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SUMARIO

La publicacién periédica Serie Didactica ha sido creada en el &mbito de la Facultad
de Quimica, Bioguimica 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 compresion
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.fqbf.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 visualizacion 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 ensefanza
y de aprendizaje y la transmisiéon 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 didacticc

garantizan integramente que la informacién sea precisa o completa.
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PRESENTACION DEL CURSO: BIOLOGIA DE LOS MICROORGANISMOS

Los microorganismos son seres Vvivos tan pequefios que se encuentran por debajo
del poder resolutivo del ojo humano. Sin embargo, sus actividades son conocidas por la
humanidad desde la antigledad, tanto las beneficiosas, representadas por las
fermentaciones implicadas en la produccién 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.

A los efectos de garantizar la integracion de contenidos, el alumno para poder cursar
la asignatura debe tener regular Biologia Celular y Molecular y aprobadas Quimica Biolégica
y Biologia de Protistas y Hongos.

El sentido del curso Biologia de los Microorganismos dentro del Plan de estudios de
la carrera Lic. en Ciencias Biolégicas es el aporte que realiza esta area del conocimiento a la
formacion del alumno 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 contribucién 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 pedomorfolégicos, su relevancia en la dinamica
de la biosfera y su importancia sanitaria y econémica. El curso le provee al alumno la
comprension de la importancia de la microbiologia como ciencia biolégica 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.
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REGLAMENTO INTERNO DE LA CATEDRA

Inscripcion
Podran ser inscriptos en Biologia de los Microorganismos los alumnos que reldnan las
condiciones establecidas en las reglamentaciones de acuerdo al plan de estudio

correspondiente.

Citaciones

Toda citacion seréa realizada a través de la cartelera de la Catedra, correo electrénico y/o
el sitio on-line, usandose como Unicos medios de difusion. La concurrencia a los TP debera
cumplimentarse en el horario que se indique. Una demora que supere los 5 minutos se

computara como inasistencia.

Concurrencia a practicos de laboratorio
El alumno que no asista 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 alumno debera presentarse provisto de guardapolvo, calzado cerrado, guia de TP,
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.

Aprobacion de los TP de laboratorio

1- El alumno deberd mostrar pleno conocimiento de los conceptos referentes al TP al
ser evaluado en forma escrita, u oralmente durante el practico.

2- Debera respetar las pautas microbiolégicas que sean necesarias en cada caso.

3- Al finalizar cada practico debera entregar el material en perfectas condiciones de
limpieza y orden.

4- Cada trabajo firmado servirh como constancia de su realizacion efectiva.

Recuperacion de los trabajos practicos

Los estudiantes deberdn aprobar el 100% de los trabajos practicos. S6lo podran
desaprobar un TP v dispondrdn de una recuperacion.

2023 I
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Recuperacion de examenes parciales
Los examenes parciales son dos. Los alumnos podran recuperar dos veces cada parcial.
Aprobacion del curso de trabajos practicos

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.

2023 I
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TRABAJO PRACTICON° 0

BIOSEGURIDAD EN EL LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA
OBJETIVOS

1) Conocer los riesgos potenciales de trabajar en el laboratorio y la forma de evitarlos o
minimizarlos.

2) Promover actitudes responsables y seguras de las personas que operan en el
laboratorio de Microbiologia.

3) Comprender el funcionamiento y la aplicacion de los distintos tipos de gabinetes de

seguridad biolégica.
INTRODUCCION TEORICA

Las personas que trabajan en un laboratorio estan expuestas a una serie de riesgos
potencialmente graves. Comunmente pueden estar en contacto con sustancias volatiles
téxicas y explosivos, carcinégenos, compuestos causticos, altos voltajes, radiaciones, etc.

En un laboratorio de Microbiologia hay que agregar otro riesgo: la INFECCION.

La infeccion se produce por una invasion de microorganismos patdégenos (bacterias,

hongos, virus, etc.) que se reproducen y multiplican en el cuerpo causando una enfermedad

La infeccion difiere de la mayoria de los otros riesgos en que los efectos no estan
limitados a quien trabaja individualmente ni a sus compafieros de trabajo, sino que la
infeccion también, puede transmitirse fuera del laboratorio a partir de su persona a remotas
situaciones o individuos, ya sea en forma primaria o secundaria (su familia, contactos
humanos casuales, animales domésticos o de experimentacion, etc.). No debe olvidarse que
pueden diseminarse agentes no patdgenos para los seres humanos, pero capaces de

contaminar medios de cultivo, reactivos o afectar la vida de las plantas.

El objetivo de la Bioseguridad es dictar normas, desarrollar procedimientos o promover el

uso de instrumentos que permitan evitar accidentes.

2023 1
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Vias de infeccion mas comunes en el laboratorio

v Tracto digestivo: por ingestion o transferencia de microorganismos desde dedos
contaminados.

v Mucosas (hasal o conjuntival): por aerosoles y manos contaminadas.

v Piel (via percutdnea): por inyeccion, cortes o escoriaciones.

v Respiratoria: es la mas importante. El 80% de las infecciones contraidas en el
laboratorio son de origen aéreo por inhalacion de aerosoles. La importancia de la via
respiratoria se debe a la facilidad con que se producen pequefias gotas y particulas (entre
1-4 um) que no son retenidas en el tracto respiratorio superior y llegan al pulmén. Ademas,
la infectividad depende de la carga microbiana (es decir del tamafio de la dosis),
susceptibilidad del individuo y virulencia del agente (varia con el microorganismo y la cepa).
Se debe tener en cuenta que la produccion de aerosoles es generada por dos mecanismos:

v Atomizacion de suspensiones liquidas

v Molido muy fino de material sélido contaminado.

v Muchas técnicas de laboratorio producen distintos aerosoles mediante burbujeo,
salpicadura, espuma, quemado del ansa y dos mecanismos adicionales: vibracién de alta
frecuencia y fuerza centrifuga. Los aerosoles también se producen cuando se manipulan
cultivos secos, liofilizados o secados con acetona (ej. cuando se destapan tubos o

ampollas).
Riesgo en las técnicas comunes de laboratorio

Ademas de la produccién de aerosoles hay que tener en cuenta el riesgo que se genera
como consecuencia de la deposicion de material contaminado sobre otras superficies a

partir de las cuales los microorganismos pueden ser transferidos a la piel, boca y ojos.

1) Pipetas y pipeteo. Las pipetas se preparan para conservar su esterilidad hasta que son
usadas. Una practica universal es colocar un tapon de algodén en el extremo superior para
prevenir la entrada de polvo. Sin embargo, el tapon no protege a quien usa la pipeta ya que
es facilmente penetrado por microorganismos en suspensiones liquidas. Por tanto deben
utilizarse propipetas. Debe tenerse especial precaucién cuando se trabaja con material

muy toxico o infectante.
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2) El ansa. Mediante el flameado del ansa o agujas contaminadas se puede producir
diseminacion de organismos, particularmente cuando se trabaja con inoculos semisolidos
(ej. suspensiones de esporas, colonias de Mycobacterium o esputo). También puede ocurrir
con pequefios volimenes de liquido. EI mismo riesgo se corre cuando se introduce el ansa
caliente en un liquido, o se hace contacto con la superficie de agar de un cultivo. El ansa
fria, una vez cargada, puede contaminar cuando se producen vibraciones o rapidos

movimientos de aire que causan desprendimiento de pequefas gotas.

3) Placas de Petri, tubos o botellas: La principal fuente de infeccion resulta cuando alguno
de estos elementos, previamente inoculados con microorganismos, caen al suelo y se

rompen.

4) Tapones y tapas. La remocion de tapones de algodoén, tapas a rosca o tapones de goma
u otro tipo de tapa en tubos con caldo de cultivo, tubos de centrifuga, etc., puede crear
aerosoles de varias maneras, sobre todo si los cultivos han sido agitados y hay material
particulado. Hay que tener presente que los tapones de medios liquidos (sobre todo los

agitados) pueden estar humedecidos con material infectante.

Precauciones

Las medidas preventivas a tomar se pueden agrupar en 6 categorias:

v Técnicas cuidadosas

v Métodos de confinamiento del agente: gabinetes de bioseguridad, flujo laminar vertical,
ambientes aislados con presurizacion, recipientes con desinfectante para descartar
material contaminado, envases hien tapados, sin filtraciones.

v Proteccion fisica del trabajador: guardapolvo, guantes, barbijo, gafas, propipeta, etc. El
guardapolvo o chaqueta es una necesidad para quien trabaja en el laboratorio. Sin
embargo, el hecho de estar prendido adelante dejando la parte superior al descubierto,
predispone en caso de salpicaduras o volcaduras a la contaminacién de la ropa de calle y
al manipuleo de botones contaminados.

v Barreras intangibles: desinfeccion del aire: uso de lamparas UV, areas estériles.

v Desinfeccién en general

v Medidas inmunoldgicas: vacunacion del personal.
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Grupos de riesgo de los microorganismos. Clasificacién segin OMS

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en 1983 establecié cuatro grupos de
microorganismos teniendo en cuenta los riesgos que pueden provocar al hombre y/o
animales cuando se los manipula. A su vez el Instituto Argentino de Normalizacion (IRAM)
publicé en 2000 una clasificacién de microorganismos infectantes por grupo de riesgo para
humanos y animales, y su relacion con los niveles de bioseguridad segun la actividad

desarrollada (Ver Cuadro 1).
Los principios generales de la divisién son:

Grupo de riesgo 1: Riesgo individual y comunitario ESCASO O NULO. Este grupo
esta constituido por microorganismos que tienen pocas probabilidades de provocar
enfermedades en humanos o en animales (Bacillus subtilis, Lactobacillus acidophilus,

Saccharomyces cerevisiae)

Grupo de riesgo 2: Riesgo individual moderado, riesgo comunitario BAJO. Son
agentes patdgenos que pueden provocar enfermedades en humanos o en animales, pero
que tienen pocas probabilidades de entrafiar un riesgo grave para el personal del
laboratorio, la comunidad, los animales o el ambiente. La exposicion en el laboratorio puede
provocar una infeccién, pero aplicando medidas eficaces de tratamiento y profilaxis, el riesgo

de propagacion es limitado (Chlamydia trachomatis, Pseudomonas aeruginosa)

Grupo de riesgo 3: Riesgo individual elevado, riesgo comunitario MODERADO.
Incluye agentes patégenos que pueden provocar enfermedades graves en humanos o en
animales, con bajo riesgo de propagarse en la comunidad. Se aplica al diagndstico,
investigacion y produccién en los cuales se trabaja con agentes que pueden causar una
enfermedad grave o potencialmente letal, principalmente como resultado de la exposicion a
aerosoles. Puede disponerse o no de medidas eficaces de tratamiento y de profilaxis

(Mycobacterium tuberculosis, Escherichia coli enterohemorragica)

Grupo de riesgo 4: Riesgo individual y comunitario ELEVADO. Agrupa a aquellos

agentes patdgenos que pueden provocar enfermedades graves en las personas o en los
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animales, con alto riesgo de propagarse en la comunidad. No suele disponerse de medidas

eficaces de tratamiento y profilaxis (virus Lassa, virus Junin).
Requerimientos recomendados para niveles de bioseguridad

Los niveles de bioseguridad (NBS) se dividen de acuerdo a los grupos de riesgo descritos
anteriormente. En el cuadro 1 para cada nivel de bioseguridad se describen combinaciones
de practicas, técnicas de laboratorio, equipos de seguridad e instalaciones de laboratorio.
Cada combinacion es especificamente apropiada para las operaciones llevadas a cabo, las
vias de transmision documentadas 0 sospechosas de transmitir agentes infecciosos, y la
funcién o la actividad del laboratorio. Los NBS para los diferentes organismos representan
aguellas condiciones bajo las cuales el agente puede cominmente manipularse en forma

segura.

Cuadro 1: Requerimientos de cada NBS

NBS Practicas y técnicas Equipamiento de seguridad

1 Practicas microbioldgicas estandar Ninguno. Capacitacion continua

y Supervision.

idem 1 méas acceso limitado, guantes | Gabinetes de seguridad Clase |

protectores y sefiales de peligro 0 Il para disminuir el alto riesgo
: biol6gico. de exposicion a aerosol.
Capacitacién especifica.
idem 2 més ropa de laboratorio Gabinetes de bioseguridad Il o
3 especial y acceso controlado. I, capacitacion especifica.
idem 3 méas cambio de ropa antes de | Gabinete de seguridad Il mas
4 entrar y salir de la sala. Todos los traje presurizado para proteccion

deshechos son descontaminados. total. Laboratorio aislado, ingreso

y egreso controlado del personal.
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Gabinetes de seguridad biologica (GSB)

El GSB es el dispositivo utilizado para proporcionar contencion de salpicaduras o
aerosoles infecciosos generados por diversos procedimientos microbiolégicos. Existen 3

clases de GSB (Clase |, Il, Ill) utilizados en laboratorios microbiolégicos.

Tipo I: Es un gabinete de presion negativa en el cual el aire ingresa por una abertura frontal.
El aire ingresado sale al laboratorio o al exterior después de haber pasado, en su totalidad, a
través de un filtro HEPA (High Efficiency Particulate Air). Protege al operador pero no al

producto (Figura 1).

Tipo II: Este tipo de gabinete tiene diferentes disefios y protege:
a) al operador, posee presion negativa e ingresa aire por su parte anterior a velocidad
adecuada.
b) al producto, mediante un flujo laminar hacia abajo de aire filtrado con HEPA.
c) al ambiente, ya que el aire se elimina después de pasar a través de un filtro HEPA
(Figura 2).

Tipo Ill: Dan el mayor nivel de proteccion al operador, al producto y al ambiente. Son
gabinetes herméticamente cerrados. Para la manipulacién se usan guantes sellados a la
pared frontal de la cabina. Funcionan también con presion negativa. El aire que ingresa pasa
a través de filtro HEPA y el que egresa pasa por dos filtros HEPA colocados en serie 0 a

través de un filtro HEPA y posterior tratamiento con calor (Figura 3).

ifi
4 @ ] ) Figura 1. Esquema de una camara de
a [} Q 4
> seguridad biolégica de clase |.
',(:
\ A. abertura frontal, B. ventana de cristal,
C. filtro HEPA de salida, D. camara de
/), dire de la sala | distribucion del extractor
e ( TR |
{ HEPA il
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Figura 2. Esquema de una camara de
seguridad biolégica de clase Il.

A. abertura frontal, B. ventana, C.
filtro HEPA de salida, D. filtro HEPA de
entrada, E. camara de distribucién de
salida con presion negativa, F.
ventilador, G. filtro HEPA aire entrada

Figura 3. Esquema de una camara de
seguridad biolégica de clase lll (camara de
guantes).

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

inmersiéon quimica

Manual de Bioseguridad en el Laboratorio (p. 57, 59 y 61), por
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Practicas microbiol6gicas estandares

1. Elacceso al laboratorio es restringido segun criterio del responsable.

2. Las personas deben lavarse las manos luego de manipular materiales viables, luego
de quitarse los guantes y antes de retirarse del laboratorio.

3. No esta permitido comer, beber, fumar, manipular lentes de contacto, maquillarse o
almacenar alimentos para uso humano en areas de trabajo. Las personas que usan
lentes de contacto en laboratorios deben también utilizar antiparras.

4. Esta prohibido pipetear con la boca; se deben utilizar dispositivos mecéanicos o
propipetas.

5. Se estableceran reglas para el manejo seguro de objetos cortantes o punzantes.

6. Todos los procedimientos se llevaran a cabo con precaucion a fin de minimizar la
generacién de salpicaduras o aerosoles.

7. Las superficies de trabajo deben ser desinfectadas como minimo una vez por dia y
luego de todo derrame de material viable.

8. Todos los desechos que contengan microorganismos deben ser descontaminadas
antes de ser descartados mediante un método aprobado, como por ejemplo,
autoclave.

9. Cuando se encuentren presentes agentes infecciosos se debe colocar una sefal de
advertencia de riesgo bioldgico en la entrada del laboratorio que debe incluir el
nombre del agente en uso y el nombre y numero de teléfono del investigador.

