizarse un control final del producto
esterilizado que se denomina control de esterilidad y puede realizarse de varias maneras:
v Si se trata de materiales de trabajo (pinzas, cucharas, varilla de vidrio, etc.) se realiza la
introduccion del producto esterilizado en un medio de cultivo apropiado y se incuba un
tiempo preestablecido a 37°C.
v En caso de medios de cultivos fraccionados, se toma un 10% del lote y se incuba a 37 °C
durante un tiempo preestablecido.
En caso de no observar desarrollo microbiano al finalizar la incubacién se determina que

los materiales o los medios estan estériles.
MEDIOS DE CULTIVO

1. Nutricion y cultivo de microorganismos

En la naturaleza, los microorganismos existen en poblaciones mixtas de diversas especies.
Las bacterias, con su gran versatilidad para utilizar distintos nutrientes, se adaptan a diversos
nichos ecoldgicos, asimilando gran variedad de nutrientes y creciendo en condiciones
ambientales extremas. Sin embargo, el desarrollo de la Microbiologia ha sido posible gracias
al estudio de especies aisladas en medios artificiales sin contaminantes.

Cada microorganismo necesita nutrientes y otros requerimientos para su crecimiento y
multiplicacion, por eso para cultivarlos en el laboratorio se elaboran y esterilizan los medios
de cultivo que se definen como ambientes nutritivos artificiales que se aproximan lo mas

posible al habitat natural o nicho ecoldgico de los microorganismos.
2. Requisitos nutricionales

2.1. Macronutrientes

Son aquellas sustancias que se necesitan en cantidades relativamente importantes y
contienen los siguientes elementos: C, H, N, O, P, que son esenciales para el microorganismo.
Los distintos tipos de sustancias que se agregaran al medio difieren segun la forma de
asimilacion de cada microorganismo en particular.
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2.1.1. Fuente de carbono

El carbono es requerido para la sintesis de los componentes celulares (biomasa). Los
organismos autétrofos son capaces de utilizar directamente CO2. En cambio, los organismos
heterétrofos, obtienen este elemento a partir de distintos compuestos organicos, siendo el
principal la glucosa (hidrato de carbono). Algunos microorganismos crecen empleando otros
azucares simples (monosacaridos: fructosa, galactosa; o disacaridos: sacarosa, lactosa,
galactosa. Existen también microorganismos capaces de metabolizar azucares complejos
como el almidén y la celulosa. Otras fuentes de carbono que pueden adicionarse son los
polioles (glicerol, sorbitol, manitol), los acidos grasos, los acidos organicos (acido acético y

acido citrico), entre otros.

2.1.2. Fuente de nitrégeno

La forma en que el microorganismo requiere nitrégeno (organico, inorganico o gaseoso)
depende de su capacidad enzimatica. Sélo algunas Bacterias y Arqueas son fijadores de
nitrégeno y son capaces de utilizar el nitrdgeno atmosférico para formar amoniaco. Estos
organismos podran a su vez ser simbidticos (Rhizobium-leguminosas, Anabaena-Azolla) o de
vida libre (Azotobacter, Klebsiella, Azospirillium, cianobacterias). Las bacterias nitrificantes
requieren el nitrégeno fijado en el ambiente y oxidan el amoniaco y los nitritos. Otros
microorganismos pueden utilizar nitratos, o grupos amino de una fuente organica
(aminoacidos y proteinas). Por lo tanto, en el medio de cultivo el nitrégeno se incorpora en
forma de aminoacidos, proteinas o sales inorganicas como sales de nitrato y amonio. Las
peptonas o extractos de origen natural (carne, soya, levadura, malta, entre otros), aportan,
ademas de nitrégeno, carbono, minerales y vitaminas. Las peptonas y extractos de diferente
origen natural (carne, levadura, malta, soya, entre otros) son productos ricos en proteinas que

también aportan carbono e hidrégeno.

2.1.3. Fuente de hidrégeno y oxigeno
El aire es la principal fuente de oxigeno, los compuestos organicos que se han descripto
hasta ahora aportan ambos elementos que también son obtenidos del agua que se emplea

para preparar el medio (Ver mas informacioén en el apartado 5 de factores ambientales).

2.1.4. Fuente de fosforo
Este elemento se incorpora siempre como sales de fosfato y cumple una funcién dual:
como amortiguador del pH extracelular y como componente requerido para la sintesis de los

acidos nucleicos, los fosfolipidos y ATP.
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2.2. Micronutrientes

Son sales o compuestos necesarios en menores concentraciones que los macronutrientes
que contienen S, Na, K, Ca, Fe y Mg. Respecto al azufre, algunos microorganismos reducen
el sulfato, otros utilizan azufre reducido (sulfuros y tiosulfatos) y otros emplean como fuente

cisteina, metionina, tiamina, biotina y acido lipoico.

2.3. Oligoelementos

También son sales que deben incorporarse al medio en cantidades de trazas, contienen:
Mn, Zn, Co, Ni, Mo, Cu, B, Se, V, W. El hierro en la célula es componente de los citocromos,
el resto son cofactores enzimaticos y cumplen funciones fisioldgicas importantes como, por

ejemplo, el manganeso en la formacion de esporas en el género Bacillus.

2.4. Factores de crecimiento

Algunos microorganismos requieren para su crecimiento pequefas cantidades de
compuestos organicos que no pueden sintetizar por si mismos, por lo tanto son esenciales
dentro del medio de cultivo y cumplen roles especificos en la biosintesis celular. Ejemplo de
estos factores son purinas y pirimidinas, ciertos aminoacidos y vitaminas (B1, B6, B12, biotina,

entre otros). Funcionan como coenzimas y sus requisitos varian segun el microorganismo.

3. Componentes opcionales - Agentes solidificantes

Los agentes solidificantes son sustancias mucilaginosas que pueden adicionarse a los
medios de cultivo en distintas concentraciones. El mas utilizado es el agar, un polisacarido
acido que se extrae de algas marinas rojas (agardfitas) formado por agaropectina y agarosa
qgue reune las siguientes caracteristicas:

1) Un amplio margen entre la temperatura de fusion (80-100 °C) y solidificacion (32-35 °C)
hace que permanezca liquido hasta 45-50 °C permitiendo agregar suspensiones
microbianas sin afectar su multiplicacion.

2) Permanece sdlido a 37 °C, temperatura de incubacién de la mayoria de las bacterias.

3) Su transparencia facilita la visualizacién de las colonias.

4) No resulta toxico para las bacterias, ni es degradado por las mismas.

4. Requisitos Energéticos
Todo organismo viviente requiere una fuente de energia. Segun la fuente de energia los
microorganismos se pueden clasificar en fotétrofos (utilizan la luz) y quimiétrofos (utilizan

compuestos quimicos).
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5. Factores ambientales
Ademas de la fuente nutricional y energética existen condiciones ambientales que también

deben controlarse durante el crecimiento microbiano.

5.1. Temperatura

Este factor se regula mediante la incubacion de los cultivos en estufas especiales. Es
importante conocer el rango de temperatura para el desarrollo, ya que cada microorganismo
posee temperaturas minima, 6ptima y maxima de crecimiento. Segun este requerimiento, los
microorganismos se pueden clasificar en:
- Psicroéfilos: crecen a temperaturas bajas, inferiores a 20 °C.
-> Mesébfilos: su temperatura 6ptima es moderada, crecen entre 20-45 °C. En este rango

se encuentran los patégenos del hombre y de la mayoria de los animales.