10. Se debe considerar un programa de control de roedores e insectos.
Reglas generales a tener en cuenta durante los trabajos practicos

v Reportar los accidentes, no importa lo insignificante que puedan parecer.

v Tratar a todos los microorganismos como patégenos potenciales o contaminantes
para los cultivos vecinos. Rotular todo el material infectivo para prevenir confusiones. Los
nameros en codigo no son adecuados.

v Usar ropa para protegerse y elementos de seguridad (ej. guantes, mascaras, etc.).

v Considerar todo material biolégico como potencialmente patogénico (ej. esputo,

suero, materia fecal, etc) y tomar todas las precauciones necesarias.
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v El laboratorio debe permanecer siempre limpio. La mesada debe estar libre de todo
material que no sea esencial. La superficie debe limpiarse antes y después de cada
sesion de laboratorio con una solucién germicida.

v Antes de dejar el laboratorio, sacarse el guardapolvo, lavarse cuidadosamente las
manos con aguay jabon y desinfectarlas.

v Tener preparado un trozo de algodon embebido en desinfectante, listo para ser usado en
una descontaminacion de emergencia en el caso de salpicaduras.

v No pipetear con la boca. Se usardn siempre los dispositivos aspiradores o
dispensadores convenientes en cada caso.

v Recordar siempre que las manos o guantes pueden estar contaminados y ser capaces de
transferir la infeccion al cuerpo.

v Nunca ejecutar una accién apresuradamente, en particular aquellas que pueden
producir burbujeo, salpicaduras, volcaduras o contaminar superficies que es necesario

mantener limpias.
ACTIVIDADES A DESARROLLAR

Durante el Trabajo Practico se explicaran y discutirdn los aspectos mas importantes
relacionados con las normas de bioseguridad en el laboratorio de Microbiologia y se

explicaré con detalle el funcionamiento y modo de operar en un GSB tipo II.
BIBLIOGRAFIA

v Ferrari S.G., Favier G.1., Di Genaro M.S. y Mattana C.M., (2018). Manual de Seguridad en
el Laboratorio de Microbiologia, (pp. 59). Nueva Editorial Universitaria, UNSL.

http://ww.fgbf.unsl.edu.ar/documentos/mde/micro/Manual_Seguridad Microb2018.pdf
v Organizacion Mundial de la Salud, (2005). Manual de Bioseguridad en el Laboratorio. 3°

Edicién, (pp. 118). OMS.
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TRABAJO PRACTICO N° 1
ESTERILIZACION Y MEDIOS DE CULTIVO
OBJETIVOS

1) Diferenciar los alcances de calor hUumedo y seco como agentes esterilizantes.
2) Comprender el funcionamiento de los equipos de filtracion.
3) Conocer la composicion y funcion de distintos nutrientes en los medios de cultivo.

4) Preparar medios de cultivo y acondicionar material para su correcta esterilizacion.
INTRODUCCION TEORICA
ESTERILIZACION

El objetivo de un proceso de esterilizacion es destruir todos los microorganismos que
existan en un objeto o preparado, o sobre él, para asegurar que permanezca libre de riesgos

infecciosos.

Es importante conocer el alcance de algunos términos relacionados con el tema:

v Esterilizaciéon: es el conjunto de operaciones destinadas a eliminar o matar todas las
formas de seres vivientes contenidos en un objeto o sustancia.

v Desinfeccidon: es el uso de agentes quimicos para eliminar las formas vegetativas de
ciertos microorganismos. Se emplea para objetos inanimados o superficies.

v Asepsia: (a: sin, sepsis: infeccion) conjunto de medidas destinadas a impedir toda
contaminacién microbiana.

v Antisepsia: (anti: contra, sepsis: infeccion) aplicacion de sustancias antimicrobianas o

antisépticos al tratamiento o profilaxis de una infeccién local.

La eficacia de un proceso de esterilizacion depende de la eleccién apropiada del método
de esterilizacion. En todos los articulos a ser esterilizados existe un riesgo potencial de dafio
del producto. Un proceso de esterilizacion debe seleccionarse para alcanzar la méaxima

eliminacion/muerte del microorganismo con el minimo deterioro del producto.
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CLASIFICACION DE LOS METODOS DE ESTERILIZACION

Fisicos

Quimicos

Calor

Radiacion

Filtracion 4

Liquidos -

Llama directa

Calor seco
aire caliente

vapor a presion (autoclave)
Calor humedo

tindalizacion

no ionizante: luz ultravioleta

ionizante: rayos gamma

[ bujfas filtrantes

filtros de membrana

[ formaldehido

Gaseosos

glutaraldehido

Oxido de Etileno
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Razones para esterilizar:

1) Prevenir la transmision de enfermedades.

2) Prevenir la descomposicién de materiales por microorganismos.

3) Eliminar la competencia por los nutrientes en un medio de fermentacién permitiendo
el desarrollo especifico de un solo tipo de microorganismo de interés industrial, ya sea por

ellos mismos (levaduras) o por algunos de sus metabolitos (antibidticos, enzimas etc.).

Métodos fisicos de esterilizaciéon
1. Esterilizacion por calor

La esterilizacion por calor, siempre que su aplicacion no afecte la resistencia o
estabilidad de los materiales, es el sistema que méas conviene aplicar por ser el mas eficaz y
seguro. Ademéas es el método mas estudiado y dotado de equipos para todas las

situaciones que se puedan presentar en la practica.

1.1. Esterilizacion por calor himedo

En este método la causante de la muerte celular es la coagulacion de las proteinas y
enzimas celulares, mientras que el calor seco destruye principalmente por complejos
procesos de oxidacion. El calor himedo se aplica mediante la utilizacion de autoclaves
(Figura 4).

1.1.1. Manejo del autoclave

1) Carga del autoclave con el material a esterilizar o descontaminar.

2) Cierre del autoclave y encendido.

3) Eliminacion del aire contenido en su interior (hasta emision de chorro continuo de
vapor por la espita o valvula de descarga).

4) Cierre de la valvula de descarga (espita). EIl manémetro comienza a marcar el
aumento de presion hasta 1 at., que corresponde a 121°C.

5) Control del tiempo de esterilizacion requerido. Se deja 15-20 minutos a 121°C,
aungue el tiempo depende del volumen, cantidad y naturaleza del material a
esterilizar.

6) Apagado del autoclave.
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7) Apertura de la valvula para igualar presiones.
8) Retirado y secado del material autoclavado.

Se deberan realizar controles de esterilidad para verificar que el proceso fue eficiente.

Figura 4. Autoclave Chamberland: 1) mariposas o charnelas para el cierre hermético,

2) manémetro, 3) espita, 4) valvulas de seguridad, 5) agua, 6) fuente de calor.
1.2. Esterilizacion por calor seco

Es de aplicacion reducida porque se requieren temperaturas elevadas (superiores a
160°C) y ademas porque pocos materiales resisten la accion oxidante del calor a esa
temperatura en presencia del aire. Puede aplicarse por accién directa de la llama o bien

empleando una estufa de esterilizacion.

1.2.1. Estufa de esterilizacion

El calor seco se aplica con frecuencia calentando el aire en el interior de una estufa
disefiada especialmente para tal fin. El disefio debe asegurar una distribucion homogénea
de la temperatura. La Farmacopea Argentina exige una temperatura de 160 — 170 °C

durante 1 hora.

Se esterilizan materiales que no puedan ser autoclavados y/o que resistan altas
temperaturas. La Unica ventaja de este método se refiere a los casos en que es necesario
tener el producto estéril, completamente seco, como cuando se trata de material de vidrio o

en la esterilizacibn de vaselina, aceites o soluciones oleosas, sobre todo si estan
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envasados en recipientes herméticos. También puede usarse para la esterilizacién de
polvos, que es muy dificil por su mala conductividad que hace muy prolongado el tiempo de

calentamiento.

1.2.2. Incineracién por llama

Se aplica la accion directa de la llama para esterilizar instrumentos como tijeras, ansas de
uso bacteriolégico, agujas, portaobjetos, etc. El alumno adquirird practica en el flameado de
la boca de botellas, frascos y tubos y en la esterilizacién y descontaminacién del ansa que

se emplea para transferir cultivos bacterianos.
2. Filtracion

Permite la separacion fisica de los microorganismos del medio liquido o gaseoso por un
dispositivo poroso que los retiene por accion mecanica fundada en el tamafio de los poros y

por adsorcion, siendo este Ultimo un fenémeno fisico.

La esterilizacion por filtracion se puede dividir en dos grandes grupos: esterilizacion de

liguidos y esterilizacién de fluidos gaseosos.
2.1. Esterilizacién 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 (celulosa, teflén, nylon) utilizando vacio o

presion positiva. Los filtros deben reunir las siguientes condiciones:

v’ No alterar la composicion 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.

v Soportar las diferencias de presién necesarias para obtener un caudal eficaz y no

sufrir alteraciones estructurales por alteracién de las soluciones.
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v Ser faciles de limpiar 6 de preferencia descartables.
v Deben soportar la esterilizacién por vapor a 121 °C o bien por éxido de etileno.
v Econdmicos, no sélo 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 tamafio como prefiltros, dejando los de 0,22 micrones para la esterilizacion
propiamente dicha. En tanto que el equipo de filtracion 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 (OE). Asépticamente se coloca la membrana filtrante y el

liquido a filtrar se recibe en un recipiente estéril.

2.2. Esterilizacion de fluidos gaseosos

En el laboratorio de Microbiologia un ejemplo clasico consiste en la esterilizacion del aire
qgue ingresa al GSB. También se aplica para la esterilizacion 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 um de diametro).
- Filtros ULPA (Ultra-Low Particulate Air) que tienen una eficiencia del 99.9995% para

remover particulas de 0,12 um de didmetro.

Control del proceso de esterilizacion

Para verificar el proceso de esterilizacion se utilizan indicadores de tres tipos:

v Indicadores fisicos: Sufren modificaciones en su estructura por ablandamiento o
fusion de las sustancias que lo componen. Sélo nos dicen si la temperatura alcanzada en el
proceso de esterilizacion fue correcta, no indica nada acerca de lo que ocurrié con los

microorganismos presentes en la muestra. Ej. Acido benzoico que funde a 121°C.

v Indicadores quimicos: actdan por cambios de color, pH, etc. Un ejemplo es el rojo

de metilo usado en el control de esterilizacion en el método que emplea el OE como agente

2023 15



Guia de Trabajos Practicos Biologia de los Microorganismos

esterilizante, y permite medir la penetracion del gas a través de las paredes de un sobre de
polietileno. Junto con el material a esterilizar con OE ya envasado se coloca un sobre que
contiene una solucién de MgCl, en medio sulfurico y un indicador de pH, el rojo de metilo.
Se colocan en sobres de polietileno 3, 6 y 12 ml de solucion, se cierran al calor. La
liberacion de HCI por accion del OE sobre el MgCl, determina el viraje del indicador. Sin
embargo el uso de estos indicadores no presenta ninguna garantia real sobre la esterilidad

del producto terminado, sélo nos dice si el OE penetrd o no dentro de la bolsa.

El método indicado para verificar la esterilidad es utilizar indicadores biolégicos, sin
embargo, estos no se pueden utilizar cuando los productos se esterilizan por filtracion y se
los envasa asépticamente en sus recipientes finales, como sucede con drogas importantes

como antibidticos, hormonas e insulina.

v Indicadores biologicos son dispositivos de monitoreo (tiras o ampollas) que
contienen una poblacion viable estandarizada de microorganismos formadores de esporas,
conocidos por su resistencia al modo de esterilizacion que se esta monitoreando. Es una
medicion directa de la letalidad. Cada indicador bioldgico posee una concentracién de 1x10°
esporas vivas. Si el proceso de esterilizacibn mata las esporas, indica que el proceso de
esterilizacion fue efectivo. Las especies de bacterias cominmente aceptadas que se usan

como indicadores biolégicos son las siguientes:

Método de esterilizacion Especie bacteriana

Calor humedo y gas plasma Geobacillus stearothermophilus
Calor seco y OE Bacillus atrophaeus

Radiacion ionizante Bacillus pumilus

También pueden utilizarse otras especies siempre y cuando cumplan con los siguientes

requisitos:

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

2) Que presenten mayor resistencia en comparacion con las caracteristicas de
contaminacion del material.

3) Que no sean especies patdgenas.
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Control de esterilidad del material

Cualquiera sea el método de esterilizacion empleado y por rigurosos que hayan sido los
controles (de temperatura, tiempo y presion) durante el desarrollo del proceso, es inevitable
que se realice un control final del producto esterilizado. Este control 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 introduccién del producto esterilizado en un medio de cultivo apropiado y se incuba un
tiempo preestablecido a 37°C. En caso de no observar desarrollo microbiano estamos en
condiciones de decir que el lote esta estéril.

v En caso de medios de cultivos (s6lidos o liquidos) fraccionados, se toma un 10% del
lote y se incuba a 37°C el tiempo preestablecido.

v Si se trata de grandes volumenes de liquido se filtra a través de membranas filtrantes
y se traslada asépticamente a medios de cultivos adecuados. Luego se incuba un tiempo
preestablecido a 37 °C. Se especifica un periodo de incubaciéon de unos 7 dias para el
método de filtracion en membrana y de 7- 14 dias para el método de la inoculacién directa,
segun el método de esterilizacibn que se haya empleado. En caso de no observarse

desarrollo microbiano, podemos decir que el lote esta estéril.
MEDIOS DE CULTIVO

En la naturaleza, los microorganismos se encuentran formando poblaciones mixtas de
una gran variedad de tipos diferentes. Sin embargo el desarrollo de la Microbiologia se ha
conseguido mediante el estudio de especies aisladas crecidas en medios de cultivo

desprovistos de cualquier otra forma de vida contaminante.

Las bacterias son organismos muy versatiles. Presentan un gran potencial en su
capacidad de utilizar distintos nutrientes, desde sustancias inorganicas hasta materias
organicas sumamente complejas. Muchas especies han aprendido a crecer en una amplia

diversidad de nichos ecoldgicos con temperatura, acidez o tensiones de oxigeno extremas.

Es muy dificil estudiar microorganismos en forma individual; lo mas practico es trabajar

con poblaciones de los mismos. Para lograr estas poblaciones es necesario disponer de un
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medio artificial que brinde a los microorganismos todos los requerimientos nutricionales para

desarrollarse. Este ambiente artificial se denomina medio de cultivo.

Los medios de cultivo son ambientes nutritivos, naturales o artificiales, que pueden ser
liquidos, sélidos o semisodlidos, que le proveen al microorganismo todos los requerimientos
necesarios para su crecimiento y multiplicacion y deben aproximarse lo mas posible a su

hébitat natural o nicho ecoldgico.

Medio de cultivo es toda preparacion artificial, sélida, semisélida o liquida que suministra
al microorganismo cada una de las sustancias fundamentales, una fuente de energia y

condiciones ambientales adecuadas para la sintesis y mantenimiento de su protoplasma.

Cultivos: son las poblaciones de microorganismos que se obtienen en los medios de cultivo.

Los cultivos pueden ser:

1) Puros o axénicos: cuando la poblacién esta constituida por una Unica clase de
microorganismaos.
2) Mixtos: cuando la poblacion esta constituida por mas de una clase de

microorganismos.
Componentes de un medio de cultivo
Un medio de cultivo esté integrado por:

- Macronutrientes: elementos que se necesitan en cantidades relativamente importantes
(C,H,N,OyP).

- Micronutrientes: elementos necesarios en menores concentraciones (K, S, Ca, Fe y Mg)
- Oligonutrientes: se encuentran en cantidades de trazas (Mn, Zn, Co, Ni, Moy Cu)

- Factores de crecimiento: algunos microorganismos pueden requerir para el crecimiento
pequefias cantidades de compuestos organicos, ya que son incapaces de sintetizarlos a
partir de los nutrientes disponibles. Tales compuestos cumplen roles especificos en la

biosintesis. Ej. purinas y pirimidinas, aminoacidos, vitaminas, etc.
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- Agentes solidificantes: Su agregado al medio de cultivo es opcional. El mas usado es el
agar, un polisacarido acido derivado de algas marinas. Se agrega al 1,5-2,0% en medios de
consistencia normal, al 0,2-03% en medios semisélidos o blandos, al 5% en medios de
consistencia muy firme para detener el crecimiento de gérmenes muy mdviles, y al 0%
cuando se preparan medios liquidos (caldos). El agar funde a 80-100 °C y permanece
liquido hasta 50-55 °C. A 45-55 °C se pueden agregar suspensiones de células sin afectar la
viabilidad de las mismas. Permanece solido a 37 °C, temperatura de incubacion de la
mayoria de las bacterias patégenas del hombre. No es téxico para las bacterias, ni es
degradado por éstas. Permite el aislamiento de colonias, que son poblaciones de
microorganismos derivadas de una Unica célula, y que pueden ser obtenidas sé6lo en medios
de cultivo sélido. Ademas, es transparente, lo que facilita la visualizacion de las colonias.
Otros solidificantes que pueden emplearse son: agarosa, silicagel, gelatina, albumina de
huevo.

- Agua: El agua representa una altisima proporcion (80-90%) del peso total de una célula 'y
es fundamental para la realizacion de todos los procesos metabolicos, funciones
enzimaticas, solvatacion de materiales organicos e inorganicos, donacién de electrones para
organismos fotosintéticos. Los medios de cultivo se preparan en el laboratorio con agua
destilada lo que estandariza su composicion y asegura la ausencia de iones Ca?*y Mg?* que

pueden precipitar con fosfatos o generar reacciones indeseables.
Parametros fisico-quimicos que afectan el crecimiento

La composicion del medio de cultivo no es la Unica condicién necesaria para un buen

cultivo microbiano. También hay que tener en cuenta:

1- Temperatura: La temperatura se regula en camaras de cultivo adecuadas, las méas
comunes son las estufas de incubacion. Segun el requerimiento de temperatura los
microorganismos se pueden clasificar en:

psicrofilos: crecen a temperaturas inferiores a 20 °C
mesofilos: patégenos para el hombre, crecen entre 18-45 °C
termofilos: crecen a mas de 45 °C.
2- Presién osmatica: La mayoria de las bacterias son muy tolerantes a las variaciones de

presién osmoética porque poseen paredes celulares rigidas, pero se debe adicionar NaCl
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a los medios de cultivo que tienen agregados de sangre, en los cuales si no se regula la
presibn osmotica se hemolizan rapidamente los eritrocitos y no se podria apreciar una
reaccion hemolitica. Ademéas es necesario el agregado de NaCl en los medios para
bacterias halofilicas que necesitan concentracion salina muy elevada.

3- Condiciones atmosféricas: segun sus requerimientos de O las bacterias se clasifican
en:

- Aerobias estrictas: requieren oxigeno para crecer. Metabolismo respiratorio.

- Microaerofilos: necesitan bajas tensiones de O; y una atmdsfera enriquecida en CO..

Pueden realizar respiracion aerobia.

- Anaerobios obligados: el O; les resulta toxico. Crecen en medios muy reducidos (sin O2).

Metabolismo fermentativo.

- Anaerobios aerotolerantes: crecen en ausencia de O, (metabolismo fermentativo) y

cuando son expuestos al O, ho mueren.

- Anaerobios facultativos: pueden crecer en condiciones aerobias (metabolismo

respiratorio) como anaerobias (metabolismo fermentativo).

4- Humedad: todas las bacterias necesitan un ambiente mucho mas himedo para su
desarrollo que los hongos. En condiciones ambientales adversas, algunas especies
producen estructuras de resistencia a la desecacion llamadas esporas que permanecen
viables durante tiempos prolongados hasta que el ambiente sea propicio para la
germinacion.

5- Luz: es importante para los microorganismos fotosintéticos.

6- pH: Los medios de cultivo se ajustan a diversos grados de acidez o alcalinidad segun el
pH que convenga a los microorganismos que se van a cultivar. La mayoria de las
bacterias crecen en medio neutro o ligeramente alcalino (7-7,6). Las excepciones son los
lactobacilos (pH 5, acidodfilos). Los hongos crecen a pH menor que 7. Para medir el pH se
emplean diferentes métodos como las cintas de pH o el peachimetro y se ajusta al valor

deseado con soluciones acidas (HCI) o alcalinas (NaOH).

Clasificacion de los medios de cultivo

Existen medios de cultivo que se utilizan para un fin determinado, por ejemplo:
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1-

Medios de conservacion o transporte: Se utilizan so6lo en aquellos casos en que no se
puede realizar el cultivo inmediatamente de tomada la muestra, poseen un minimo aporte
de nutrientes que permiten la recuperacion de los organismos sin que haya replicacion.
Ej. Medio Stuart, medio Cary-Blair.

Medios de enriquecimiento: Son medios liquidos que cumplen con la condicién de ser
adecuado para el organismo que se trata de enriquecer y que sea tan inapropiado como
sea posible para el crecimiento de otros microorganismos.

Medios enriquecidos: Son medios de cultivo comunes (sélidos) a los que se les agregan
sustancias nutritivas como azlcares, sangre, vitaminas, suero, etc. Se utilizan para
obtener una cosecha microbiana abundante, un crecimiento mas rapido o permitir el
desarrollo de ciertos microorganismos que en medios comunes no desarrollan. Ej. agar
sangre, agar chocolate.

Medios no selectivos: No llevan sustancias inhibidoras, en ellos desarrollan todos los
microorganismos que puedan subsistir a partir de los nutrientes que poseen. Ej. agar
nutritivo.

Medios selectivos: Ademas de los componentes comunes de todos los medios de
cultivo, llevan por lo general un indicador de pH (rojo neutro, rojo fenol), y sustancias
inhibidoras (cristal violeta, azul de metileno, sales biliares). Son medios que permiten el
desarrollo de un determinado grupo de microorganismos e impide el desarrollo de los
demas. Ej. Medio Mac Conkey, lleva como inhibidores cristal violeta y sales biliares, y
como indicador de pH rojo neutro.

Medios diferenciales: Son aquellos que poseen en su composicién alguna sustancia
gue al desarrollar la bacteria en estudio y producir su metabolismo da origen a una
coloracién que es caracteristica de esa especie bacteriana, o bien pone en evidencia una
0 mas pruebas bioquimicas caracteristicas como pueden ser movilidad, licuacion de la
gelatina, fermentacion de algun azucar, etc. Ej. TSI (Triple Sugar Iron).

Medios selectivos y diferenciales: Es una combinacién de los dos anteriores. La
composicion del medio permite el desarrollo de una bacteria o tipo bacteriano y al mismo
tiempo se produce alguna prueba metabdlica 6 coloracion caracteristica del

microorganismo. Ej. EMB (Eosin Methylene Blue).
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ACTIVIDADES A DESARROLLAR

Esterilizacion

Se realizara de manera demostrativa la preparacion de distintos materiales de vidrio para
su esterilizacién en autoclave, el manejo del autoclave y equipo de filtracion a escala de

laboratorio.
Medios de cultivo

Se preparardn medios de cultivo que serdn utilizados en los Trabajos Précticos

posteriores.
Procedimiento

1) Pesada de los componentes en una balanza analitica calibrada

2) Disolucion (rehidratacion) con agua destilada al volumen necesario.

3) Medicion y ajuste del pH: Verificar el pH a temperatura ambiente utilizando tiras de
pH. En caso de ser necesario ajustar con NaOH o HCI al valor recomendado para
cada medio de cultivo.

4) Fundir a la llama el medio hidratado: este paso es requerido para los medios de
cultivo sélidos (que contienen un solidificante como por ejemplo agar).

5) Esterilizar por autoclave.
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TRABAJO PRACTICO N° 2

DIVERSIDAD MICROBIANA, SIEMBRA, CULTIVO E IDENTIFICACION DE
MICROORGANISMOS

OBJETIVOS

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

2) Coordinar la operativa de trabajo en el laboratorio en condiciones de esterilidad y las
normas de seguridad.

3) Sembrar diferentes muestras en medios de cultivos liquidos y solidos.

4) Observar los microorganismos en forma directa, por microscopia y coloraciones.

5) Evidenciar el metabolismo microbiano mediante la interpretacion de pruebas

bioquimicas.
INTRODUCCION TEORICA

La microbiologia es el estudio de los microorganismos, grupo grande y diverso de formas
de vida libre que existen como células aisladas o formando grupos. Asi pues, las células
microbianas son diferentes de las células de los animales y las plantas que son incapaces
de vivir aisladas en la naturaleza, en vista de que Unicamente pueden sobrevivir como parte
de organismos multicelulares. Todas las células contienen proteinas, acidos nucleicos,
lipidos y polisacéaridos. Debido a que estos componentes quimicos son comunes a todo el
mundo vivo, se piensa que todas las células descienden de 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 pueden dividirse para su estudio en cinco grupos principales: algas,
hongos, protozoarios, bacterias y virus. Estos cinco grupos pueden dividirse a su vez segun
su organizacion celular en eucariotas (algas, hongos y protozoarios) y procariotas

(bacterias); los virus no presentan estructura celular.
DIVERSIDAD MICROBIANA-LA COLUMNA DE WINOGRADSKY

Bacterias y Archaeas (procariotas), exhiben una diversidad metabdlica tan sorprendente

gue dificilmente podremos encontrarla en animales, plantas, hongos u otros organismos
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"superiores" (eucariotas). Los procariotas mantienen su sistema biologico utilizando y

reciclando, unay otra vez, todos los elementos minerales necesarios para su soporte vital.

Toda la vida sobre la Tierra podria clasificarse en funcién de las fuentes de carbono y
energia de las que depende cada organismo: la energia puede obtenerse de reacciones
luminosas (fotétrofos) o de la oxidacion quimica de compuestos organicos o inorganicos
(quimidtrofos); el carbono para la sintesis celular puede obtenerse del CO, (autétrofos) o de
compuestos organicos preformados (heterotrofos). Combinando estas categorias tendremos
las cuatro estrategias basicas de los seres vivos: fotoautotrofos (plantas), quimioheterétrofos
(animales, hongos), fotoheterotrofos y quimioautétrofos. Sélo entre las bacterias se pueden

encontrar estas cuatro estrategias basicas de la vida.

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 microbiélogos como Louis Pasteur o Robert Koch,
estos investigadores se centraron en estudiar las relaciones entre diferentes tipos de

microorganismos en comunidades mixtas.

La columna de Winogradsky es una demostracion clasica de como
los microorganismos ocupan "microespacios"” altamente especificos
de acuerdo con sus tolerancias medioambientales y sus
necesidades vitales (requerimientos de carbono y energia),
ademas, ilustra como diferentes microorganismos desarrollan sus
ciclos, y la interdependencia que llega a existir entre ellos (las
actividades de un microorganismo permite crecer a otro y
viceversa). Esta columna es un sistema completo y autbnomo de

reciclamiento mantenido sélo por la energia de la luz (Figura 5).

Figura 5. Columna de Winogradsky

Procedimiento para el armado de la columna de Winogradsky
1- Colectar tierra o barro de un arroyo, lago, pantano o costa de rio (aproximadamente
100-150 gr de sedimento superficial o subsuperficial) y suficiente agua de la misma

fuente para armar la columna.
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2- Remover las piedras, ramas o particulas grandes del material en estudio. Mezclarlo
con 5 gr de cada una de las siguientes sales: CaCOs, CaSOQa, aserrin y papel de filtro
0 papel de diario finamente cortado.

3- 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 y afiadir suficiente
liguido (agua de estanque, rio o acequia) 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.

4- Colocar 3 0 4 portaobjetos en una posicion vertical sobre el sustrato inclinados contra
la pared del recipiente.

5- Marcar el nivel de agua y cubrir la boca de la probeta con una envoltura plastica para
reducir la evaporacion. Puede ser necesario reponer agua para mantener el nivel
original.

6- Incubar a temperatura ambiente cerca de una ventana para que reciba una adecuada

cantidad de luz, pero no excesiva (4-6 semanas).

Microbiologia de la columna de Winogradsky

A lo largo de la columna se desarrollan diversos organismos. En la zona inferior de la
misma encontramos organismos que desarrollan procesos fermentativos que producen
alcohol y acidos grasos como subproductos de su metabolismo. Estos productos de
"desecho" son a su vez el sustrato para el desarrollo de bacterias reductoras de sulfato.
Como resultado se liberan sulfuros que difunden a la zona superior oxigenada creando un

gradiente en el que se desarrollan bacterias fotosintéticas que utilizan el azufre.

Por encima de esta zona pueden desarrollarse las bacterias purpuras que no utilizan el
azufre. Cianobacterias y algas crecen en la parte superior y liberan oxigeno que mantiene

aerobia esta zona (Figura 6).

Entre cuatro y seis semanas después de su instalacion, la columna debe estabilizarse en
tres ambientes basicos distintos en los que se desarrollaran comunidades bacterianas
especificas en funciéon de sus requisitos medioambientales. Comenzando desde la parte

mas profunda de la columna.
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Gradientes quimicos

R

Figura 6. Columna de Winogradsky. Esquema de una columna tipica.
Nota: Adaptado de “La columna bioelectrogénica: una herramienta para introducir
conceptos de ecologia microbiana y electroquimica en la educacion secundaria”.
(p. 531), 2015.
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SIEMBRAY AISLAMIENTO DE LOS MICROORGANISMOS

Para introducirnos en el estudio de las técnicas de cultivo de bacterias, es necesario

definir los siguientes términos:

Siembra: Es el acto de transferir un microorganismo desde su habitat natural o nicho
ecoldgico a un medio de cultivo adecuado, elegido de acuerdo a sus exigencias vitales, que
permita asi su desarrollo y multiplicacion si se lo coloca a una temperatura adecuada

durante un tiempo conveniente.

Las siembras pueden efectuarse a partir de distintos materiales tales como tierra, aire,

agua, alimentos, o distintos materiales biol6gicos (esputo, orina, etc.)

La finalidad de la siembra en los medios de cultivo puede ser:
v Repique o transplante

v Aislamiento

Repique o trasplante: Es el acto de transferir un microorganismo desde un medio de
cultivo a otro medio de cultivo. El material que se siembra contiene una especie bacteriana y
su objeto es renovar el medio de cultivo, ya sea para perpetuar la especie o para conocer

algunas de sus propiedades biolégicas o culturales.

Aislamiento: Consiste en una serie de técnicas realizadas a partir de un cultivo mixto
(constituido por mas de una especie bacteriana), con el fin de obtener colonias lo mas

separadas posibles obteniendo a partir de ellas cultivos puros.

Cultivo puro: Es una poblacion de células derivadas todas ellas de una Unica célula. La

obtencién de un cultivo puro es en realidad una condicién artificial impuesta en el laboratorio.
Técnica aséptica

Para sembrar un cultivo bacteriano en un medio estéril, un cierto nUmero de células: el
indculo, se transfieren (o inoculan) al medio con precauciones especiales para conservar la

pureza del cultivo.
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En el procedimiento de siembra, el ansa de cultivo, debe calentarse al rojo sobre la llama
(esterilizacion por calor seco) inmediatamente antes y después de hacer la transferencia, ya
sea por siembra o repique. Este calentamiento destruye cualquier forma de vida sobre la
superficie del ansa. Se mantiene el ansa hacia abajo, sobre la llama, para calentarla en su
totalidad incluyendo la parte inferior del mango. Se debe mantener el tubo en la mano

izquierda y se sostiene el tapdn entre los dedos de la mano derecha.

Precaucién: no debe depositarse nunca el tapdn sobre la mesa de trabajo y la parte del
tapon que se introduce en el tubo no debe entrar en contacto con la piel ni objeto alguno, a

fin de evitar posibles contaminaciones.

Mantener el tubo en forma horizontal lo mas cerca posible del mechero durante la
transferencia. Las bocas de los tubos de donde tomamos los cultivos y las de aquellos que
van a ser transferidos, se deben flamear antes y después de que el ansa sea introducida y
retirada. Ademas de destruir cualquier organismo del borde del tubo, el flameado tiende a

crear corrientes de conveccién hacia fuera, disminuyendo asi el riesgo de contaminacion.

Los elementos utilizados pueden ser ansas (recta o en anillo), pipetas (Pasteur rectas,
Pasteur a bolas o graduadas), espatula de Drigalsky o hisopos estériles (para sembrar
superficies grandes como cajas de Petri o botellas de Roux). Cualquiera de estos elementos
debe elegirse segun el tamafo y el estado fisico del indculo. Por ejemplo, si es pequefio
(liquido o sdlido) usaremos el ansa recta (por puncién o picadura vertical) en cambio si es
abundante y liquido, una pipeta, y si es sélido el ansa en anillo (agotamiento por estrias).
Los medios de cultivo a sembrar pueden ser caldos liquidos (incoloros, coloreados, para

observar la produccién de gas con campanita de Durham), o sélidos (contienen agar).
Técnicas para siembras y repiques
1. Siembraen medios liquidos: (caldo, agua peptonada, medio mineral de fosfato)

Una manera sencilla de obtener cultivos bacterianos es cultivarlos en medios liquidos en
un tubo de ensayo. Los medios transparentes se pueden sembrar con ansa recta, en anillo,

o bien con pipetas estériles tratando de transportar poco inéculo.
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2. Siembra en medios sdlidos:

2.1.

2.2.

2.3.
23.1

2.3.2.

En medios inclinados: (pico de flauta). El agar inclinado es simplemente un tubo
de ensayo conteniendo un medio con agar que, durante su enfriamiento, se colocé
inclinado. Para sembrar se mueve el ansa suavemente sobre la superficie del
agar, con un movimiento trazando estrias a intervalos de pocos milimetros
empezando por abajo y llegando a la parte superior del tubo, teniendo cuidado de
no dafar el agar. Se debe sembrar siguiendo las indicaciones de técnica aséptica.
Una vez sembrado el tubo, rotular e incubar.

En tubos de ensayo por puncién o picadura vertical: Se utiliza un ansa recta,
con el in6culo microbiano, se introduce rdpidamente en el seno del medio fresco.
Hecho esto, se retira el ansa rapidamente, se flamea la boca del tubo y se tapa.
Se esteriliza el ansa. Se rotulan e incuban los tubos recién sembrados. El
desarrollo se producira a lo largo de la picadura. Esta técnica sirve para conocer,
en especial, si un microorganismo es mévil o0 no cuando se usan medios al
0,3-0,5% de agar.

En placas de agar (placas de Petri):

. Por agotamiento o diseminacién en estrias: Se utilizan placas de Petri que
contienen de 12 a 15 ml de medio de cultivo solidificado. Se puede sembrar
con hisopo o ansa en anillo trazando estrias. Otro elemento que puede
emplearse es la espatula de Drigalsky. Una vez sembrada la placa,
previamente rotulada, llevar a estufa en posicion invertida e incubar.

Por placa vertida o difusion: En este caso el in6culo microbiano se adiciona
al medio de cultivo agarizado a una temperatura de 40-45 °C. Se vierte en la
placa, se espera que solidifique y luego se rotula e incuba en posicion

invertida.