- Termdfilos: su temperatura éptima supera los 45 °C.
- Hiperterméfilos: su temperatura 6ptima es muy alta. Habitan ambientes extremos como

fuentes termales y fumarolas oceanicas.

5.2. Hidratacion y humedad

Para el crecimiento de los microorganismos la disponibilidad de agua es esencial para la
funcién de las enzimas involucradas en el metabolismo. Para los medios de cultivo se emplea
agua destilada y desionizada, ya que el agua corriente contiene iones calcio y magnesio que

pueden precipitar con las sales de fosfatos reduciendo la disponibilidad de fésforo.

5.3. Presion osmoética

El agua representa el 80-90% del peso total de una célula y es fundamental para todos los
procesos metabdlicos. La disponibilidad de agua, tanto en el medio como en el ambiente,
depende de la humedad y de la concentracién de solutos disueltos que afectan la presion
osmoética. En los medios de cultivo el agregado de NaCl o azucares afecta la presion osmotica
y puede emplearse para seleccionar un tipo especifico de microorganismos. Muchos
microorganismos son tolerantes a las variaciones de presidon osmotica porque poseen
paredes celulares rigidas. Los microorganismos haléfilos necesitan concentracién salina muy
elevada. Otros solo son halotolerantes y soportan un poco de sal. Por otro lado, los osmdfilos

requieren altas concentraciones de azucares.

5.4. Condiciones atmosféricas
En funcion del requerimiento de oxigeno, las bacterias se pueden clasificar como:

- aerobias obligadas: el oxigeno es esencial para estas bacterias. Su metabolismo es

respiratorio.
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- microaerdéfilas: requieren una pequena cantidad de oxigeno. Pueden realizar respiracion
aerobia.

- anaerobias facultativas: pueden crecer en condiciones aerobias (metabolismo
respiratorio) o anaerobias (metabolismo fermentativo).

- anaerobias aerotolerantes: crecen en ausencia de O, (metabolismo fermentativo) y
cuando son expuestos al O2 no mueren.

= anaerobias estrictas: el O les resulta toxico. Crecen en medios muy reducidos (sin O2).
Metabolismo fermentativo.

Para alcanzar condiciones de microaerofilia 0 anaerdbicas, los tubos y placas se colocan
jarras de anaerobiosis que luego se llevan a la estufa de incubacion (Figura 7). Si se desean
incubar una o dos placas, la jarra puede reemplazarse con bolsas anaerébicas. En ambos
casos se coloca un sobre comercial (por ej: GasPak) que contiene los reactivos necesarios

para eliminar oxigeno y generar anaerobiosis.
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Figura 7. Jarra de anaerobiosis. Jarra anaerobia. (1) Mandmetro, (2) abrazadera a tornillo,
(3) placas de Petri, (4) valvulas para reemplazo gaseoso, (5) tapa hermética. Nota. Imagen
tomada por Dr. Gabriel Salinas Ibafiez. Licencia CC-BY-SA 4.0.
5.5. pH extracelular

Los medios de cultivo deben mantener un pH acido, neutro o alcalino segun el pH que
convenga al microorganismo que se cultiva. Las soluciones amortiguadoras de fosfato o
carbonato mantienen el pH durante la incubacién debido a que el microorganismo libera
compuestos acidos o basicos limitando su propio crecimiento. Es importante ajustar el pH del
medio al valor recomendado por el fabricante empleando soluciones de HCl o NaOH. Para
medir el pH se emplean las cintas de pH o el peachimetro. Los microorganismos neutréfilos
crecen en medio neutro o ligeramente alcalino a pH 5,5-7,9. Mientras que los acidéfilos, como
bacterias acido lacticas y acéticas, crecen con pH por debajo de 5,5. Los microorganismos

que soportan pH basico son alcaléfilos.

5.6. Luz

Es esencial para el crecimiento de fotoautétrofos como las cianobacterias.
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6. Clasificacion de los medios de cultivo
Los medios se pueden clasificar de acuerdo a su consistencia, composicién, origen,

propdsito.

6.1. Consistencia
De acuerdo a la concentracion de agar, los medios de cultivo adquieren distintas
consistencias clasificandose en:

- Caldos (caldo nutritivo, tripteina soya caldo): son medios liquidos sin agar.

-> Semisdlidos o blandos (medio SIM): contienen 2-3 g/L de agar y permiten estudiar la
movilidad de los microorganismos.

- Sdlidos (agar para recuento, agar sabouraud): presentan una consistencia considerada
normal y contienen 15-20 g/L. Cuando se preparan en placas de Petri permite el
aislamiento de microorganismos en forma de colonias, concepto que se desarrolla en el
siguiente trabajo practico.

- Firmes: contienen 50 g/L y se utilizan para detener el crecimiento de microorganismos

muy moviles.

6.2. Medios de cultivo segun origen y composicion

Los medios complejos contienen peptonas y extractos de origen natural cuya composicion
de aminoacidos, minerales y vitaminas puede variar lote a lote, en cambio los medios
definidos presentan una composicion que no varia, ya que son elaborados con sustancias
con alto grado de purificacion. Ambos se consideran medios artificiales en cuanto al origen,
mientras que los medios naturales contienen, leche, papa, suero, entre otros componentes

qgue no sufren un procesamiento de hidrélisis como ocurre con las peptonas y extractos.

6.3. Medios segun el propésito
En este caso, se subdividen en medios comunes que se emplean en propositos generales

y permiten el desarrollo de la mayoria de los microorganismos (agar o caldo nutritivo) o

medios especiales con usos especificos que se describen a continuacion.

- Medios de conservacion o transporte: se utilizan cuando no se puede realizar la
siembra inmediatamente de tomada la muestra. Estos medios poseen un minimo aporte
de nutrientes que mantienen los microorganismos, pero no permiten su multiplicacion,
como el medio Stuart o Cary-Blair.

- Medios de enriquecimiento: son caldos con nutrientes especificos para el crecimiento
de un determinado grupo de microorganismo que se desea enriquecer siendo inapropiado

para el crecimiento de otros microorganismos.
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- Medios enriquecidos: son medios de cultivo comunes de consistencia soélida con
sustancias nutritivas como azucares, sangre, vitaminas, suero y que permiten la
obtencién de una biomasa abundante, un crecimiento mas rapido o favorecer el desarrollo
de ciertos microorganismos exigentes que en medios comunes no desarrollan Ejemplos:
agar sangre, agar chocolate.

- Medios selectivos: permiten el crecimiento de algunos organismos e impiden el
crecimiento de otros debido a la presencia de agentes inhibidores como colorantes, sales
biliares, antibiéticos, pH acido/alcalino). Ej: agar Sabouraud Glucosado inhibe el
crecimiento de bacterias por su pH acido y favorece el crecimiento de hongos y levaduras
por su alto contenido de glucosa. Algunas marcas comerciales contienen el antibiético
cloranfenicol como inhibidor de bacterias.

-> Medios diferenciales: son aquellos que poseen una o mas sustancias que permiten
diferenciar microorganismos basado en sus caracteristicas metabdlicas. Suelen contener
indicadores de pH que cambian de color. Generalmente son medios empleados en
pruebas bioquimicas para la identificacién fenotipica de microorganismos. Ejemplos: TSI
(Triple Sugar Iron), SIM (SH-Indol-Movilidad), Medio citratado de Simmons.

-> Medios selectivos y diferenciales: combina los dos anteriores. La composicién del
medio permite el desarrollo de un tipo de bacterias y al mismo tiempo se produce alguna
coloracién caracteristica por la produccién de metabolitos a partir de componentes
especificos del medio. Ejemplos: agar eosina y azul de metileno (EMB), agar Manitol

Salado y agar cetrimide (Ver fundamento de cada medio en la parte practica).

ACTIVIDADES A DESARROLLAR

OBJETIVOS
1) Comprender el correcto funcionamiento y manejo del autoclave.
2) Conocer el funcionamiento de un equipo de filtracion de laboratorio.

3) Preparar medios de cultivo y acondicionar material para su correcta esterilizacion.
PARTE PRACTICA

1. Esterilizacion
Se realizara de manera demostrativa la preparacion de distintos materiales de vidrio para
su esterilizacion en autoclave. Se explicara el manejo del autoclave y de los equipos de

filtracion de liquidos a escala de laboratorio.
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2. Preparacién de medios de cultivo-Procedimiento

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Calcular la cantidad de polvo que se debe pesar. Para ello, buscar en el envase del medio
la cantidad necesaria de polvo (dicha cantidad suele estar expresada en g/L) y realizar el
calculo necesario de acuerdo al volumen a preparar proporcionado por el docente
responsable.

Pesar el polvo en una balanza calibrada. Limpiar la balanza con etanol 70 % después de
pesar, ya que restos de polvo pueden perjudicar el correcto funcionamiento.

Disolver o rehidratar con agua destilada al volumen necesario. Para ello, medir en una
probeta el volumen total de agua destilado, agregar s en el envase (mamadera o
Erlenmeyer), luego adicionar el polvo pesado, mezclar vigorosamente y agregar el
volumen de agua restante. Este procedimiento evitara la formacion de grumos.

Medir y ajustar el pH, verificar el pH a temperatura ambiente utilizando tiras de pH. En
caso de ser necesario ajustar con NaOH o HCI 1 M al valor recomendado para cada
medio de cultivo.

Si el medio contiene agar, este permanece insoluble. Por ello, se debe fundir en el
mechero hasta que se incorpore al medio (el medio se torna translucido). El
sobrecalentamiento de los medios de cultivo puede afectar la composicién, por ejemplo
en medios con un alto contenido de azucar y peptonas se provocan reacciones de
Maillard (caramelizacién) con la formacion de sustancias inhibidoras del crecimiento y
colores mas oscuros. Una vez fundido el agar la solucion viscosa fluye suavemente y
puede distribuirse antes de que se solidifique a tubos de ensayo o de hemdlisis.
Fraccionar en tubos de ensayo (5-6 ml) o de hemdlisis (2,5-3 ml), tapar los tubos con
tapones de algodon o de plastico.

Esterilizar por autoclave y luego dejar enfriar. En el caso de los tubos con pico de flauta,
los tubos deben inclinarse. En caso de ser necesario preparar placas, se debe verter el
medio aun fluido (55-60 °C para disminuir la condensacion de humedad que ocurre si el
medio esta mas caliente) en placas de Petri previamente estériles y dejar enfriar, este
procedimiento se realizara al abrigo del mechero para evitar la contaminacién microbiana.
Debido a la extension del TP este ultimo paso sera llevado a cabo por los docentes o el

personal técnico responsable.
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3. Composicion, fundamento e interpretaciéon de medios mixtos

3.1. Agar Eosina Azul de metileno (EMB) para aislar bacilos gram negativos

Componente
Peptona

Lactosa

Sacarosa

Fosfato dipotasico
Eosina

Azul de metileno
Agar

-pH final 7,2 + 0,2-

-> Fundamento

Cantidad (g/l)
10,0

5,0

5,0

2,0

0,4

0,065

13,5

El medio se emplea para diferenciar enterobacterias capaces e incapaces de fermentar

lactosa y/o sacarosa. Las bacterias que fermentan los azicares producen acidos y forman

colonias de centro oscuro con periferia rosada, las que no fermentan son incoloras. Los

colorantes eosina y azul de metileno inhiben bacterias gram positivas.

- Interpretacion de los resultados

Microorganismo

Tipo de colonia

Escherichia coli

Colonias con centro negro azulado y brillo metalico verde.

Proteus mirabilis

Incoloras

3.2. Agar Cetrimide para aislamiento de Pseudomonas aeruginosa

Componente
Peptona de gelatina
Cloruro de Magnesio
Sulfato de Potasio
Cetrimide

Sales biliares
Glicerina

Cristal violeta

Agar

-pH final 7,2 £ 0,2-

2025

Cantidad (g/l)
10,0

5,0

5,0

2,0

1,5

1,0 ml

0,001

13,5
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- Fundamento
El medio contiene cloruro de magnesio y sulfato de potasio que estimulan la formacién de
pigmentos piocianina (azul), pioverdina (fluorescente), piomelanina que permiten diferenciar

a P. aeruginosa. Cetrimide es un detergente catiénico que inhibe las bacterias acompafiantes.

- Interpretacién de los resultados en agar Cetrimide

Microorganismo | Tipo de colonia

P. aeruginosa Colonias mucosas verde-azuladas que emiten fluorescencia bajo

luz ultravioleta.

3.3. Agar Manitol Salado (MS) para aislamiento de Staphylococcus spp.

Componente Cantidad (g/1)
Peptona 5,0
Extracto de carne 1,0
Tripteina 5,0
Manitol 10,0
Cloruro de sodio 75,5
Rojo de fenol 0,025
Agar 15,0

-pH final 7,4 + 0,2-

- Fundamento

El medio diferencia estafilococos segun su capacidad de fermentar manitol. Si lo fermentan

generan acidos causando el cambio de color del indicador de pH a amarillo. Los no
fermentadores cambian el medio a fucsia (alcalino) debido a que consumen la fuente de
nitrogeno (peptona). La alta concentracién salina aumenta la presion osmoética e inhibe

bacterias gram negativas.

- Interpretacion de los resultados

Microorganismo Tipo de colonia

Staphylococcus aureus Amarillas rodeadas de una zona del mismo color.

estafilococos coagulasa Fucsia, rodeadas de una zona del mismo color.

negativa (S. epidermidis)
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3.4. Agar MacConkey para aislamiento de bacilos gram negativos

Componente Cantidad (g/l)
Peptona de carne 1,5
Peptona de gelatina 17,0
Tripteina 1,5
Lactosa 10,0
Sales biliares 1,5
Cloruro de sodio 50
Rojo neutro 0,03
Cristal violeta 0,001
Agar 13,5

-pH final 7,1 £ 0,2-

- Fundamento

Se utiliza para aislar y diferenciar bacilos gram negativos capaces e incapaces de
fermentar la lactosa. Las bacterias fermentadoras disminuyen el pH del medio causando la
precipitacion de las sales biliares dentro de la colonia y el cambio de color del indicador de
pH (rojo neutro) a rosa-rojizo. Las colonias de bacterias no fermentadoras se observan

incoloras. Las sales biliares y el colorante cristal violeta inhiben bacterias gram positivas.