Aislamiento

Se real

iza siempre en un medio sélido contenido en placas de petri y consiste en obtener

colonias bien separadas. Generalmente se utiliza el método por agotamiento explicado en el

apartado anterior.
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Sistema de incubacion para bacterias anaerobias

Para el aislamiento de estos microorganismos es conveniente utilizar placas de agar

sangre, agar tioglicolato, agar chocolate que luego requieren sistemas de incubacién
especiales como:

v Camaras anaerobias: Para grandes cantidades de
muestras.

v Jarras de anaerobiosis: Cuando el volumen de trabajo

es menor (Figura 7).

v Bolsas anaerobias: tienen capacidad para 1 o 2 placas.

Figura 7. Jarra de anaerobiosis

CARACTERISTICAS CULTURALES DEL CRECIMIENTO

El conocimiento de las caracteristicas culturales del crecimiento bacteriano en
determinados medios de cultivo es importante para la identificacion de un cultivo
desconocido. Con el objeto de determinar las caracteristicas del crecimiento de un cultivo

puro es muy comun observar los siguientes tipos de cultivos:

1. En medios sélidos (medios agarizados)
v en agar semisolido: crecimiento con o sin movilidad
v en agar nutritivo inclinado: desarrollo abundante, escaso o negativo
v en placa de Petrii Toda especie bacteriana forma un tipo caracteristico de
agrupacion llamada colonia. Una colonia es la progenie de una sola célula al
proliferar en un medio de cultivo sélido. Dichas colonias se diferencian por su
tamafio, forma, altura o elevacién, margen o borde, pigmentacion (color) y grado de

adherencia al medio (consistencia) segun se observa en la Figura 8.
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Figura 8. Caracteristicas morfolégicas de las colonias microbianas.

IMPORTANTE: No se forman colonias en medios de cultivo liquidos!

2. En medios liquidos (caldos):
e Cantidad: escaso, moderado o abundante.
e Distribucién del crecimiento en el caldo: uniformemente distribuido, crecimiento
en la superficie del caldo como una pelicula o acumulado en el fondo como
sedimento, el cual puede ser granular o viscoso.

e Olor: putrido, a frutas, aromatico o despreciable.

COLORACIONES

La observaciéon de los microorganismos puede realizarse, utilizando un microscopio

Optico con al aumento apropiado segun el caso, de dos formas:

v Vivos sin tefiir (examenes en fresco)

v/ Tefidos con colorantes

1. Ex&menes en fresco: los microorganismos no se tifien y esto permite:
v Establecer si estan vivos
v Visualizar si son moviles

v/ Realizar recuentos
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Se coloca una gota de una suspension microbiana sobre un portaobjeto de vidrio y luego

se coloca sobre la gota un cubreobjetos de plastico.

2. Tinciones: los microorganismos se fijan, con lo cual mueren, y luego son coloreados
por distintas técnicas con el proposito de:
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.

v Obtener mayores amplificaciones con el empleo del objetivo de inmersion del

microscopio.

Pasos a seguir en una coloracion o tincion

1- Preparacién del material que se va a colorear se puede llevar a cabo realizando: frotis,

extendido o impronta.

v Frotis: se realiza colocando una ansada de cultivo liquido en el centro de un
portaobjeto bien limpio; si el examen se debe efectuar desde un cultivo sélido,
colocar previamente sobre el portaobjeto una gota de solucion fisiolégica y sobre
ella emulsionar perfectamente el in6culo, de manera de lograr una pelicula

delgada y uniforme (Figura 9).

v Extendido: Se coloca en un extremo del portaobjetos una gota del colorante
(tinta china) y se emulsiona sobre dicha gota la suspensién de gérmenes. Con
otro portaobjeto colocado a 45° se extiende la preparacion. El aspecto debe ser
liso y nivelado. Se realiza esta técnica para visualizar la céapsula en

microorganismos que la poseen.

v Impronta: con un hisopo se presiona la zona que se desea estudiar (por ej.
boca, encias, garganta, etc.) y luego se presiona suavemente sobre el
portaobjetos. Este método se emplea para diferenciar distintas agrupaciones
celulares (por ej. estreptococos de estafilococos) o agrupaciones en empalizada

del bacilo de la difteria.
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2-

Secado: cualquiera sea el método seguido en la preparacion, el segundo paso a seguir
es el secado. Este se puede realizar secando el preparado al aire, a temperatura

ambiente, o bien manteniéndolo encima de la llama del mechero.

Fijacion: el calor es el agente fijador mas cominmente empleado, también se pueden
emplear algunos agentes como el alcohol y varios compuestos quimicos. Para fijar el
preparado utilizando el calor, se lo toma desde un extremo, y se lo pasa tres veces
rapidamente por la llama del mechero. Dejarlo enfriar antes de proceder a la coloracion.
La capa de células debe estar siempre hacia arriba cuando se fija el preparado. El
propésito de la fijacion es matar a los microorganismos, coagular el protoplasma de la
célula y adherirse al portaobjetos, si no se fijase la capa de células se lavaria durante el

proceso de tincion.

Nota: los portaobjetos utilizados para coloraciones deben estar perfectamente limpios y

desengrasados, para eso se los mantiene en alcohol de 95° hasta el momento de su uso.

Deben ser en lo posible nuevos y no presentar rayaduras que puedan confundir la

observacion.

Tipos de coloraciones

v

Coloracién simple: utiliza un solo colorante y permite observar forma y tamafo de

las bacterias.

v

Coloraciones diferenciales: se basa en la reaccion diferencial de los

microorganismos y/o sus estructuras, segun su diferente composicion. Ejemplos: coloracion

de Gram, Moeller, Ziehl-Neelsen, etc.
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Frotis desde un Frotis desde un
cultivo sélido cultivo liquido

/
ansa en
p anillo

1) colocar una gota de agua en el 1) colocar una ansada del cultivo
centro del portaobjetos liquido en el centro del portachjetos

2) mezclar una pequeiia cantidad de cultivo 2) frotar y extender hasta
con la gota y extender en una capa delgada lograr una capa delgada

=

3) secar al aire el frotis

[ @

et

Y,

4} fijar la muestra pasando el portaobjetos
a traves de la llama tres veces

Figura 9. Preparacién del frotis para colorear. Nota. Imdgen modificada de dominio

publico: https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Rozmaz.svg User: Macedo

Coloracién diferencial de Gram

Se utilizan 2 colorantes y una etapa de decoloracion entre ambos. Permite diferenciar los
microorganismos en 2 grandes grupos, Gram positivos y Gram negativos, segun la
composicién quimica de su pared y estd ampliamente difundida en el ambito de la

Microbiologia.

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

2) Cubrir la preparacién con cristal violeta y dejar actuar 2 minutos.
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3) Escurrir el colorante y tratar con lugol durante un minuto. Volcar.

4) Decolorar con alcohol o alcohol-acetona.

5) Lavar con agua corriente y efectuar la coloracién de fondo con la fucsina 1/10. Dejar
actuar durante un minuto.

6) Lavar. Secar. Colocar una gota de aceite mineral y observar al microscopio con el

objetivo de inmersién 100X.

Interpretacion: Las bacterias Gram positivas se observan violetas y las Gram

negativas rojas.
METABOLISMO MICROBIANO-PRUEBAS BIOQUIMICAS

Todas las actividades de la célula bacteriana se realizan a través de enzimas. Realizando
una serie de pruebas, denominadas pruebas bioquimicas, podemos establecer un patrén de
actividad, el cual nos refleja la composicion enzimatica del microorganismo, y ademas nos
puede ayudar en la identificacion y diferenciacion de un microorganismo dado entre otras

especies estrechamente relacionadas.
 Pruebade Indol-Movilidad-Produccion de SH;

Medio: SIM

Es un medio semisdlido destinado a evaluar tres caracteristicas del microorganismo en

estudio:

1) Por su caracter semisolido, permite observar la movilidad
2) Permite corroborar la formacion de sulfuro de hidrégeno (SH>)

3) Permite verificar la produccion de indol.

Formula (en gramos por litro)

Tripteina ....ccoevveeeeecce e 20,0¢g
Peptona........cccocovviviiiiiiieee 6,19
Sulfato de hierro y amonio...... 0,29
Tiosulfato de sodio..................... 0,29
AQA .o 3,59

-pH final: 7.3 £ 0.2-
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Fundamento

Las cepas mdviles pueden apreciarse en este medio por la turbidez que producen
alrededor de la puncién de siembra, mientras que aquellas cepas productoras de sulfhidrico
se distinguen por la formacién de un precipitado negro de sulfuro de hierro a partir del

tiosulfato siempre que el medio se mantenga a un pH mayor a 7,2.

El triptéfano es un aminoacido constituyente de muchas peptonas, y particularmente
de la tripteina, que puede ser oxidado por algunas bacterias para formar indol. En el proceso
interviene un conjunto de enzimas llamado triptofanasa. El indol producido se combina con

el aldehido del reactivo de Kovacs para dar un compuesto de color rojo.
Incubacién y revelado

Luego de transferir el indculo, incubar 24 h a 35 °C. Primero interpretar si la bacteria
es movii o no y luego afiadir al tubo unas gotas del reactivo de Kovacs
(p-dimetilaminobenzaldehido en solucion acido-alcohdlica) para reconocer la produccion de

indol.

Interpretacion de los resultados

1) Movilidad:

- Cepas moviles: producen turbidez del medio alrededor de la puncién de siembra.
- Cepas inmoviles: la linea de puncidn se observa nitida.

2) Produccién de SHz:

- SH; positivas: ennegrecimiento del medio a lo largo de la linea de siembra.

- SHz negativas: sin cambio de color.

3) Produccion de indol:

- Indol positivas: al ser reveladas con Kovacs se forma anillo rojo en la superficie.

- Indol negativas: sin cambio de color luego del agregado del reactivo.

 Pruebacon Agar triple AzlGcar Hierro (TSI)

Fundamento: el principio de esta prueba es determinar la capacidad de un microorganismo

para:
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1) fermentar uno o mas de los tres hidratos de carbono que se encuentran incluido en el
medio de cultivo (glucosa, lactosa y sacarosa).

2) la posible produccién de HS.

3) producir gas.

Estas son caracteristicas de los grupos, géneros o especies bacterianas que permiten, sobre

todo entre la familia Enterobacteriaceae, determinar el género de la bacteria en estudio.
Incubacién: Inocular el microorganismo a estudiar y luego, incubar 24 h a 35 °C.

Interpretacion de los resultados
1) Fermentacion de azlcares:
- No fermentadores: el tubo se mantiene rojo o se torna rosado.
- Fermentan solo glucosa: fondo amarillo (acido), pico rojo (alcalino).
- Fermentan los tres azucares: fondo y pico amarillo.
2) Produccién de SHz:
- SH; positivas: ennegrecimiento del medio en el fondo.
- SH: negativas: sin precipitado.
3) Produccion de gas:
- Producen gas: se observan burbujas de aire.

- No producen gas: sin burbujas.

v Pruebade utilizacién del citrato
Medio citratado de Simmons:

Formula en gramos por litro

MgSOa4 0,29
NaCl ..o 50
NHH2PO, 1g
KoHPOA ... 1g
Citrato de Na..........ccccceeeenee. 29
Azul de bromotimol.............. 29
Adar......coviiiiieeee 15¢
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Fundamento: este medio de cultivo diferencial permite determinar si un microorganismo es
capaz de utilizar citrato como Unica fuente de carbono. Esto ocurre solo en aquellas
bacterias de la enzima citrato permeasa.

Incubacién e Interpretacion: Luego de transferir el inéculo incubar el tubo 18 a 24 h a 37
°C. El medio es de color verde, si el microorganismo usa el citrato el azul de bromotimol

(indicador de pH) presente en el medio vira al azul por liberacién de compuestos alcalinos.

IDENTIFICACION MICROBIANA-MANUAL BERGEY

El principal objetivo del manual es asistir a la identificacién fenotipica y genotipica de las
bacterias, pero ademas el otro objetivo es indicar las relaciones que existen entre las
distintas clases de bacterias. Los métodos de biologia molecular hacen posible intentar una

clasificacion de las bacterias basadas en sus relaciones mutuas.
ACTIVIDADES A DESARROLLAR

En todos los trabajos practicos que se realicen en condiciones de esterilidad se debe, en
primer lugar, limpiar el area de trabajo de la mesada con alguna sustancia desinfectante

(alcohol al 70% o alcohol yodado) y encender el mechero.
Diversidad microbiana

1) Columna de Winogradsky
Se observaran columnas de Winogradsky previamente preparadas por los docentes con

el fin de alcanzar mayor comprension del contenido tedrico.

2) Muestreo ambiental: Exponer placas de petri con agar nutritivo en el laboratorio en

diferentes lugares durante distintos tiempos.
Siembra, trasplante y aislamiento

1) Siembra (muestras de tierra, mano y mesada)
1.a. Por placa vertida (siembra por difusion)
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).
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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) Incubar boca abajo (placa invertida).
Un método alternativo muy usado es colocar el volumen de muestra dentro del tubo y

continuar a partir del paso 3.

1.b. Por estrias en caja de Petri (siembra por agotamiento)

1) Preparar placas de Petri con agar nutritivo u otros medios (selectivos y no
selectivos), estériles.

2) Luego que el medio solidifique, secar las placas invertidas en estufa a 37 °C.

3) Utilizar un hisopo estéril para obtener una muestra (mano o mesada)
embebiendo previamente el hisopo en solucién fisioldgica.

4) Sembrar formando estrias por toda la placa de Petri.

5) Rotular e incubar 24 h a 37 °C.

2) Trasplante por estrias en tubos con agar inclinado (pico de flauta de ANI, AS) y
aislamiento por agotamiento en placa de Petri
1) Flamear al rojo vivo el ansa en anillo .
2) Obtener indculo (a partir de las cepas entregadas por el profesor) destapando el
tubo y flameando la boca del mismo.
3) Apoyar el ansa sobre la superficie del agar y estriar en toda la superficie.
Flamear y cerrar el tubo
4) Flamear el ansa nuevamente.
5) Rotular e incubar el tubo 24 h a 37 °C.
6) Efectuar el mismo procedimiento para realizar el aislamiento en una placa de

Petri con un medio de cultivo selectivo (EMB o MS).
Pruebas bioquimicas

1) Por puncién o picadura vertical (SIM)

1) Obtenerinéculo como se describe en el punto anterior utilizando un ansa recta
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2) En el tubo SIM, punzar cuidadosamente en el centro del tubo hasta el fondo y
retirar el ansa cuidadosamente tratando de recorrer el mismo camino que el
recorrido para la inoculacion.

3) Flamear el ansa.

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

2) Por puncién y estrias (TSI): Utilizando un ansa recta, realizar el procedimiento
anterior en el tubo de TSI, solo que en el punto 2 realizar puncion en el fondo del
tubo y estrias en la porcién de agar inclinado.

3) Por estrias (Citrato): En este caso utilizar un ansa en anillo y estriar el in6culo en la

porcion inclinada del tubo.

Caracteristicas culturales del crecimiento: Luego del periodo de incubacion, observar la
morfologia de las colonias formadas en las placa y las caracteristicas del crecimiento en

tubo y caldo.
Examen en fresco y tincién de Gram:

1) Realizar un examen en fresco de algin microorganismo de interés.
2) Preparar sobre un portaobjeto un frotis y efectuar la tincién de Gram de acuerdo a los

procedimientos descritos en la introduccion tedrica.
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TRABAJO PRACTICO N° 3

IDENTIFICACION GENOTIPICA DE MICROORGANISMOS

OBJETIVOS

1) Extraer material genético de un cultivo microbiano.

2) Amplificar material genético para identificacion y caracterizacibon de un
microorganismo.

3) Analizar la aplicaciébn de las distintas técnicas moleculares (PCR, PCR-RFLP,

RAPD-PCR, rep-PCR, DGGE, FISH) para la caracterizacion de microorganismos.

INTRODUCCION TEORICA

Una de las tareas fundamentales del laboratorio de microbiologia es la aplicacién de una
metodologia precisa que permita la identificacion de los microorganismos implicados no sélo
en procesos clinicos asociados a infecciones en el hombre, sino también aquellos que

presenten una ventaja desde el punto de vista biotecnolégico o ambiental.

Con el objetivo de identificar el agente etiolégico responsable de un proceso infeccioso,
conocer las implicaciones patogénicas, es importante poder determinar el género y la
especie en un aislamiento microbiano. Esto permitira finalmente aplicar una terapia

antimicrobiana eficaz, pilar fundamental en la préactica de la microbiologia clinica.