- Interpretacion de los resultados del agar MacConkey

Microorganismo | Tipo de colonia

Escherichia coli Colonias rosadas con precipitacion de las sales biliares.

Proteus mirabilis Incoloras, sin precipitacion de las sales biliares.
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TRABAJO PRACTICO N° 3: DIVERSIDAD MICROBIANA, SIEMBRA,
IDENTIFICACION FENOTIPICA

OBJETIVOS

1) Conocer la diversidad microbiana a través de la Columna de Winogradsky.

2) Distinguir las diferentes técnicas asépticas empleadas en la transferencia de
microorganismos en medios de cultivo solidos y caldos.

3) Diferenciar las caracteristicas macroscopicas y microscépicas de los microorganismos.

4) Comprender el fundamento de pruebas bioquimicas para identificacién fenotipica.
DIVERSIDAD MICROBIANA

1. Clasificacion de los microorganismos

La microbiologia estudia los microorganismos, un grupo diverso de formas de vida que
pueden existir como células aisladas o en grupos. A diferencia de las células animales y
vegetales (organismos multicelulares), las células microbianas pueden vivir
independientemente. Todos los tipos de células contienen proteinas, acidos nucleicos, lipidos
y polisacaridos, lo que sugiere un ancestro comun. A través de millones de afios de evolucion
se ha originado la extraordinaria diversidad de tipos celulares que existen en la actualidad.

Los microorganismos se clasifican en cinco grupos: algas, hongos, protozoarios, bacterias
y virus. Estos se dividen en eucariotas (algas, hongos y protozoarios) y procariotas
(bacterias); los virus no tienen estructura celular. Los procariotas (bacterias y archaeas)
muestran una gran diversidad metabdlica, reciclando elementos minerales necesarios para
su soporte vital. Toda la vida sobre la Tierra se clasifica segun sus fuentes de carbono y
energia de las que depende cada organismo: autétrofos (utilizan CO) y heterétrofos
(emplean compuestos organicos preformados); fotétrofos (obtienen energia de la luz) y
quimioétrofos (obtienen energia por oxidacidon quimica). Las bacterias abarcan las cuatro

estrategias basicas de vida (Tabla 3).
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Tabla 3. Clasificacion de los microorganismos en base a la fuente de carbono y energia

Fuente de energia

Fuente de carbono

Tipo nutricional

Ejemplos

Luz

(foto-)

Dioxido de carbono
(-autotrofo)

Fotoautotrofo

Bacterias
purpuras y
verdes del azufre
(anaerobias)
cianobacterias
(aerobias)

Compuestos
organicos
(-heterdétrofo)

Fotoheterdtrofo

Bacterias
purpuras y
verdes no del
azufre

Compuestos
quimicos

(quimio-)

Diéxido de carbono

(-autétrofo)

Quimioautodtrofo

Algunas bacterias
oxidadoras del
azufre*,
metandgenas,
nitrificantes y
oxidadoras del
hierro

Compuestos
organicos

(-6rgano)

Quimioorganétrofo

La mayoria de las
bacterias
patdgenas,
hongos,

protistas, muchas
archaea

Compuestos
inorganicos
(-lito)

Quimiolitotrofo

Bacterias
incoloras del
azufre
(Beggiatoa)
Bacterias
reductoras del
azufre
Bacterias
nitrificantes
Anammox

* Existen algunas que son quimiolitétrofas como el género Beggiatoa
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2. Columna de Winogradsky

Dos famosos microbiélogos fueron pioneros en el estudio de estos procesos: Sergei
Winogradsky (1856-1953) y Martinus Willen Beijerinck (1851-1931). En contraste con los
estudios sobre cultivos puros de otros microbidlogos como Louis Pasteur o Robert Koch, estos
investigadores se centraron en estudiar las relaciones entre diferentes tipos de
microorganismos en comunidades mixtas. Una de las técnicas clasicas de cultivo de
enriquecimiento que selecciona varios tipos de microorganismos que oxidan y reducen
compuestos azufrados es la columna de Winogradsky. Dicha columna consiste en un
ecosistema microbiano artificial que se utiliza para el estudio de los microorganismos
acuaticos y de los sedimentos, demostrando cdmo los microorganismos ocupan
"microespacios" altamente especificos de acuerdo con sus tolerancias medioambientales y
sus requerimientos de carbono y energia. Esta columna es un sistema auténomo de
reciclamiento mantenido sélo por la energia de la luz que ilustra como diferentes
microorganismos desarrollan sus ciclos, y la interdependencia que llega a existir entre ellos,
dado que las actividades metabdlicas de un tipo de microorganismo permite crecer a otro y
viceversa (Figura 8).

Figura 8. Columnas de Winogradsky. Nota. Imagen tomada por Dr. Gabriel Salinas Ibafez.
Licencia CC-BY-SA 4.0.
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Armado de la columna de Winogradsky
Una columna de Winogradsky consiste en un lodo o sedimento, con un anadido de

sustratos de carbono organico, sulfuro y sulfatos, que se coloca dentro de un cilindro de cristal

o de plastico transparente y se expone a la luz. Su preparacion se realiza del siguiente modo:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Colectar entre 100 a 150 g de tierra o barro superficial de un arroyo o lago y suficiente
agua de la misma fuente para armar la columna. Retirar las piedras y ramas grandes.
Mezclar con 5 gr de CaCOs (amortiguador de pH) y 5 g de CaSO. (fuente de azufre).
Incorporar aserrin y papel de diario finamente cortado (fuente de carbohidratos, celulosa).
Colocar la mezcla en una probeta de vidrio de 500 ml hasta una altura aproximada de 10
cm. Compactar la mezcla para eliminar burbujas de aire, ya que se requiere un ambiente
libre de oxigeno.

Anadir suficiente liquido hasta aproximadamente 3—5 cm del borde, con cuidado de no
resuspender la mezcla compactada. Agitar la muestra superior para eliminar las burbujas
de aire.

Colocar algunos portaobjetos inclinados contra la pared del recipiente que serviran para
tomar muestra luego de 4 a 6 semanas. Puede omitirse y utilizar pipetas en reemplazo.
Marcar el nivel de agua y cubrir la boca de la probeta con una envoltura plastica para
reducir la evaporacion. Reponer agua para mantener el nivel original de ser necesario.
Incubar a temperatura ambiente cerca de una ventana para que reciba luz atenuada o

difusa (4-6 semanas).