Los métodos de tipificacién se clasifican en dos grandes grupos: fenotipicos, basados en
caracteristicas fisioldgicas o bioguimicas y genotipicos, basados en el estudio del ADN. Los
métodos fenotipicos de tipificacion son menos reproducibles y poseen menor poder de
discriminacion que los métodos genotipicos. Ello se debe a que la expresion de un caracter
fenotipico es el resultado de la interaccion del genotipo con el ambiente y, por tanto, es
susceptible de modificarse cuando las condiciones ambientales varian. Por lo tanto, la
identificacion fenotipica de los microorganismos presenta problemas porque no todas las
cepas de una misma especie muestran caracteristicas homogéneas o una misma cepa
puede generar diferentes patrones en ensayos repetidos. Debido a esto, se han propuesto
los métodos moleculares como procedimientos complementarios, alternativos o incluso de

referencia a los fenotipicos. En la década de los 80, comenzé la busqueda de genes
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estables que permitieran establecer relaciones filogenéticas entre las bacterias, como los
genes que codifican para las subunidades ribosémicas 5S, 16S, 23S y sus espacios
intergénicos. En la taxonomia bacteriana, el analisis de la secuencia génica del ARNr 16S es
la herramienta mas ampliamente utilizada. Este marcador housekeeping es un gen que esta
presente en todas las bacterias. Se presenta como una familia de multigenes u operones
cuya funcién no se modifica con el tiempo y actia como un marcador eficiente de evolucién
con un tamafio adecuado para realizar el andlisis. El ARNr 16S ademas de ser util para la
deteccién de bacterias, proporciona informacion util y rapida sobre su identificacion y
filogenia mediante la comparacién con bases de datos publicas que contienen un amplio
numero de secuencias bacterianas. Por lo tanto, la identificacion mediante el ARNr 16S se

fundamenta en su secuencia (Figura 10).

Muestra ambiental
Y
: ™~
Extraccion de ADN / /-’
Ol
, ,/
Mezcla de los componentes ,\/'
de la reaccion de amplificacion 6/
Amplificacion del ADNr 165
(completo o parcial) \
Secuenciacion del amplicon
l I T
Analisis de la secuencia ~
- Correccion de errores .
- Comparacion con otras secuencias N
- Trazado del arbol filogenético -

Figura 10. Etapas a seguir para la identificacion bacteriana mediante secuenciacion
del ADNr 16S. Nota: Adaptado de ldentificacién bacteriana mediante secuenciacion
del ARNr 16S: fundamento, metodologia y aplicaciones en microbiologia clinica. (p.
241), 2004.
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Posteriormente, gracias a los avances tecnoldgicos en las técnicas de secuenciacion, han
comenzado a utilizarse genes cuya secuencia permite una mayor precisibn o una
diferenciacion intraespecie en grupos.

La caracterizacibn molecular microbiana a partir de un ambiente natural, una muestra
clinica, o desde un alimento puede realizarse mediante la deteccion de genes especificos
que permitan su identificacion y tipificacion. La principal ventaja de estas técnicas es la de
no requerir el aislamiento de los microorganismos ni su identificaciébn por microscopia con
tinciones especificas. Las técnicas moleculares permiten evaluar la biodiversidad de un

habitat amplificando genes especificos.

Una especie se puede definir molecularmente cuando incluye cepas con 70% o mas de

homologia ADN-ADN y 5 °C o menos de diferencia en la temperatura de fusion (melting).

La identificacion a nivel de especies es el proposito primario de todo esquema de
clasificacion microbiano, la separacion y reconocimiento exacto de subtipos dentro de una
especie es importante en todas las ramas de la microbiologia, como la ecologia microbiana y
la microbiologia médica. Ademas, en muchos casos, el control de enfermedades no podria
ser posible sin el uso de métodos de tipificacion para ayudar a definir las fuentes de
infeccién, mecanismos de transmision y velocidad de diseminacién de la infeccion en una
poblacion susceptible. Otras areas en las cuales la exactitud de la tipificacibn microbiana es
importante incluye estudios ecoldgicos que involucran el monitoreo de nuevos
microorganismos en nuevos habitats naturales, y programas industriales en la blsqueda de

nuevos productos microbianos.

La secuencia completa del ADN constituye el método de referencia fundamental para

reconocer los subtipos dentro de las especies.
Técnicas moleculares

La biologia molecular es una disciplina relativamente nueva que tuvo sus origenes en los
anos 30’ y los 40’, y fue institucionalizada en los afios 50’ y los 60’ con el descubrimiento de
la doble hélice del ADN por James Watson y Francis Crick. Con la estructura del ADN a
disposicion y partiendo de la base que el gen era una molécula informativa, la biologia

molecular cambié su enfoque ya que permitié dilucidar los mecanismos de replicacién y la
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funcion genética, claves para entender el papel de los genes en la herencia. La secuencia
linear de las bases de los acidos nucleicos a lo largo de una hebra de ADN proporciond la

informacion codificada para establecer el orden de aminoacidos en las proteinas.

Muchos estudios sobre biodiversidad microbiana no necesitan aislar organismos, ni
siquiera cuantificarlos ni identificarlos microscépicamente con la tincion descrita

anteriormente. En cambio se utilizan genes especificos para medir la biodiversidad.

A menudo los genes especificos estan en organismos especificos. Por lo tanto, la
deteccién del gen especifico en una muestra medioambiental implica que el organismo

especifico que contiene este gen esta presente.

Las principales técnicas empleadas en esta clase de andlisis de la comunidad microbiana
son: la huella dactilar de plasmidos (PF), el andlisis de endonucleasas de restriccion de
ADN de plasmidos (REA); el Polimorfismo de largos fragmentos de restriccion (RFLP):
mediante el corte de ADN cromosOmico con endonucleasas de restriccion y electroforesis
convencional para el andlisis del patrén de bandas generado. La electroforesis en gel de
campos pulsantes o PFGE; y el AP-PCR y otras técnicas relacionadas con la tipificacion

basada en la amplificacién de acidos nucleicos.

1. Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR)

La Reaccién en cadena de la Polimerasa (PCR por sus siglas en inglés) es una técnica
gue se utiliza cominmente en los laboratorios de investigacion médicos y biol6gicos para
amplificar (crear copias mdltiples de) el ADN, sin utilizar un organismo vivo, tal como la E.
coli o una levadura. Asimismo, la PCR se emplea en la deteccion de enfermedades
hereditarias, la identificacion de huellas digitales genéticas, diagnéstico clinico, analisis
forense del ADN, deteccion de patdgenos en el hombre, animales, plantas, y alimentos, e

investigacion en biologia molecular.

La PCR fue inventada por Kary Mullis, al cual le fue otorgado el premio Nobel en quimica
en octubre de 1993 por este logro. La idea de Mullis fue la de desarrollar un proceso a través
del cual el ADN se pudiera multiplicar artificialmente a través de ciclos repetidos duplicados

llevados a cabo por una enzima llamada ADN-Polimerasa.
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La ADN-Polimerasa se produce naturalmente en los organismos vivos y permite duplicar
el ADN cuando las células se dividen. Trabaja uniéndose a una sola hebra de ADN, creando

una hebra complementaria.

El proceso original de PCR actualmente ha sido mejorado mediante el uso de la
ADN-Polimerasa que procede de una bacteria termofilica Thermophylus Aquaticus que vive
en aguas termales a temperaturas superiores de 110°C. La ADN-Polimerasa o Taq
polimerasa tomada de estos organismos es termoestable (estable a altas temperaturas).
Una desventaja de la Taqg es que incurre a veces en equivocaciones al copiar el ADN,

conduciendo a mutaciones (errores) en la secuencia del ADN.

La PCR que ha sido utilizada por varios afios para la deteccion directa de diferentes
agentes infecciosos en muestras clinicas, actualmente es utilizada como una herramienta de
tipificacion. La ventaja de la PCR es su habilidad para producir literalmente millones de

copias de un segmento de ADN patrticular con alta fidelidad en un tiempo de 3 a 4 horas.

El procedimiento requiere un molde de ADN que puede estar presente en la muestra en
pequefias cantidades; dos oligonucledtidos (primers o cebadores) que flanquean las
secuencias del molde de ADN que va a ser amplificado y una DNA-polimerasa estable al

calentamiento.

Un ensayo tipico de PCR requiere aproximadamente de 2,5-3 horas para completar 30
ciclos, cada ciclo consiste de: 1) una fase de desnaturalizacion, en donde la doble hebra de
ADN es fundida en hebras Unicas; 2) una fase de alineacién, en donde los primers se unen a
las secuencias blanco en las hebras separadas; y 3) una fase de extension, en donde la
sintesis de ADN procede de los primers a partir de cada hebra de la plantila de ADN,
generando dos nuevas copias de la doble hebra de la plantilla original (Figura 11). Después
de cada 30 ciclos, una sola copia inicial de la plantilla de ADN teéricamente puede ser

amplificada a 1 billon de copias.

Diversos factores influyen en la validez de los resultados obtenidos por PCR, incluyendo
la presencia de componentes inhibitorios, la calidad del ADN, y la falta de optimizacion de

los componentes de la reaccién o de las condiciones de temperatura de los ciclos. Un factor
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poco conocido es el sub-6ptimo funcionamiento de los termocicladores, a los que podrian

atribuirse también la variacion de los resultados en la PCR.

Todos estos factores pueden comprometer la especificidad y sensibilidad de la reaccion,

pudiendo llevar a resultados falsos-negativos, falsos-positivos, o no reproducibles.

- » B

Fusion Hibridacion Extension de
95°C 50-60°C La cadena
72°C

Figura 11. Esquema de ciclos de amplificacion de PCR

2.  Huella Dactilar de Plasmidos (PF)

La huella dactilar de plasmidos fue la primera técnica molecular utilizada como una
herramienta de tipificacion. Los plasmidos son elementos de ADN extracromosomico que
estan presentes en muchos aislamientos clinicos y pueden ser identificados por simples
procedimientos de lisis de células seguidos de electroforesis en gel de los lisados. El nimero
y tamafo de los plasmidos presentes es utilizado como base para la identificacion de cepas.
Esta técnica de tipificacién de cepas ha sido utilizada con éxito en el andlisis de brotes de
infecciones nosocomiales y en infecciones adquiridas en comunidad causadas por una

variedad de especies de bacterias gramnegativas.

En general esta técnica es mas utilizada para estudios epidemiolégicos limitados en
tiempo y espacio complementando otras técnicas como la PFGE, para diferenciar
aislamientos que estan relacionados genotipicamente pero que estdn separados

epidemiol6gicamente por cortos periodos de tiempo.
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3. Analisis del Polimorfismo de Largos Fragmentos de Restriccion (RFLP)

Una de las técnicas nuevas y mas promisorias es el RFLP desarrollado por Keygene BV,
Wageningen, de Nueva Zelanda. Es un método con alto poder de discriminacion y
reproducibilidad y ha sido utilizado para plantas y mapeo genético animal, diagnosticos

clinicos, estudios filogenéticos, y tipificacion de bacterias.

Esta basada en la amplificacion por PCR de una secuencia, digestion enzimética y
comparacion de los fragmentos de restriccion gendmica resultantes. Para el analisis de
RFLP solamente se necesita una pequefia cantidad de ADN gendmico purificado. La técnica
tiene un alto poder discriminatorio y da muy buena reproducibilidad en del patrén de bandas

para un amplio rango de bacterias patdégenas tanto Gram positivas como negativas.

La técnica puede ser utilizada para ADNs de cualquier origen o complejidad y comprende
cuatro pasos: 1) Obtencion de ADN total; 2) Amplificacion de cierta region del mismo; 3)
Corte del ADN amplificado con enzimas de restriccion; 4) Observacion de los fragmentos por

electroforesis en gel de agarosa.

El ADN de un individuo se extrae y se purifica, se amplifica por PCR, luego se trata con
enzimas de restriccibn especificas para producir fragmentos de ADN de diferentes
longitudes. Los fragmentos de restriccion se separan mediante electroforesis en geles de

agarosa. Esto proporciona un patrén de bandas Unico para un ADN en particular.

El analisis RFLP es util en la identificacion de muestras recuperadas de la escena de un
crimen, en pruebas de paternidad y en el estudio de la biodiversidad en poblaciones

animales.

Ejemplo: Diagndstico de cepas resistentes

En este caso se amplifica un fragmento de 425 pb del ADN de Helicobacter pylori que
codifica para la fraccion 23S del ARNr y que corresponde al sitio de union de claritromicina
(macrolido que actlta inhibiendo la sintesis de proteinas) al ribosoma. Luego se realiza el
corte con enzimas de restriccion Bsal (Figura 12.A) y Mbol (Figura 12.B) para determinar el
tipo de mutacion puntual que corresponde al cambio de una Adenina por una Guanina en la

posicion A2143G o A2142G respectivamente.
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B)

Figura 12. A) Corte con enzima Bsal. B) Corte con enzima Mboll

4. Técnicade electroforesis en gel de campos pulsantes (PFGE)

La electroforesis en gel de campos pulsantes (PFGE por sus siglas en inglés) fue descrita
en 1984 como una herramienta para examinar el ADN cromosémico de organismos
eucariotas. Ha sido uno de los progresos mas utiles de la epidemiologia molecular en las
décadas pasadas; emerge en los 90's como una técnica de la huella dactilar considerada el
estandar de oro para la tipificacion molecular de microorganismos, ya que ha demostrado
gque es altamente efectiva para muchas especies bacterianas tanto Gram positivas como los
estafilococos, enterococos, y micobacterias y Gram negativas como E. coli, otras

enterobacterias y Pseudomonas.

En general, la PFGE es una de las técnicas de tipificacion mas reproducibles y altamente

discriminatorias en comparacion con otras técnicas moleculares.

En esta técnica, el genoma bacteriano, que tipicamente es de 2.000 a 5.000 pares de kb
en tamafo, es digerido con una enzima de restriccion que reconoce pocos sitios y genera
aproximadamente de 10 a 30 fragmentos de restriccién que van de 10 a 800 kb. Todos estos
fragmentos pueden ser separados como un patron de distintas bandas por PFGE, usando
una cadmara disefiada especialmente que cambia de posiciones en el gel de agarosa entre

tres juegos de electrodos que forman un hexagono alrededor del gel.

Esta técnica electroforética permite resolver tamafios de ADN del orden de cromosomas.
La separacion se realiza mediante alternancia del campo eléctrico entre diferentes pares de
electrodos provocando una reorientacion continua de los fragmentos que migran a través de
la agarosa. De ésta forma se puede realizar la visualizacién del ADN de elevado peso
molecular. Para prevenir la rotura de las moléculas de ADN, las células intactas se

embeben en blogues de agarosa que sirven como soporte para facilitar su colocacién en los
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pocillos de gel. La lisis y desproteinizacion celular se realiza in situ. Asi mismo se puede
llevar a cabo la digestién del ADN en el mismo bloque de agarosa. La deteccion de las

bandas se realiza mediante tincion con gel red que actta de forma intercalante.

La PFGE chequea mas del 90% del cromosoma para reordenar fragmentos de gran
tamafio que tengan duplicaciones, deleciones, o inserciones de secuencias que van a ser

detectadas como un cambio en el tamafio o nimero del fragmento.

Los patrones de restriccién del ADN de los aislamientos en estudio son comparados unos

con otros para determinar sus relaciones.

Las principales dificultades asociadas con esta técnica son las relacionadas a las
demandas técnicas del procedimiento y costos iniciales del equipo. La preparacion de ADN
genomico apropiado requiere de 1 a 3 dias, dependiendo de los organismos a examinar, y

los costos del equipo requerido.

5. Reaccién en Cadenade la Polimerasa con Primers Arbitrarios (AP-PCR)

Esta técnica simple y réapida ha sido sucesivamente aplicada para el andlisis de
poblaciones genéticas de un amplio rango de microorganismos, incluyendo bacterias,

hongos y protozoarios.

Los oligonucleétidos han de ser largos (no menos de 20 nt), y la PCR consta de dos de
ciclos de baja astringencia (poco especificos) que permite la polimerizacion de una bateria
de fragmentos. Esta fase va seguida de ciclos de alta astringencia para amplificar
(visualizar) especificamente las bandas anteriores. Los fragmentos amplificados se pueden

migrar en un gel de agarosa para observar las grandes diferencias entre especies.
6. Ampliacion al azar del ADN (Random Amplified Polymorphic ADN: RAPD)

Esta técnica se basa en la amplificacion del genoma/ ADN usando primers o iniciadores
sencillos de aproximadamente 10 pares de bases (pb) que se pegaran
complementariamente sobre una secuencia al azar. Estos primers producen una

amplificacion al azar de uno o més loci; en ese sentido la técnica de PCR genera una serie
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de fragmentos de ADN que pueden ser utilizados para comparar poblaciones bacterianas

entre si.

La técnica de RAPD es sensible y eficiente como la PFGE pero tiene la ventaja de ser
menos costosa. La técnica de RAPD es capaz de diferenciar intraserotipos de bacterias. Los
andlisis realizados muestran fragmentos polimorficos entre 4, 8 y 12 bandas usando estos

primers, permitiendo un buen analisis del polimorfismo.

La Figura 13 muestra el perfil de bandas obtenida con primers al azar mediante la técnica

de RAPD aplicada a cepas de Helicobacter pylori

.2 3 45 §:°7 8951011 l213l4516171819_2021

1071 pb

£12p0

s62pb
320 pb

Figura 13. Bandas obtenidas con primers al azar mediante la técnica de RAPD.

7. Electroforesis de geles con gradiente denaturante (DGGE)

El uso de las técnicas microbiologicas tradicionales no es eficiente para evaluar
comunidades bacterianas en muestras ambientales ya que la proporcion de células
bacterianas cultivables en medios convencionales esta en el orden de 0,1% al 10% de la
poblacion total. Por este motivo, los métodos moleculares estan reemplazando a los

métodos tradicionales para el estudio y analisis de comunidades bacterianas.