2.2. Microbiologia de la columna de Winogradsky

Las condiciones existentes en los suelos inundados que la columna de Winogradsky

reproducen, se pueden encontrar en ecosistemas como arrozales, humedales, suelos

inundados por las lluvias, sedimentos marinos, lacustres y de rio. En estos ambientes, el

oxigeno se agota rapidamente por la respiracion heterétrofa, asi que a unos pocos milimetros

de la superficie las condiciones son anéxicas. Debido a esta deficiencia de oxigeno, aquellos

organismos que habitan estos ambientes deben ser capaces de sobrevivir respirando

compuestos distintos del oxigeno como el nitrato, hierro férrico (lll), 6xido de manganeso (1V),

sulfato y dioxido de carbono para producir energia y biomasa.
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El concepto basico de la columna es la generacion de gradientes opuestos de sulfuro y
oxigeno a lo largo de la columna. Entre cuatro y seis semanas después de su incubacion, la
columna se estabiliza en tres zonas o ambientes en los que se desarrollan comunidades
bacterianas especificas en funcion de sus requisitos medioambientales (Figura 9).

- Zona superior 6xica y oxidativa: es de color verde debido a la presencia de
cianobacterias y microalgas (fotoautétrofos aerébicos) que liberan oxigeno y mantienen
la aerobiosis de esta zona con un elevado potencial redox favorable para el crecimiento
de bacterias, hongos y protozoos heterétrofos.

- Zona media microaerdfila: la interfase agua-lodo, y un poco por debajo, tiene baja
concentracién de oxigeno y recibe algo de SH» que difunde del sedimento. En esta zona
las bacterias sulfo-oxidadoras (quimiolitétrofos-Beggiatoa, Thiotrix, Thiobacillus) oxidan
azufre elemental o compuestos reducidos de azufre a sulfato. La especie Thiobacillus
ferrooxidans también oxida el Fe?* a Fe** (bacteria oxidadora de Fe). Por debajo pueden
ubicarse bacterias purpuras que no utilizan azufre (fotoheterétrofos anaerobios-
rodospirildceas). En esta zona también puede haber bacterias desnitrificantes (Bacillus,

Thiobacillus) que transforman los nitratos en nitrdgeno gaseoso.

- Zona inferior anéxica y reductora: esta zona libre de oxigeno y con bajo potencial redox
permite el desarrollo de varios tipos de microorganismos anaeroébicos. En el fondo, los
microorganismos fermentativos (quimiorganotrofos-Clostridium) hidrolizan la celulosa del
papel para producir acidos organicos como productos de desecho. Ascendiendo por la
columna, los acidos formados son utilizados como donadores de electrones por bacterias
sulfato-reductoras (quimiolitrotofas-Desulfovibrio, Desulfotomaculum) para transformar el
sulfato de CaSO4 en SHa. En este sector el lodo puede tornarse negro por la precipitacion
de sulfuro ferroso (FeS). El gas SH2difunde hacia la superficie de la columna creando un
gradiente de concentracién. Un gran porcentaje sera consumido por bacterias verdes y
purpuras del azufre las cuales contindan reduciendo azufre hasta azufre elemental y
transforman el diéxido de carbono en compuestos organicos (fotosintéticas). Las
bacterias verdes del azufre (Chlorobium) son mas tolerantes al sulfuro que las purpuras
(Chromatium), por ello, se encuentran por debajo en la columna generando una zona de
color verdoso mientras que por encima podra observarse una zona de color rojo vivo

debido a la presencia de bacterias purpuras que ademas son mas tolerantes al oxigeno.
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Figura 9. Diversidad microbiana en una columna de Winogradsky. Nota. Imagen reproducida
de De Gregoris, T.B., Barrotea, B. y Nufiez, A.E., p. 531 (2015). Reproducida con permiso.
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SIEMBRA, REPIQUE Y AISLAMIENTO

1. Definiciones
El estudio de la diversidad microbiana en la naturaleza requiere cultivar los
microorganismos fuera de su habitat natural, esto se logra mediante el crecimiento en
cultivo que se lleva a cabo en el laboratorio utilizando medios de cultivos estériles. Ademas,
se requieren de técnicas de cultivo especificas que se tratan en este trabajo practico.
El primer paso para el crecimiento en cultivo consiste en realizar una siembra, que se
define como el acto de transferir un microorganismo desde su habitat natural o nicho ecolégico
a un medio de cultivo adecuado. El medio sera estéril y elegido de acuerdo a sus exigencias
vitales para permitir el desarrollo y multiplicacion si se lo coloca en condiciones ambientales
acordes (temperatura, requerimiento de O, tiempo, entre otros). Las siembras pueden
efectuarse a partir de distintas muestras de tierra, aire, agua, alimentos, o materiales
biolégicos como esputo, heces, orina, entre otros.
Luego de un periodo de incubacién a temperatura adecuada, las poblaciones microbianas
qgue se obtienen en dichos medios se definen cultivo microbiano y podran dividirse en:
= Cultivos puros: cuando la poblacion esta constituida por una Unica especie de
microorganismos, la poblacion de células derivan todas ellas de una unica célula. La
obtencion de un cultivo puro es en realidad una condicién artificial impuesta en el
laboratorio.

- Cultivos mixtos: cuando la poblacion esta constituida por mas de una clase de
microorganismos.

Para obtener un cultivo puro es necesaria otra operacion conocida como aislamiento, que
consiste en obtener, a partir de un cultivo mixto, colonias separadas. Dicha operacion se
realiza siempre en placas de Petri con un medio sélido mediante el método por agotamiento
en estrias o de placa vertida (ver métodos de inoculacion). De este modo, cada célula se
inmoviliza en el lugar en el que se encuentra, en lugar de “flotar’ de un lado a otro como
sucede en un medio liquido. Al quedar fija, cada célula viable origina una colonia de células
hijas que crece hasta formar una masa fija macroscépicamente visible.

Una vez obtenido el cultivo puro de un Unico tipo de microorganismo, es necesario transferir
un inéculo (porcién de material celular proveniente de una colonia, biomasa o suspension
liquida) y realizar un repique o trasplante, es decir, transferirlo desde un medio de cultivo a
uno nuevo. El objetivo del repique es renovar el medio de cultivo para conservar la especie o

conocer sus caracteristicas culturales, fisiolégicas o metabdlicas.

2. Técnica aséptica
La asepsia rigurosa al efectuar siembras, repiques y aislamientos impide el desarrollo de
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microorganismos contaminantes que no pertenezcan a la muestra y el escape de especies
patogenas desde los cultivos al medio ambiente. Es por ello que los medios de cultivo son
previamente esterilizados y todo el instrumental empleado debe estar estéril también. Se
define técnica aséptica al conjunto de precauciones especiales que deben tomarse para
preservar la pureza del inéculo (microorganismos originales de una muestra en la siembra o
el cultivo puro durante un repique). Dicha técnica debe realizarse al abrigo de las corrientes
de aire (puertas y ventanas) y con movimientos pausados, poco amplios y sin brusquedad.
Es de suma importancia que todo el material esté perfectamente rotulado para evitar

confusiones.

2.1. Procedimiento general

1) El ansa de cultivo, debe calentarse al rojo sobre la llama (esterilizacion por calor seco)
inmediatamente antes de hacer la transferencia (Figura 10a). Este calentamiento
destruye cualquier forma de vida sobre la superficie del ansa. Se mantiene el ansa hacia
abajo, de manera casi vertical dentro de la llama para que la totalidad del filamento
alcance la misma temperatura, incluyendo la parte inferior del mango. Luego, se mantiene
el ansa cerca de la llama unos segundos mientras se deja entibiar.

2) Durante la inoculacion, se sostiene el tubo en la mano izquierda y se retira el tapén con
el dedo menique de la mano derecha sin soltar el ansa esterilizada (o a la inversa en caso
de personas zurdas) (Figura 10b). Precaucién: no debe depositarse nunca el tapdn sobre
la mesa de trabajo y la parte del tapdn que se introduce en el tubo no debe entrar en
contacto con la piel ni objeto alguno, a fin de evitar contaminaciones potenciales.

3) A continuacion, flamear la boca del tubo ya destapado manteniéndolo lo mas cerca
posible de la horizontal (Figura 10c). Ademas de destruir cualquier organismo del borde
del tubo, el flameado tiende a crear corrientes de convecciéon hacia fuera, decreciendo asi
el riesgo de contaminacion.

4) Se introduce el ansa estéril ya enfriada para recolectar el material y se retira, siempre
manteniendo manos e instrumental dentro del cono de aire estéril generado por la llama
(Figura 10d).

5) Volver a flamear la boca del tubo con idéntico objetivo (Figura 10e).

6) Con el dedo mefiique se coloca nuevamente el tapon (Figura 10f) Al realizar esta
maniobra se debe tener cuidado de no alejarse del mechero, pero evitando que el ansa
entre en contacto con la llama y se incinere el material.

7) Luego se transfiere el material a un nuevo medio de cultivo, ya sea en placa de Petri o en

tubo (Figura 10g).
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8) Finalmente, volver a calentar el ansa al rojo vivo para eliminar cualquier fuente de
contaminacioén, antes de apoyar el ansa en la mesada (Figura 10h). Precaucién: nunca

apoye el ansa caliente sobre la manguera que proporciona gas al mechero.
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Figura 10. Procedimiento de la Técnica aséptica. Nota. llustraciones de Antonios T. Nota.
Imagen reproducida desde Petersen, Joan and McLaughlin, Susan, “Laboratory Exercises in
Microbiology: Discovering the Unseen World Through Hands-On Investigation” (2016). CUNY
Academic Works. Reproducida con permiso
2.2. Procedimientos especificos de inoculacion

Si bien los puntos desde (a) a (f) son comunes en la mayoria de los casos. La transferencia

varia, segun la consistencia del medio de cultivo, pudiendo utilizarse las siguientes técnicas:

2.2.1. Puncioén o picadura vertical en tubos con medio semisoélido o blando

Luego de tomar el inéculo como se explicé previamente (pasos desde a hasta f), para el
paso g se debe tomar el tubo que se va a sembrar, quitarle el tapén con el mednique de la
mano opuesta, flamear la boca del tubo y con el ansa cargada de inéculo picar el medio hasta
aproximarse al fondo del tubo. Retirar con cuidado el ansa, flamear la boca del tubo, tapary
esterilizar el ansa antes de dejarla sobre la mesada. Rotular el tubo e incubar a temperatura

adecuada durante el tiempo necesario.

2.2.2. Agotamiento por estrias en medios sélidos (en tubos o placas de Petri)

En estos casos el inéculo cargado en un ansa en anillo o en un hisopo se estria en forma
de zigzag a intervalos de pocos milimetros sin superponer estrias. El objetivo es diluir
progresivamente o “agotar” el inéculo.

= Tubo con medio inclinado (pico de flauta): introducir el ansa o el hisopo cargado en el tubo
a inocular y trazar las estrias desde el fondo del pico de flauta hacia adelante. Rotular el

tubo como se indico con anterioridad y llevarlo a incubar.
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- Agar en placa de Petri: tomar una placa de Petri que contiene el medio de cultivo ya
solidificado y dividir la base con marcador indeleble del lado externo en 4 sectores y
enumerarlos. Luego, levantar la base de la placa y trazar las estrias en cada cuadrante en
orden sucesivo (del sector 1 al 4). Rotular la placa en un pequefo borde de la base e
incubar en posicion invertida (tapa hacia abajo y base hacia arriba), para evitar que el agua
de condensacion que se forma en la tapa humedezca el cultivo. Se recuerda que este es

el método de eleccion para obtener colonias aisladas y lograr un cultivo puro.

2.2.3. Siembra o inoculacién en profundidad por placa vertida
Se coloca 1 ml de un cultivo microbiano liquido en una placa de Petri (colocada con la base
hacia arriba) y luego se vierte el medio de cultivo agarizado a una temperatura de 40-45 °C.

Se espera que solidifique el medio y se incuba la placa invertida (con la base hacia abajo).

2.2.4. Inoculacién o siembra en caldos

Los elementos a utilizar podran ser ansas, micropipetas, pipetas o, cuya eleccién depende
del volumen de inéculo que se debe agregar. En cualquier caso, el elemento debe introducirse
en el tubo y descargar el inéculo. Tanto las pipetas como los tips que se emplean en las
micropipetas se esterilizan por autoclave, previo a su uso. A las primeras se les coloca un
tapén de algodon en la punta que protege a la propipeta del ingreso de liquido y se envuelven
con papel poroso. Los tips se colocan en racks o frascos de vidrio que se envuelven o se
tapan con papel poroso. Ambos elementos una vez utilizados al estar contaminados deben

descartarse en un recipiente de descarte adecuado para tal fin.
IDENTIFICACION FENOTIPICA

1. Caracteristicas culturales del crecimiento

Existen diversas caracteristicas a evaluar a la hora de identificar un cultivo microbiano
desconocido. Una de ellas son las caracteristicas culturales o macromorfoldgicas del
crecimiento. Nuevamente, dependiendo de la consistencia del medio se podra observar las

siguientes propiedades.

1.1. En medios sélidos

= Tubo con agar inclinado: la biomasa formada podra ser abundante, moderada o escasa.

- Placa de Petri: cada especie microbiana forma un tipo caracteristico de agrupacion
llamada colonia, una poblacién visible macroscépicamente de células provenientes
de una sola célula. Dichas colonias se podran diferenciar por su tamafo, forma, altura
o elevacion, margen o borde, pigmentacion (color) y grado de adherencia al medio

(consistencia), entre otras caracteristicas (Figura 11).
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Figura 11. Algunas caracteristicas culturales de las colonias microbianas. Nota. imagen
creada por Farm. Mariana Cozzolino. Licencia CC-BY-SA 4.0.

1.2. En Caldos

En los tubos con caldo, luego de la incubacién, se puede observar una turbidez escasa,
moderada o abundante que podra estar distribuida en forma uniforme o sedimentada en el
fondo. En ciertos casos las células se agrupan formando agregados o fléculos, también se

pueden formar biopeliculas que se adhieren a la superficie del vidrio.

Importante: {No se forman colonias en caldo!

2. Caracteristicas microscopicas
La observacion de la morfologia celular de los microorganismos puede realizarse,

utilizando un microscopio 6ptico con un aumento apropiado.

2.1. Examenes en fresco

Los microorganismos se encuentran viables (vivos), en general no se tifien con colorantes,
puede observarse si son moviles. Para realizar el preparado, se coloca una gota de una
suspensién microbiana sobre un portaobjeto de vidrio y luego se coloca sobre la gota un
cubreobjetos de plastico. Se observa con el objetivo 40X. Este tipo de examen permite el
contabilizar células cuando se utilizan portaobjetos especiales como la camara de Neubauer

(ver Trabajo Practico N° 5).