La electroforesis de geles con gradiente denaturante (DGGE) es una técnica molecular
introducida en la ecologia microbiana por Muyzer (1993) y ha sido adaptada como una
herramienta para determinar la diversidad microbiana en muestras ambientales. La DGGE

es un método electroforético para identificar cambios de una Unica base en un segmento de
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DNA. El DNA es extraido de las muestras y amplificado por PCR con primers 16S rDNA
bacteriano. En este tipo de electroforesis, la doble hebra de DNA se somete a una
desnaturalizacion creada mediante un gradiente formado por un agente desnaturalizante
(urea y formamida) y tiene lugar a una temperatura constante. Cuando el fragmento de ADN
bicatenario se desplaza por el gel alcanza una regibn que contiene suficiente

desnaturalizante las hebras empiezan a fundirse y la migracion se detiene (Figura 14).

DGGE permite entonces definir aproximadamente la cantidad de fragmentos de ADN del

mismo tamarfo que tienen secuencias con diferente contenido de GC.

La utilidad de ésta diferenciacion radica en que esta situacion donde hay mezclas de
varios fragmentos de ADN con éstas caracteristicas es muy comun cuando se amplifican
fragmentos de genes utilizando la técnica PCR. Por ejemplo, en ecosistemas abiertos, en
mayor o menor grados de diversidad siempre coexisten diferentes tipos de organismos. Si al
analizar una muestra de ADN extraido de una muestra ambiental se utilizan primers que
aparean en zonas o regiones conservadas de secuencia en una familia génica, se pueden
amplificar diferentes secuencias del mismo tipo de gen, pero con gran variabilidad, debido a
que provienen de diferentes tipos de organismos. Debido a que todas las especies
bacterianas tienen un gen en comun muy conservado, el gen ribosomal de la subunidad
16S, y las variaciones en éste gen definen grupos taxonémicos en las bacterias, secuencias
de éste gen han sido utilizadas para analizar la composicién de comunidades microbianas
en muestras ambientales, o también para determinar rapidamente a qué taxén pertenece

una cepa o aislamiento bacteriano.

Dado que, adicionalmente, la gran mayoria de especies bacterianas que viven en el
ambiente no son cultivables en los medios de cultivos disponibles, los métodos
independientes de cultivo, como es la amplificacion de genes ribosomales a partir de
extractos totales de ADN de suelo, son ampliamente utilizados en estudios de ecologia
microbiana para determinar la composicion de tipos de secuencias, que idealmente
corresponden a taxones bacterianos diferentes. DGGE se suele utilizar entonces para
discernir la complejidad de secuencia en estas amplificaciones con PCR, pudiendo de esta

forma comparar muchas muestras en un mismo gel.
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Figura 14. Esquema de la electroforesis de gel con gradiente desnaturalizante.
Técnicas de fluorescencia

Las tinciones fluorescentes se emplean para la cuantificacion de microorganismos en
muestras ambientales, clinicas y de alimentos. La tincibn con DAPI
(4°,6-diamido-2-fenilindol) no reacciona con materia inerte y se puede aplicar para muestras
de agua y suelo; proporciona una estimacion razonable del nUmero de células presentes.
Para muestras acuaticas, las células se tifien en la superficie de un filtro después de haber
filtrado un volumen determinado de liquido. Estas técnicas sencillas tienen la ventaja de no
ser especificas (tiien todos los microorganismos de una muestra), pero el inconveniente
que presentan es que no diferencian entre células vivas y muertas. La tincién con colorantes
fluorescentes que diferencian entre células vivas y muertas como es el caso de Live/Dead
BactoLigth Kit) proporcionan informacion no sélo del numero de microorganismos de una

muestra sino también de la viabilidad de la misma.
Técnica Live/Dead

Tomar 1 mL de una suspension de un crecimiento bacteriano, centrifugar a 12.000 rpm
durante 10 min. Lavar el pellet con Solucién Fisiolégica (SF), centrifugar y resuspender en
120-200 pl de SF segun volumen de pellet obtenido. De aqui se toman 80 pl y se colocan en
un Eppendorf cubierto con papel de alumnio y se agrega la mezcla de colorantes
fluorescentes: (65 pl de SYTO 9 que tifie las células viables de verde, y 35 ul de loduro de
Propidium que tifie las células muertas de color rojo). Se incuba a temperatura ambiente y
en oscuridad durante 15-20 min. Se observa en microscopio de fluorescencia. Esta técnica

también permite observar los cambios morfolégicos observados durante cultivos
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prolongados, es decir se puede realizar un seguimiento de las caracteristicas de la
poblacion. Entre los cambios morfolégicos observados se encuentran las esporas
consideradas formas de resistencia en ambientes adversos y con importancia

epidemioldgica desde el punto de vista de transmision de enfermedades.

Fundamento del Kit: El kit Live/Dead BactoLigth brinda informacion acerca de la viabilidad
de las células (actividad metabdlica) en un medio determinado. Contiene dos colorantes de
acidos nucleicos: SYTO 9 el cual penetra las membranas libremente y el ioduro de propidio,
el cual se encuentra altamente cargado y no penetra normalmente células, salvo que las
membranas se encuentren dafiadas. Permite observar las células viables de color verde, las

muertas de color rojo y las formas de muerte parcial de color naranja o amarillo (Figura 15).

Figura 15. Tincion Live/Dead: Células vivas (verdes) y células rojas (muertas)

tefiidas con la tincion de viabilidad bacteriana Live/Dead.
ACTIVIDADES A DESARROLLAR

1- Extraccion de ADN de una bacteria Gram negativa

Técnica

1. Resuspender las células de media Placa de Petri con cultivo de Helicobacter pylori
en 200 pl de buffer (0.15 M CINa, 0.1 M EDTA pH 8). Mezclar con tips amarillos.
Adicionar 20 pl SDS (20% p/v), mezclar cuidadosamente hasta que quede clara.
Adicionar 500 ul de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1). Mezclar con vortex.

Centrifugar 15 min. a maxima revolucién (12.000 rpm).

ok 0D

Remover la fase acuosa a un nuevo tubo Eppendorf.
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6. Preparar tubos con 50 ul de agua destilada estéril.
7. Adicionar 700 pl de etanol frio (95°C conservado a —20°C). EI ADN precipitado
(ovillo) se transfiere al tubo con agua.

8. EIADN esta listo para usar. Es aconsejable realizar una dilucién 1:100 para PCR.

Importante:
v En el paso 5, si la solucion no esta clara, se puede lavar nuevamente con cloroformo
pero normalmente no es necesario. Si la cantidad de liquido es menor a 50 pl, se podria

adicionar buffer de extraccion y repetir hasta conseguir aproximadamente 200 pl.

v En el paso 7, si el ADN no ha precipitado, se puede centrifugar 15 min (12.000 rpm),

evaporar el alcohol y resuspender en 50 pl de agua.
Reactivos
1) Extraccion ADN

Buffer de extraccion 0.15 M CINa, 0.1 M EDTA pH 8.
Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) (20% p/v).

Fenol equilibrado.

Cloroformo.

Alcohol isoamilico.

Etanol 95 °C.

Agua destilada estéril o0 agua de alta calidad.

2) Amplificacion de material genético: PCR

Buffer: provisto por Promega junto a la TagDNA polimerasa. Concentraciéon 1X
Mg*™* concentracion de 2.5 mM

Primer ureA-F: 5-GCCAATGGTAAATTAGTT-3',

Primer ureA-R: 5°-CTCCTTAATTGTTTTTAC-3".

Desoxiribonucledétidos (ANTPs): concentracion 0.2 uM

Taqg DNA polimerasa 1U

Agua estéril: puede ser agua destilada o agua de alta calidad.
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3) Corrida electroforética

S X X

Preparar un gel de agarosa al 1.8% en buffer de corrida TAE (0,5X).

Adicionar 1 ul de GelRed

Sembrar en cada pocillo, 10- 12 pl de las muestras amplificadas.

Someter a una corrida electroforética con voltaje constante (80 volts) por 45 min.

Observar en un transiluminador de luz UV el amplificado de 415 pb

Buffer Tris-Acético-EDTA (TAE) 5X

v

AN A N

Tris 4,849

Acido Acético glacial 1,142 mL
EDTA 2,0 mL (0.5 M)
Agua milliQ (Ultrapura) 196, 85 mL

Durante el trabajo practico se realizard un analisis de la aplicacién de técnicas moleculares
(PCR-RFLP, RAPD-PCR, rep-PCR, DGGE) se realizara mediante la discusion de trabajos de

investigacion publicados en revistas nacionales e internacionales.
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TRABAJO PRACTICO N° 4

DETERMINACION CUANTITATIVA DEL CRECIMIENTO MICROBIANO
OBJETIVOS

1) Enumerar las células de un cultivo de levadura en cdmara de Neubauer.
2) Realizar el recuento de colonias de un producto alimenticio (yogurt).
3) Determinar la masa celular mediante peso seco de cultivos microbianos

(cianobacteria-levadura).
INTRODUCCION TEORICA

En microbiologia se requieren métodos para medir la cantidad de microorganismos
presentes en una determinada muestra. Existen tres grandes tipos de metodologias: las
gue miden el numero de microorganismos, las que miden la masa total de los
microorganismos y las que miden alguna actividad bioquimica en proporcional a la
cantidad de biomasa. Los métodos que miden el nimero de células son primordialmente
importantes para determinar el nimero de organismos unicelulares, como bacterias y
levaduras; la medida de la masa celular puede emplearse para todo tipo de
microorganismos, pero especialmente con los que forman largos filamentos que no pueden

contarse enumerando el nimero de células.

El término “crecimiento”, tal como se emplea en bacteriologia, se refiere a un aumento
en la magnitud de la poblacion total y se puede determinar por numerosas técnicas,

fundadas en diferentes tipos de medidas, cuya clasificacion se resume en el Cuadro 2.

Cuadro 2: Clasificacién de los métodos empleados para determinar crecimiento

microbiano.
I. RECUENTO DE CELULAS II. MASA CELULAR lll. ACTIVIDAD CELULAR

1. Métodos |a) Microscopia a) Peso seco -
directos b) Contador electronico de b) Determinacion

particulas cuantitativa de

c) Citometria de flujo nitrogeno

2. Métodos |d) Recuento de colonias c) Turbidimetria a) Grado de actividad
indirectos bioguimica

2023 56



Guia de Trabajos Practicos Biologia de los Microorganismos

|. Recuento o enumeracion de células
[.1. Métodos directos

I.1.a) Microscopia: Enumeracion de una suspension microbiana contenida en

una camara de recuento

Para el recuento de las bacterias se emplean cdmaras especiales como las de
Petroff-Hauser o la de Neubauer. La camara de Neubauer (Figura 16) tiene una superficie
total de 9 mm?, dividida en 9 cuadrados de 1 mm? cada uno. Los cuadrados de las cuatro
esquinas estan divididos a su vez en 16 cuadrados mas pequefios. El cuadrado central en 25
cuadraditos, cada uno de los cuales a su vez estan divididos en 16 cuadraditos mas
pequefios. El espacio entre el portaobjetos reticulado y el cubreobjetos es de 0,1 mm (1/10),
por lo tanto el volumen de la cAmara queda perfectamente determinado y es constante, es

decir, la camara carga siempre el mismo volumen de muestra.

Canaleslongitudinales

Canaltransversal <

Colocar cubreobjeto

1 2
5
Cargar la muestra i 4
por capilaridad o
Conteo por cuadrantes

Figura 16. Recuento de células con camara de Neubauer.

Si la poblacion microbiana en estudio fuese muy densa, debe hacerse una dilucion

previa que luego se debe tener en cuenta en el calculo final del numero de
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microorganismos. Para realizar el recuento deben contarse todos los microorganismos
contenidos en 5 de los 25 cuadraditos centrales y sacar la media. Es necesario contar un

minimo de 100 células para que el recuento obtenido sea exacto.

Calculo: N x 25 x 10* x inversa de la dilucion = N° de células / ml

Donde,

N - valor medio del recuento de los 5 cuadrados marcados con una cruz en la figura.

25 - nimero total de cuadrados del mm? central.

10%= 10 (factor de conversion de volumen para llevar a 1 mm?3) x 10° (factor de
conversion de mm?® a cm?® 6 ml.

Inversa de la dilucién: si por ej. antes de cargar la camara se realizé una dilucién 1/10 de
la muestra original, debera multiplicarse por 10, en cambio en caso de no haber realizado
diluciones previas, éste término no deberd incluirse en el célculo final del nidmero de

microorganismos presentes en la muestra en estudio.

Expresion del resultado: N° microorganismos /cm® o N° microorganismos /ml

Ventajas

v Se requiere poco instrumental.

v Losresultados se obtienen rapidamente.

v Se pueden observar caracteristicas morfolégicas de los microorganismos que se estan

enumerando.

Desventajas:

v No se distinguen entre células vivas y muertas.

Las células pequefias no pueden ser contadas.

No es practica para poblaciones extremadamente numerosas o muy escasas.

No hay gran precision.

SR X X

Ocasiona fatiga visual cuando deben realizarse varios recuentos.
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I.1.b) Recuento utilizando contador electronico de particulas

Se puede utilizar el contador Coulter, en el cuél se hace pasar la muestra a través de un
pequefio orificio, y a partir del cambio registrado en la resistencia eléctrica, puede
determinarse no sélo el nimero de particulas, sino también su tamafio. Sin embargo, como
este método mide cualquier tipo de particula que haya en la muestra, s6lo es aplicable a
suspensiones acuosas de microorganismos y no puede ser usado para determinar el

numero de microorganismos en una muestra de suelo por ejemplo.

I.1.c) Citometria de flujo (CMF)

En la década del 60 la CMF constituyé un importante avance en el proceso de contar y
medir el tamafio de particulas o células en poblaciones no homogéneas. La CMF estudia
suspensiones de células vivas 0 muertas u otras particulas biolégicas. Su modo de accion
es analizar en forma rapida y eficiente células individuales que fluyen a gran velocidad en
un medio liquido y atraviesan una luz monocromética laser. Cada célula es evaluada segun
diversas caracteristicas y parametros: forma, tamafo, complejidad citoplasmatica,

composicion antigénica y bioquimica (Figura 17).
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Figura 17. Principios de la citometria de flujo
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Ventajas

Permite observar caracteristicas a nivel de célula individual.

Técnica rapida: permite medir un gran nimero de células por segundo

S X X

Alta sensibilidad: Se logran detectar poblaciones con baja frecuencia poblacional.
v Mediciones multiparamétricas: se logran observar entre 5 y 17 parametros por célula

individual.

Aplicaciones

v En hematologia: recuento celular y reticulocitario, formula leucocitaria, analisis de médula
Osea.

v Enfarmacologia: estudios de cinética celular.
En inmunologia: diferenciacion de subpoblaciones T, estimulacion linfocitaria.
En oncologia: diagnéstico/prondstico, monitorizacion del tratamiento.

En microbiologia: diagnéstico bacteriano y virico, sensibilidad a antibiéticos.

SR X X N

En genética: cariotipo, diagnéstico de portador, diagnostico prenatal.

[.2. Métodos indirectos

I.2.d) Determinacién del numero de células por recuento en placa o recuento de

colonias

Este es el método mas comun para determinar el nUmero de células y se basa en el
supuesto tedrico de que una célula bacteriana da lugar a una colonia, por lo que el nimero de
colonias sobre una placa de agar, correspondera al nimero original de microorganismos.

Técnica:

- Dilucion del producto alimenticio (YOGURT): Colocar 5 gr de yogurt en 45 ml de

solucion fisiolégica (SF) para obtener la diluciéon 1/10 = 10 (Figura 18).
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¥

5 gr de YOGURT + 45 ml SF

Muestra (1/10)

Figura 18. Dilucion de la muestra para la determinacion del niumero de células por

recuento en placa

- Realizar diluciones a partir de la muestra y siembra de las mismas en placas que
contienen agar MRS (medio adecuado para el desarrollo de lactobacilos y bacterias
acido lacticas) como se muestra en la Figura 19. La técnica consiste en tomar 0,5 ml
de la muestra o un cultivo de bacterias, transferirlo a un tubo con 4,5 ml de diluyente
estéril (solucién salina o solucién peptonada) y se obtiene la dilucién 1/100 (10?). Se
homogeniza bien y se vuelve a transferir 0,5 ml a otro frasco con 4,5 ml de diluyente
estéril y se obtiene la dilucién 1/1000 (103), se homogeniza bien y se transfiere 0,5
ml a otro frasco con 4,5 ml de diluyente estéril, obteniéndose la dilucion 1/10000
(104.

05rn| 05m| 05ml 05ml

4,5 ml
\_/ Sol.fisiol,

Figura 19. Esquema de trabajo para siembra en Placa de Petri
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A partir de las ultimas diluciones y de la muestra original se siembra 100 ul en cajas de
Petri que contengan un medio de cultivo adecuado para el desarrollo del microorganismo

en estudio (la siembra se hace como minimo por duplicado).