2.2. Tinciones

Los microorganismos son quimicamente muy diferentes del medio que los rodea. Esta
diferencia permite distinguir las bacterias utilizando diversos tipos de tinciones habilitando la
observaciéon con mayor aumento mediante el empleo del objetivo de inmersion del
microscopio (100X). En estos casos no se utiliza cubreobjetos. Las ventajas que presenta

la observacion de los microorganismos coloreados son:
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v Proporcionar el contraste suficiente entre la célula y el medio que la rodea, permitiendo
diferenciar tipos morfoldgicos.
v Estudiar estructuras propias de la célula mediante tinciones especiales como por ejemplo:

tincion de Moeller para observar endosporas, tinta china para tefir la capsula.

2.2.1. Procedimiento

1) Preparacion del frotis: si el cultivo es liquido, colocar una ansada en el centro de un
portaobjeto nuevo o bien limpio. Si se parte de colonias (cultivo sélido), colocar sobre el
portaobjeto una gota de solucidn fisiolégica y sobre ella emulsionar el inéculo hasta lograr
una pelicula delgada y uniforme (Figura 12).

2) Secado: se puede realizar al aire o bien en la parte alta de la llama del mechero.

3) Fijacion (por calor): el propdsito de este paso es matar a los microorganismos por
coagulacion del protoplasma celular y adherir las células al portaobjetos para evitar que se
pierdan durante el proceso de tincién. Tomar desde un extremo el portaobjeto con las
células hacia arriba y pasarlo tres veces rapidamente sobre la llama del mechero. Dejarlo

enfriar antes de proceder a la coloracion.

Frotis desde un Frotis desde un
cultivo solido cultivo liquido
/
<7 Ansaen
- / .
1) Colocar una I) Colocar una
gota de agua en ansada del cultivo
el centro de un | to del
: i ene cen. o de P
portaobjeto K’f/ portaobjeto o
- /)’_\/
—/,L
e e
2) Mezclar una 2) Frotar y extender
pequefia cantidad hasta lograr una
cultivo con la gota capa delgada

Yy extender
3) Secar al aire el frotis

4) Fijar el frotis pasando el portaobjetos
3 veces por la llama del mechero

Figura 12. Preparacion del frotis para colorear. Nota. Imagen creada por Farm. Mariana
Cozzolino. Licencia CC-BY-SA 4.0.
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2.2.2. Tincion diferencial de Gram, fundamento, procedimiento e interpretacion

Las tinciones diferenciales se basan en la utilizacion de dos colorantes que permiten

distinguir entre dos tipos de microorganismos (Tincién de Gram) y/o distinguir sus estructuras

(Tincidon de Moeller para endosporas).

La tincion de Gram es la tincibn mas ampliamente difundida en el ambito de la

Microbiologia y divide a los microorganismos en gram positivos y gram negativos. El

fundamento de esta tincidon se basa en las diferencias en la composicion quimica de la pared

celular bacteriana.

1)
2)
3)

4)
5)

6)
7)

Gram positivas (violetas): son bacterias que contienen una capa gruesa de
peptidoglicano (representa el 90% de la pared) y ademas contiene acidos lipoteicoicos y
teicoicos. Durante la etapa de decoloracion esta pared se vuelve mas impermeable y
retiene el complejo cristal violeta-lugol.
Gram negativas (rojas-fucsias): la pared celular de estas bacterias esta compuesta por
una fina capa de peptidoglicano (representa solo 10% de la pared) y una membrana
externa que contiene lipopolisacaridos y lipoproteinas. El alcohol reduce la permeabilidad
permitiendo que el cristal violeta salga de la célula, finalmente adquieren la tonalidad del
segundo colorante.

El procedimiento es el siguiente:

Hacer el frotis. Secar en la parte alta de la llama y luego fijarlo.

Cubrir la preparacion con cristal violeta y dejar actuar 2 minutos.

Escurrir el colorante y colocar lugol durante un minuto. Volcar. El lugol actia como

mordiente formando un complejo estable con el cristal violeta.

Decolorar con alcohol o alcohol-acetona.

Lavar con agua corriente y adicionar una solucion de fucsina diluida 1/10. Dejar actuar

durante un minuto y lavar.

Secar en la parte alta de la llama.

Colocar una gota de aceite mineral y observar al microscopio con el objetivo de inmersién

100X (Figura 13).
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Figura 13. Procedimiento de la tincion de Gram. Nota. Imagen creada por Farm. Mariana
Cozzolino. Licencia CC-BY-SA 4.0.

Las bacterias Gram positivas se ven violetas y las Gram negativas rojas.

3. Metabolismo microbiano-Pruebas bioquimicas

Todas las actividades metabdlicas de la célula bacteriana son efectuadas a través de
enzimas. Realizando una serie de ensayos denominados pruebas bioquimicas, se establece
un patrén de actividad que refleja la composicidon enzimatica del microorganismo y permite su
identificacion fenotipica para determinar su género y especie. A continuacion, se describe el
fundamento e interpretacion de tres pruebas bioquimicas que permiten, junto a otras pruebas,
diferenciar a especies dentro de la familia Enterobacteriaceae. En tanto que, la Inoculacion e

incubacion en cada caso se especifica en las actividades a desarrollar.

3.1. Prueba en medio agar triple azucar-hierro
El medio TSI (por sus siglas en inglés: Triple Sugar lIron) permite estudiar tres

caracteristicas de los microorganismos:

1) Fermentacién de azucares: los microorganismos podran fermentar 1, 2 o 3 hidratos de
carbono (glucosa, sacarosa y/o lactosa) que posee el medio TSI y producir acidos a partir
de ellos. Esto se observara en el tubo como un cambio de color del indicador de pH rojo
fenol de rojo a amarillo. Las distintas posibilidades seran:

Si fermenta sélo glucosa: por ej; Proteus mirabilis

pico de flauta (superficie): reaccion alcalina (color rojo).
profundidad (base): amarillo (reaccion acida).

Si fermenta glucosa, sacarosa y/o lactosa: por ej; Escherichia coli

pico de flauta: amarillo.

w >y @ >

profundidad: amarillo.
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- No fermenta ningun azucar: por e; Pseudomonas aeruginosa el medio no cambia de
color o se torna mas rojizo (alcalino) debido al consumo de peptona que da productos
basicos.

2) Generacion de gas

- Microorganismo aerogénico (E. coli): hay produccion de CO; e Hy y se observan
burbujas en el medio de cultivo, roturas y/o desplazamiento del mismo.

- Microorganismo anaerogénico: no se observan burbujas de gas.

3) Produccion de acido sulfhidrico (H2S)

- Reaccién positiva (P. mirabilis): ocurre en dos pasos, primero las bacterias que
contienen la enzima tiosulfato reductasa reducen el tiosulfato de sodio y producen el
gas incoloro H,S. Para que esto ocurra el medio debe tener pH acido (con H*
disponibles), por lo que la bacteria también debe ser capaz de fermentar alguno de los
tres azucares. El segundo paso consiste en la reaccion del H2S con una sal de hierro
para formar un precipitado negro insoluble de sulfuro ferroso. Si el precipitado es
abundante se enmascara la acidez en profundidad, sin embargo, se asume que el
microorganismo fermenta glucosa porque el precipitado requiere un acidez por lo cual
daria amarillo por mas que no se vea.

-> Reaccioén negativa (E. coli): no se observa precipitado negro.

3.2. Prueba de utilizacion del citrato en el medio citrato de Simmons
Si un microorganismo posee la enzima citrato permeasa es capaz de utilizar citrato como
Unica fuente de carbono y sera capaz de desarrollarse en este medio.

-> Reaccion positiva (P. aeruginosa): el desarrollo microbiano producira compuestos
basicos (pH mayor a 7) que causaran cambio del indicador de pH azul de bromotimol
del verde al azul.

- Reaccion negativa: no se observa crecimiento ni cambio de color del medio de cultivo

(permanece verde).

3.3. Pruebas Sulfuro de hidroégeno, Indol, Movilidad
Esta prueba se realiza en un medio semisélido denominado SIM, las siglas indican Sulfuro
de hidrégeno, Indol, Movilidad y permite determinar tres caracteristicas de los
microorganismos:
1) Producciéon de acido sulfhidrico: el fundamento y la interpretacion es similar a lo
explicado para el medio TSI.
2) Produccion de indol: los microorganismos que poseen la enzima triptofanasa oxidan el

aminoacido triptéfano formando indol. Luego de la incubacién, se afade el reactivo de
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Kovacs que reacciona con el indol producido dando un anillo rosado en la superficie del
tubo, en este caso la reaccion sera positiva (Ej: E. coli).

3) Prueba de movilidad: muchos microorganismos utilizan flagelos para moverse. La
movilidad se observara sembrando por puncién este medio semisélido. Dicha
caracteristica se pone de manifiesto observando el crecimiento (en forma de turbidez)
alrededor de la linea de inoculacion.
= Microorganismos moviles (E. coli, P. mirabilis): se observa turbidez alrededor de la

puncion, el medio puede quedar totalmente turbio si es muy movil.
= Microorganismos inmoviles: se observa una turbidez muy leve que se limita a la linea

de puncion.

4. Ildentificacion microbiana-Manual Bergey

El sistema de clasificacion de microorganismos mas aceptado es el Bergey's Manual of
Systematic Bacteriology (Manual de bacteriologia sistematica de Bergey), publicado por una
organizacion sin fines de lucro. Su segunda edicion consta de 5 volumenes que pueden
actualizarse por separado para asistir a la identificacién microbiana e indicar las relaciones
filogenéticas que existen entre las distintas clases de bacterias. Existen programas
informaticos que se basan en la informacién del manual. Un software de libre acceso se llama
ABIS online bacterial identification software, cuyo esquema de identificacién permite
comparar entre los valores de los caracteres morfoldgicos y bioquimicos de la cepa aislada y

los valores estandar de los taxones contenidos en la base de datos.
ACTIVIDADES A DESARROLLAR

OBJETIVOS

1) Sembrar diferentes muestras en medios de cultivos liquidos y sdlidos.

2) Aislar colonias en medios de cultivo solido para obtener cultivos puros.

3) Observar el crecimiento macroscépico y por microscopia con coloraciones.

4) Determinar el tipo de metabolismo microbiano mediante pruebas bioquimicas.
PARTE PRACTICA

1. Diversidad microbiana-Columna de Winogradsky
Se observaran columnas de Winogradsky previamente preparadas por los docentes con el

fin de alcanzar mayor comprensién del contenido tedrico.
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2. Siembra, repique y aislamiento
IMPORTANTE: En todos los trabajos practicos debera desinfectar el area de trabajo de la
mesada con alcohol al 70 %, dejar secar y luego encender el mechero. Recuerde aplicar los

pasos de la técnica aséptica vistos en la introduccion tedrica.

2.1. Siembra por placa vertida

1) Transferir 1 ml de una suspension de tierra a una placa de Petri.

2) Fundir el medio de cultivo contenido en un tubo y luego enfriarlo hasta que se lo pueda
tomar con la mano sin quemarse (40-45 °C).

3) Agitar rotando el tubo entre las manos para que se homogenice bien.

4) Volcar el medio en una placa de Petri estéril.

5) Agitar con un movimiento rotatorio en forma de ocho hasta asegurar una buena
distribucion.

6) Rotular e incubar boca abajo (placa invertida) 24 horas a 37 °C.

2.2. Aislamiento por agotamiento en placa de Petri con medio selectivo y diferencial

1) Marcar con una fibra cuatro cuadrantes en las placas de Petri.

2) Esterilizar al rojo vivo el ansa en anillo.

3) Obtener indculo (a partir de las cepas entregadas por el profesor) destapando el tubo y
flameando la boca del mismo.

4) Apoyar el ansa sobre la superficie del agar y estriar cada cuadrante para agotar el
material. Flamear y cerrar el tubo.

5) Esterilizar el ansa nuevamente.

6) Rotular e incubar el tubo 24 horas a 37 °C.

2.3. Repiques para inocular caldo nutritivo

1) Obtener inéculo mediante la técnica aséptica utilizando un ansa en anillo.
2) Inocular el caldo nutritivo contenido en un tubo de hemdlisis.

3) Rotular e incubar el tubo 24 horas a 37 °C.

3. Identificacién fenotipica

3.1. Caracteristicas culturales del crecimiento
Luego del periodo de incubacién, en una segunda jornada se observan las caracteristicas

macromorfolégicas de las colonias formadas y las caracteristicas del crecimiento en caldo.
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3.2. Caracteristicas microscopicas

- Examen en fresco: se emplea una muestra de agua para observar distintas morfologias
celulares de microalgas, cianobacterias.

- Frotis y tincion de Gram: preparar sobre un portaobjeto un frotis y tefiirlo de acuerdo a

los procedimientos descritos en la introduccion tedrica.

3.3. Pruebas bioquimicas

= Por puncién o picadura vertical (SIM)

1) Obtener in6culo mediante la técnica aséptica utilizando un ansa recta.

2) Punzar cuidadosamente en el centro del tubo hasta el fondo y retirar el ansa tratando de
recorrer el mismo camino que el recorrido para la inoculacion.

3) Esterilizar el ansa.

4) Rotular e incubar el tubo 24 h a 37 °C.

- Por puncién y estrias (TSlI):

1) Obtener in6culo mediante la técnica aséptica utilizando un ansa recta.

2) Punzar cuidadosamente en el centro del tubo hasta el fondo y al retirar realizar estrias en
la porcion de agar inclinado.

3) Esterilizar el ansa.

4) Rotular e incubar el tubo 18-24 horas a 37 °C. Es fundamental que la lectura se realice
entre las 18-24 horas, puesto que puede llevar a interpretaciones erréneas.

- Por estrias (Prueba de Citrato):

1) Obtener inéculo mediante la técnica aséptica utilizando un ansa en anillo.

2) Estriar el indculo en la porcion inclinada del tubo.

3) Esterilizar el ansa.

4) Rotular e incubar el tubo 24 h a 37 °C.

Los resultados se observaran e interpretaran en una segunda jornada.
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