Debe tenerse la precaucién de usar una pipeta (0 un tip estéril en caso de utilizar
micropipetas) distinta para cada tubo de dilucion y marcar las placas y tubos con todos los

signos de identificacion necesarios.

La cantidad de diluciones a realizar depende de la magnitud de la poblacién microbiana
inicialmente presente en la muestra, para que el nimero de colonias que desarrollen en la
placa de agar sea del orden entre 30 y 300 colonias, para aumentar la exactitud del método

y minimizar la interferencia en el crecimiento de un microorganismo a otro.

Las placas deben incubarse invertidas en estufa a 37 °C durante 24-48 horas. Una vez

que han desarrollado las colonias debe realizarse el recuento.

El recuento se realiza con la cdmara cuentacolonias (Figura 20), que consta de un
soporte para la placa de Petri, un sistema de iluminacién y una lupa para facilitar la

visualizacion de las colonias.

Figura 20. Cadmara cuentacolonias
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Se cuentan las colonias de toda la placa y se realiza el calculo:

Célculo: N¢° de colonias en la placa x inversa de la dilucién =N° colonias /ml

Expresién del resultado: Unidades formadoras de colonias (UFC) / ml

Aclaracién: Si bien UFC/ml suele ser la expresion mas utilizada cuando la muestra inicial es
sélida como el caso del yogur la expresion se refiere a los gramos de muestra siendo la

denominacién correcta UFC / g.

Este método implica asumir que:

v Todo organismo viable origina una colonia.
v La suspension microbiana es homogénea y no se encuentran agregados presentes.

v Todas las bacterias crecen en el medio y condiciones de incubacion.

Ventajas
v Método muy sensible, ya que cualquier organismo viable originara una colonia.
v Facilita la identificacion del microorganismo (por repique se puede obtener un cultivo
puro y su posterior identificacion).
v Conteo de distintos tipos de organismos, ya que se pueden formar colonias de

diferentes formas, tamafos, colores y texturas.

Desventajas

v No hay seguridad de que una colonia se origin6 de una sola célula (cuando dos
células originales de la misma especie quedan depositadas en el agar muy cerca
una de otra, dan lugar a colonias que visualmente se identifica como una sola).

v Incapacidad que pueden tener algunos microorganismos para crecer en el medio

usado.

AN

Lento: se debe incubar al menos 24-48 horas, a veces dias o semanas.

AN

Contar sélo las placas que tienen entre 30 y 300 colonias. Menos de 30 hay un gran

error estadistico y mas de 300 hay superposicién de colonias, por lo tanto error de
recuento por defecto.
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Una variante de esta técnica es usar un filtro de membrana. Al pasar una muestra a
través de un filtro de membrana que retiene a las bacterias, éstas quedan atrapadas sobre
la superficie. Si la membrana se deposita en una placa con un medio de cultivo adecuado,
las células atrapadas se desarrollaran en la superficie del filtro y el nUmero de colonias
indicara cuantitativamente la poblacion microbiana.

Una vez que los microorganismos se han desarrollado, luego de la incubacién, se sigue
igual que la técnica de recuento en placa.

La técnica por filtracion es til para grandes volumenes de muestra, con baja poblacion
microbiana, ya que es un método de concentracion y el resultado debe referirse siempre al

volumen total de muestra filtrada.

Il. Masa celular

[I.1. Métodos directos

II.1.a) Determinacion de del peso seco

Esta es la técnica mas directa para la estimacién cuantitativa de una masa de células, y

probablemente la mas segura y reproducible.

Sin embargo, s6lo puede utilizarse para suspensiones muy densas de células, y éstas
deben estar bien lavadas para eliminar toda materia extrafia. Esta técnica se aplica
principalmente en trabajos de investigacion. La técnica esquematizada en la Figura 21
consiste en tomar un volumen conocido de la suspension celular (5-10 ml) y depositarlo en
tubos de centrifuga. La muestra se centrifuga 5 minutos a 3000 rpm para sedimentar las
células y luego el sedimento de células se lava dos veces con agua destilada. La biomasa
se trasvasa cuantitativamente a una capsula previamente tarada con ayuda de agua
destilada y se lleva a estufa entre 90-105°C hasta pesada constante (cuando tres pesadas

sucesivas indique el mismo valor).
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Transferir un volumen conocido

A

Cultivo ';- Centrifugacion Secado del sedimento a

microbiano y lavado del sedimento  95°C hasta peso constante

Figura 21. Esquema para la determinacion de peso seco.

Calculo:
P - T =Ag de biomasa
Donde,
P = Peso final de la capsula
T = Tara de la capsula
Luego, si por ejemplo se tomaron 5 ml de cultivo:

5 ml de muestra -------------------- A g de biomasa
1000 ml de muestra-------------------- X

Expresion del resultado: gramos de biomasa/ litro de caldo

Actualmente existen aparatos que realizan la determinacion de peso seco en forma

automatica, utilizando como fuente de calor una lampara de luz infrarroja. Se selecciona el

tiempo del proceso, la temperatura o intensidad de calor. Una vez terminado el proceso, el

aparato se apaga automaticamente y en un visor aparece directamente el porcentaje de

peso seco y apretando una tecla este valor puede aparecer expresado en gramos.

Este aparato opera entre 35 y 160 °C, y por cada punto o nivel de calentamiento

aumenta 6,25 °C y facilita en gran medida la tarea del operador, reduciéndose el tiempo

gue se tarda para realizar la operacion de determinacion de peso seco. Ademas, permite

seleccionar la humedad residual de la muestra. Este equipo no soOlo es util para

determinaciones de peso seco, sino también cuando se desean realizar técnicas de

calentamiento programado.
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Il.1.b) Determinacion cuantitativa de nitrégeno

Las valoraciones quimicas de las masas de células se realizan midiendo la cantidad de
algun componente caracteristico de ellas, por ejemplo nitrégeno celular, proteinas, fésforo o
ADN. Bajo condiciones estandarizadas, las cantidades de estos compuestos proporcionan

una determinacion razonablemente precisa del protoplasma existente en el cultivo.

Entre los principales constituyentes del material celular se encuentran las proteinas, y
como el nitrégeno es un componente fundamental de éstas, puede estimarse la poblacion

de células en funcién del nitrégeno bacteriano.

El contenido promedio de nitrégeno en las bacterias es el 12% en peso seco, aunque
esta cifra estd sujeta a variaciones por las condiciones del cultivo y por las distintas

especies.

Para medir el crecimiento con esta técnica, se debe recoger en primer lugar las células,
lavarlas para privarlas del medio y de toda sustancia extrafia que pueda aportar nitrégeno y
realizar con ellas un andlisis quimico cuantitativo de nitrégeno. Las determinaciones de
nitrdgeno bacteriano son laboriosas y se deben efectuar sobre muestras libres de otros

compuestos nitrogenados extrafios.

Técnica: Se toma un volumen conocido de muestra, se centrifuga, se desecha
sobrenadante, se resuspende en igual volumen de agua destilada para lavar las células,
esta operacién se realiza dos veces, luego a las células lavadas se les determina nitrdgeno

por la técnica de Kjeldahl (A g de nitr6geno).

Célculo: Si el nitrégeno constituye el 12% del peso seco de las bacterias:
12 g Nitr6geno --------------- 100 g de biomasa (peso seco)
A g ---mmmmmmneeeee X = g de biomasa

Conociendo el volumen de la muestra a la que se realizo la determinacién de nitrégeno, se
puede expresar el resultado referido a un volumen determinado. Por ej., si se partié de 10

ml de muestra:

10 ml de Muestra--------------- X g de biomasa
1000 ml de muestra ----------------- b g de biomasa
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Expresion del resultado: gramos de biomasa / litro

[1.2. Métodos indirectos

[I.2.c) Turbidimetria

Los métodos turbidimétricos son utilizados frecuentemente para medir masa de células.
Estos se basan en el hecho que una poblacién de células en un medio liquido bloquea o

dispersa la luz en proporcién a su masa total en un cultivo.

Un cultivo bacteriano actia como una suspension coloidal, bloqueando y reflejando la luz
que pasa a través de él. Dentro de ciertos limites, la luz absorbida o reflejada por una
suspension bacteriana es directamente proporcional a la concentracion de las células que
hay en el cultivo. Por lo tanto, se puede estimar el nUmero de células presentes en una
suspension bacteriana al aplicar Nefelometria, es decir la medida de la reflexion de los rayos

de luz, o bien Turbidimetria, es decir la medida del porcentaje de absorcién de la luz.

Para estas determinaciones se utiliza un fotocolorimetro o un espectrofotbmetro. Este
instrumento posee una fuente de luz monocromatica(es decir de una sola longitud de onda)
generalmente depende de un filtro que permite que sea transmitida Unicamente la longitud de
onda deseada. Esta luz pasa a través de un cultivo microbiano y la cantidad de luz
transmitida o reflejada se mide mediante una célula fotoeléctrica conectada a un

galvanémetro.

La mayor parte de las estimaciones del crecimiento microbiano se hace empleando

fotocolorimetros como turbidimetros, y s6lo en raras ocasiones se utilizan como nefelémetros.

En la turbidimetria, la capacidad de un cultivo para detener la luz puede expresarse como
porcentaje de luz transmitida. Dentro de ciertos limites, este porcentaje es inversamente

proporcional a la concentracion de células.

Generalmente, resulta mas util expresar la turbidez como densidad 6ptica (DO), la cual es

directamente proporcional a la concentracion de células.

En el uso de la turbidimetria para medir el nUmero total de bacterias, se correlaciona con la

concentracion celular cuantitativa determinada por recuento en placa, asi se mide la turbidez
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de varias diluciones de un cultivo bacteriano y se hacen también recuentos en placa,
entonces a partir de los resultados, se buscara correlacion entre turbidez y el numero de
células y asi se puede construir una tabla trabajando en condiciones previamente
estandarizadas. Asimismo, se puede correlacionar la turbidez con la biomasa determinada

por peso seco.

Condiciones operativas: Cuando trabajamos con medios de cultivo coloreados, que
absorben a la longitud de onda de trabajo debemaos, en primer lugar, realizar la calibraciéon

del aparato utilizando el medio de cultivo sin inocular como blanco.

Célculo: Con los valores de absorbancia obtenidos en el espectrofotometro, como datos
de DO, para la muestra se grafica una curva de calibracion (Figura 22) construida segun se

especifica mas arriba, y asi se obtiene el nUmero de células contenidas en una muestra.

DO

Concentracion celular

Figura 22. Curva de calibracion para determinar el namero de células a partir de
determinaciones turbidimétricas.

Ventajas
v Facilidad de ejecucion
¢ Suministra resultados inmediatos
Desventajas
v/ No pueden utilizarse para materiales intensamente coloreados o que llevan en
suspension materiales distintos a los microorganismos.

v No es aplicable a suspensiones no homogéneas (organismos filamentosos).
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I1l. Actividad celular

[1l.2.a) Método indirecto de determinacién de la masa celular por valoracién quimica

de la actividad celular

Es posible determinar indirectamente la masa celular estimando la actividad metabdlica
de la célula.

1) Consumo de oxigeno: para organismos aerobicos, la velocidad de consumo es
proporcional a la masa celular.

2) Liberacién de anhidrido carb6nico: para organismos anaerobios.

3) Liberaciéon de productos de fermentacidn: acidos a partir de hidratos de carbono,
acido lactico, etc.
En estos casos es importante hacer previamente la curva de calibracion. Por ser éste un

método indirecto sélo son aplicables en circunstancias especiales.

Técnica

Si una bacteria produce acido, por ejemplo, por fermentacién de un determinado hidrato
de carbono, podemos determinar la masa celular en funcion de la cantidad de &cido
producida.

A partir de una muestra contenida en un medio de cultivo adecuado, conteniendo una
cantidad conocida de hidratos de carbono, se produce una cantidad de acido que se puede
valorar por una titulacién &cido-base o mediante una reaccién colorimétrica. A mayor

cantidad de acido, mayor poblacion microbiana.
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ACTIVIDADES A DESARROLLAR

Recuento de células por microscopia

Se realizara el conteo de una levadura con camara de Neubauer

Recuento de colonias en placa

Se realizara el recuento en un yogur como se describe en la introduccion tedrica.
Determinacién de peso seco

Se efectuard la técnica sobre una levadura o bacteria para calcular la biomasa del cultivo.
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TRABAJO PRACTICO N° 5:

ANALISIS BACTERIOLOGICO DE UNA MUESTRA DE AGUA
OBJETIVOS

1) Realizar la toma de muestra para analisis bacteriolégico de agua.
2) Analizar una muestra de agua potable y una muestra de agua cruda.

3) Cuantificar la presencia de microorganismos en ambas muestras.
INTRODUCCION TEORICA

El agua potable es esencial para la vida humana, por ello debemos disponer de
métodos para evaluar su calidad, asi como de protocolos para valorar la efectividad de los
métodos quimicos y bioldgicos empleados para tratarla. La calidad del agua puede verse
alterada y producir la transmision de enfermedades infecciosas muy graves que incluso
pueden comprometer la vida. El agua se puede considerar un sistema ecoldgico en
equilibrio que presenta propiedades fisicas, quimicas y biolégicas estrechamente

relacionadas.

Clasificacién de las aguas naturales

Las aguas naturales se pueden clasificar en:
a) Aguas metedricas: incluyen el agua de lluvia y de nieve. A veces suelen contener gran
cantidad de bacterias debido a la elevada proporcion de polvo presente en el ambiente.
b) Aguas superficiales: se clasifican en dulces y saladas. Las primeras constituyen las
aguas de los rios, lagos, arroyos, y las segundas las de los mares y océanos. Las aguas
superficiales estan sometidas a contaminacion periodica de microorganismos por las aguas
atmosféricas, por corrientes superficiales o productos que se desechan en ellas.
c) Aguas embalsadas: los embalses sirven para disminuir notablemente el nimero de
microorganismos debido a la actividad inhibitoria de otros microorganismos, accién de la luz
ultravioleta, temperatura, sedimentacion, etc.
d) Aguas subterraneas: emergen de las napas de la tierra a la superficie formando los
manantiales y las fuentes. Suelen estar exentas de bacterias debido a la accion filtrante de

las napas de la tierra. En el caso de perforaciones realizadas para extraer aguas
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subterréaneas destinadas al consumo humano se aconseja, como norma general, alejar el
pozo de agua por lo menos 15 metros del pozo séptico y ubicarlo aguas arriba con respecto

a este ultimo, para tener la seguridad de que las napas no estén contaminadas.

Contaminacién del agua

- Contaminacion quimica: debida a la presencia de sustancias quimicas nocivas como
detergentes, pesticidas, sustancias radiactivas y otras.

- Contaminacién microbiana: el agua destinada al consumo humano puede contener
microorganismos patdgenos, la mayoria difunden en el ambiente acudtico a través de
fuentes fecales humanas o animales. Evidenciar estas contaminaciones fecales es la base
del andlisis bacteriolégico del agua de consumo humano.

Mientras que la presencia de unos pocos microorganismos no patdégenos en el agua
puede ser tolerable, la presencia de microorganismos indicadores especificos puede
indicar que esa agua puede estar contaminada con patégenos. Estos microorganismos
indicadores son microbiota habitual del tracto intestinal y su presencia indica contaminacion
fecal de la fuente de agua. Los microorganismos indicadores mas ampliamente usados son
un grupo conocido como “coliformes”, debido a que se encuentran en gran namero en el
tracto intestinal de humanos y animales. Cuando los coliformes se encuentran en agua,
finalmente mueren, pero no tan rapidamente como otros microorganismos patégenos. Los
coliformes se definen como bacterias en forma de bacilos, no esporuladas, Gram
negativas, aerdbicas o anaerbbicas facultativas que fermentan la lactosa con

produccién de acido y gas cuando se incuban a 35°C durante 48 horas.

Los bacteriéfagos (virus exclusivos de bacterias) pueden proveer suficiente informacion
en relacion a microorganismos patdgenos, particularmente virus entéricos, presentes en el
agua. Esta informacion es complementaria a la obtenida a partir de los indicadores de
contaminacion fecal, la cual puede ser de gran valor para evaluar el riesgo asociado con el
uso de ciertos tipos de agua.

Estos virus presentan algunas ventajas tales como:
v Son mejores indicadores que las bacterias de la concentraciébn de algunos
microorganismos patdgenos en el agua, antes y después del tratamiento.

v Los métodos de valoracion son simples, economicos y rapidos.
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v Suministran informacién complementaria a la que proporcionan los indicadores

bacterianos.

Enfermedades transmitidas por el agua

Las enfermedades transmitidas por el agua son una importante fuente de morbilidad y
mortalidad, especialmente en los paises en vias de desarrollo. Una gran variedad de
bacterias, virus y protozoos causan enfermedades infecciosas transmitidas por el agua. El
namero exacto de patégenos necesarios para producir una infeccion esta en funcién de la

virulencia del patégeno y la habilidad del hospedero para resistir la infeccion.

Los microorganismos patdgenos para el hombre pueden ser transmitidos a través del
agua de consumo no tratada apropiadamente. Otra fuente muy comun de transmision de
enfermedades se produce a través del agua contaminada con patdgenos, usada para

bafarse o nadar (aguas de rios, lagos, piscinas publicas y estanques).
1. Bacterias

Las bacterias que se eliminan por heces u orina de individuos enfermos o portadores
sanos tienen la posibilidad de llegar a las aguas en cantidad suficiente para producir
enfermedades que pueden manifestarse en forma epidémica, constituyendo las
enfermedades de origen hidrico, de las cuales las mas importantes son: fiebre tifoidea
(Salmonella Typhi), coélera (Vibrio cholerae), legionelosis (Legionella pneumophila) y
dermatitis (Pseudomonas aeruginosa).

Salmonella Typhi: agente etioldgico de la fiebre tifoidea (llceras en el intestino). Fallas en
los sistemas de tratamiento, contaminacion del agua durante inundaciones, terremotos o
contaminacién de la red de agua potable por filtracion con aguas residuales, pueden
producir la aparicion de epidemias de dicha enfermedad.

Vibrio cholerae causante del colera, infeccion intestinal aguda con deshidratacién por
vomitos y diarrea.

Legionella pneumophila esta presente en bajo numero en lagos, rios y suelos. Es
resistente al calor y la cloracién y, por ello, puede distribuirse a través de los sistemas de
abastecimiento de agua. Es comun encontrarla en grandes cantidades en torres de
refrigeracion y condensadores de evaporacion de los sistemas de aire acondicionado. La

bacteria crece en el agua y se disemina a través de los aerosoles. Suelen ocurrir brotes de

2023 73



Guia de Trabajos Practicos Biologia de los Microorganismos

legionelosis en verano, cuando los aparatos de aire acondicionado son usados

intensamente.
2. Virus

Los virus asociados al agua, de mayor importancia, son los que se replican en el tracto
gastrointestinal: virus entéricos y al transmitirse por via fecal-oral pueden causar
enfermedad en un huésped susceptible que ingiere agua contaminada. Frecuentemente
algunos enterovirus como los poliovirus, virus de la hepatitis A, llegan al agua a través de

las heces.
3. Parasitos

Ademas existen numerosos registros de brotes notificados en el mundo de parasitosis
de origen hidrico, en sistemas de agua potable por fallas en el tratamiento. Es importante la
transmisién hidrica de parasitosis intestinales causadas por Cryptosporidium parvum,
Giardia lamblia y Entamoeba histolytica.

Cryptosporidium parvum es el agente etiolégico de la criptosporidiosis, caracterizada por
una diarrea suave, que en los individuos normales es autolimitada, mientras que, en
personas inmunodeprimidas puede desarrollar serias complicaciones. Este protozoo es muy
resistente al cloro (hasta 14 veces mas resistente que Giardia) y por ello, los métodos para
eliminarlo se basan en la sedimentacion vy filtracion.

Giardia lamblia es el agente causal de giardiasis, una forma de gastroenteritis aguda. Las
células del protozoo llamadas trofozoitos producen una forma denominada quiste y ésta es
la forma primaria transmitida por el agua. Los quistes son bastante resistentes al cloro y
muchos brotes se han asociado a los sistemas de potabilizacion del agua que utilizan
solamente métodos a base de cloro. Muchos casos de giardiasis se han asociado al
consumo de aguas sin tratar.

Entamoeba histolytica es el agente causal de la amebiasis que provoca lisis de mucosa y
submucosa de colon con formacién de Ulceras y abscesos. Este protozoo patdgeno se
transmite a las personas principalmente a través de agua contaminada y ocasionalmente por
alimentos. El tratamiento ineficaz de las aguas residuales y la utilizacion de aguas

superficiales para la bebida son en general causa de amebiasis.
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Indicadores de contaminacion fecal

La variedad de microorganismos que pueden estar presentes en el agua es muy amplia:
bacterias, virus y parésitos. Examinar cada uno de los abastecimientos de agua en busca
de cada uno de estos seria muy dificil y llevaria mucho tiempo. El analisis bacterioldgico de
agua implica la busqueda de indicadores de contaminacion fecal que son
microorganismos que se encuentran habitualmente en el tracto intestinal de animales de
sangre caliente incluyendo el hombre, llegan al agua a través de las deyecciones
intestinales y cuya presencia indica que el agua ha recibido una contaminacion de origen
fecal. Estos indicadores pueden ser:

v Coliformes (Enterobacter, Citrobacter, Klebsiella y Escherichia)
v Enterococos (Enterococcus faecalis)
v Anaerobios sulfito reductores (Clostridium perfringens)

Se buscan indicadores de contaminacién fecal porque los microorganismos patégenos
aparecen esporadicamente en el agua, no sobreviven en ella largo tiempo, ademas se
encuentran en muy pequefia cantidad y pueden escapar a las técnicas de investigacion,
mientras que, los indicadores fecales cuando hay contaminacion fecal se hallan en
cantidades faciles de detectar y sobreviven mas tiempo que los patégenos. El indicador
mas ampliamente utilizado es el grupo de microorganismos coliformes porque tiene un
tiempo de vida intermedia entre los anaerobios sulfito reductores y enterococos. C.
perfringens es un microorganismo esporulado por lo tanto puede sobrevivir y acumularse en
el sistema de distribucion y detectarse mucho tiempo después de un evento de
contaminaciéon. Su presencia en agua de red es un signo de deterioro y una consecuencia
de los tratamientos de floculacién-filtracién. Los enterococos duran poco tiempo en el agua,
su presencia indica contaminacion reciente, en la actualidad se tiende a investigarlos.

La presencia de indicadores de contaminacion fecal en agua potable se considera como
un posible riesgo de contaminacién peligrosa, es decir, que otras bacterias patégenas
podrian estar presentes en el agua, tales como: Vibrio cholerae, Salmonella typhi,

Pseudomonas aeruginosa, etc.
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Tomade muestra

AN

Las muestras deben ser representativas del agua que se desea analizar.

La cantidad de muestra debe ser suficiente (no menos de 1 litro) para un analisis
completo y adecuado.

Los recipientes a usar en la toma de muestra deben ser frascos de color caramelo
estériles, boca ancha, tapa esmerilada y envoltura de papel para preservar su
esterilidad.

Las muestras deben etiquetarse especificando: lugar, fecha y hora de muestreo.
Cuando se toman en un mismo lugar varias muestras con distintos propadsitos, la
destinada al examen bacteriol6gico debe extraerse primero para evitar riesgo de
contaminacion en el punto de toma.

Se deben reducir al minimo los cambios que puedan producirse en el contenido
bacteriano del agua durante su almacenamiento, evitando exponer las muestras a
la luz y manteniéndose a baja temperatura (4-10 °C) con bolsas de hielo. Si no se
dispone de hielo, el transporte debe realizarse dentro de las 2 horas posteriores a la
extraccion de la muestra.

El analisis debe realizarse lo antes posible, no debe exceder las 6 horas desde la
toma de muestra (plazo maximo absoluto: 24 h). La caja utilizada para el transporte
de las muestras debe limpiarse y desinfectarse después de cada utilizacién para
evitar contaminacion cruzada.

Si las muestras contienen cloro, éste debe inactivarse con tiosulfato de sodio, caso

contrario, los microorganismos podrian morir durante el transporte obteniéndose un
resultado erréneo.

Toma de muestra de un grifo

A) Limpiar la boca del grifo para eliminar adherencias que se acumulan en ella.

B) Abrir a pleno durante 2 a 3 minutos a fin de permitir la limpieza de la cafieria.

C) Cerrar y flamear la boca del grifo.

D) Abrir suavemente

E) Tomar la muestra.

F) No llenar completamente el recipiente para permitir una buena homogeneizacion de la

muestra (Figura 23).
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Figura 23. Toma de muestra de un grifo o del tubo de salida de una bomba
Toma de muestra de una corriente

Sumergir el recipiente tapado aproximadamente 20 cm y luego mantener destapado en

sentido de contracorriente para su llenado.

Toma de muestra en profundidad

Existen sondas especiales que conducen el recipiente con un ligero vacio. Debe
impedirse la captacion de agua de las capas superficiales. Uno de los contenedores mas
utilizados para este fin, es el contenedor tipo Niskin, que consiste en un recipiente de PVC
capaz de cerrar sus extremos, con las tapas que van unidas por un muelle que pasa por el
interior del cilindro. La botella desciende a la profundidad deseada y se activa el mecanismo

para tomar la muestra.
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ACTIVIDADES A DESARROLLAR
1) Recoleccion de muestras

Toma de muestra: en botellas o frascos estériles de acuerdo al procedimiento descrito

anteriormente.

Neutralizacion de cloro en muestras cloradas: usar tiosulfato de sodio en las

siguientes proporciones:

-agua de bebida: 0,1 ml de Na;S,0; al 3% en 120 ml de muestra dara una concentracion
final de 18 mg/L y neutraliza 5 mg/L de cloro residual.
-agua de efluentes cloacales clorados: 0,1 ml de Na:S:0; al 10% en 120 ml de

volumen de muestra neutraliza 15 mg/L de cloro residual.

La muestra se debe mantener refrigerada y se debe procesar dentro de las 6 h después

de la recoleccion.
2) Recuento de bacterias heterotréficas en placa vertida
Preparacion de la muestra:

- Usar agitador magnético para agitar las muestras vigorosamente durante 15 seg. e
invertir los recipientes con agua unas 25 veces.

- Preparar varias diluciones de la muestra y colocar 1 ml de cada una de ellas en placas
de Petri estériles. Seleccionar las diluciones de manera que el numero total de colonias en
una caja esté entre 30 y 300.

- Para muestras de agua potable, plaguear 1 ml y 0.1 ml de muestra sin diluir y 1 ml de
dilucién 102

- Verter 10 a 12 ml de medio fundido (Agar triptona-glucosa-extracto de levadura) y
mantenido a 50-55 °C, en cada caja. Imprimir suaves movimientos de rotacion para mezclar.
Dejar solidificar. No permitir que transcurran mas de 20 min entre la preparacion de las
diluciones y el vertido del medio fundido en la Ultima caja. Invertir las cajas e incubar (Figura
24).
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Muestra 9ml Imi 9ml
—=
Iml 1ml 1ml
| e
Lml 1ml 1ml Lmi
Iml 1ml 1ml 1ml

Figura 24. Esquema de trabajo para siembra en Placa de Petri

- Incubar a 35 °C durante 24 h.

- Se consideran para el recuento aquellas cajas que contengan entre 30 y 300 colonias.
Computar recuento bacteriano por mililitro al multiplicar promedio de colonias en 2 cajas, si
se hizo por duplicado, por la reciproca de la dilucion usada. Informar UFC/ml (unidades
formadoras de colonias por mililitro).

Maximo admitido por el Cédigo Alimentario Argentino (CAA): 500 UFC/ ml.

- Incluir en el informe el método usado, temperatura, tiempo de incubacién y el medio de

cultivo.

Preparacion de medio de cultivo: Agar triptona-glucosa-extracto de levadura

Triptona 59
Extracto de levadura 25¢g
Glucosa 1g
Agar 15¢

Agua destilada (A.D) 1000 ml

pH=7,0 + 0,2 después de autoclavar a 121°C durante 15 min

3) Determinacién de coliformes totales (géneros: Enterobacter, Citrobacter,

Klebsiellay Escherichia)
3.1) Técnica de fermentacion de los tubos multiples

Investigacién de coliformes totales. Andlisis presuntivo.
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Preparacion de medio de cultivo: Caldo Mac Conkey

Bilis fresca de buey 59
Peptona 209
Lactosa 10g
Purpura de bromocresol 0,019
AD 1000 ml
pH =7,3+ 0,2

Envasar en tubos con campanita de Durham y esterilizar.

Preparar el caldo Mac Conkey con la fuerza ionica adecuada para cada volumen de

muestra adicionada de acuerdo a la Tabla 1 a continuacion.

Tabla 1. Preparacion del caldo Mac Conkey

Inoculo Cantidad de Volumen de Cantidad de caldo
medio en el tubo medio +inéculo  deshidratado requerido
mi ml ml gll
1 10 0 més 11 més 35.6
10 10 20 71.2
10 20 30 534
20 10 30 106.8
100 50 150 106.8
100 35 135 137.1

Nota: El caldo Mac Conkey se puede reemplazar por caldo Lauril sulfato o caldo lactosa.
Procedimiento

-agua potable: usar 10 tubos con 10 ml de muestra o 5 tubos con 20 ml de muestra o

una botella solamente conteniendo 100 ml de muestra.

-agua de calidad diferente al agua potable: inocular series de 5 tubos con diluciones

decimales (mdultiplos o submultiplos de 10) de la muestra.

Agitar la muestra y las diluciones vigorosamente alrededor de 25 veces.
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- Incubar a 35 + 0.5°C.

- Hacer una primera lectura a las 24 + 2 h para observar produccién de gas y desarrollo
con produccién de acidez. Esto constituye una reaccion presuntiva positiva. Si fuera

negativo, reincubar y reexaminar al final de 48 + 3 h.

- Interpretacion: Produccién de gas y desarrollo con acidez en 48 h + 3 h constituye

un test presuntivo positivo. Continuar con fase confirmativa.

3.2) Confirmacién de coliformes totales. Analisis confirmativo.

Peptona.........cccceiiieei s 10g

LACtOSaA ...oovveeviie e 10g

OXGall ..o 20g

Verde brillante .........cccccevvevevvivc e, 0.,0133¢g

AD 1000 ml
pH=7,2+0,2

Repartir 10 ml en tubos con campana de Durham y esterilizar.
Procedimiento

- A patrtir de los tubos de caldo Mac Conkey que presentan gas y desarrollo con acidez a
las 24 h y a las 48 h, sembrar con ansa de 3-3.5 mm en caldo BRILA. Incubar 48 h a
35-37°C.

- Interpretacion: La produccion de gas confirma la presencia de coliformes totales.
Calcular NMP (nimero mas probable en 100 ml) desde Tablas. EI CAA admite hasta 3

coliformes totales en 100 ml de muestra.

El NMP para combinaciones que no aparecen en la Tabla 2, o para otras combinaciones

de tubos o diluciones, se puede estimar por la formula simple de Thomas.

N° de tubos positivos x 100

NMP/100 mL =
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Tabla 2. Célculo del Niamero mas probable (NMP). Tabla para series de 3 tubos.

mL de muestraen X mL de muestraen

tubos negativos

Namero de tubos que dan
reaccidn positiva entre:

todos los tubos

Intervalo de confianza

NMP
3 tubos | 3 tubos B tubos organismos/
10 ml itm [01ml| /100 ml a95% a99%

0 0 0 <3
0 0 1 3 <1 17 <1 23
0 1 0 3 <10 17 <1 23
0 2 0 6.2 2 23 1 29
1 0 0 36 1 21 <1 28
1 0 1 7.2 2 27 1 35
1 1 0 7.3 2 28 1 36
1 1 1 1 4 34 2 43
1 2 0 1 4 35 2 a4
1 2 1 15 6 41 4 51
1 3 0 16 6 42 < 52
2 0 0 9.1 2 38 1 50
2 0 1 14 5 48 3 62
2 1 V] 15 5 50 3 65
2 1 1 20 8 61 5 77
2 2 0 21 8 63 5 80
2 2 1 28 n 75 7 93
2 3 0 29 12 78 8 97
3 0 0 23 7 129 4 177
3 0 1 39 10 180 10 230
3 0 2 64 20 230 10 290
3 1 0 43 20 210 10 290
3 1 1 75 20 280 20 370
3 1 2 120 40 350 20 450
3 2 0 93 30 390 20 620
3 2 1 160 50 510 30 650
3 2 2 210 80 540 50 820
3 2 3 290 120 800 80 990
3 3 0 240 100 1400 | <100 1900
3 3 1 480 200 2400 100 3200
3 3 2 1100 300 4800 200 6400
3 3 3 > 2400

4) Investigacién de coliformes fecales

Preparacion de medio de cultivo: Caldo EC

Triptosa

Lactosa

Sales biliares (mezcla) o

sales biliares N°3

209

59

159

2023

82



Guia de Trabajos Practicos Biologia de los Microorganismos

K:HPO, 4g
KH2PO, 159
NaCl 59
AD. 1000 mi
pH=6,9£0,2

Envasar con campanita de Durham y esterilizar.
Procedimiento

- A partir de cada uno de los tubos positivos de caldo Mac Conkey en la fase presuntiva,

transferir cultivo con ansa estéril de 3-3.5 mm de didametro a caldo EC.
- Incubar en bafo de agua a 44,5 + 0,2 °C por 24 + 2 h.

- Interpretacion: La produccién de GAS dentro de las 24 h o menos se considera

presencia de coliformes fecales positiva.
4.1) Confirmacién de coliformes fecales (Escherichia coli)

- Confirmar en agar eosina-azul de metileno (EMB) la presencia de colonias

caracteristicas de Escherichia coli. Hacer Gram y pruebas bioquimicas principales.
El CAArecomienda ausencia de E. coli en 100 ml de muestra.
5) Investigacion de microorganismos patégenos
5.1) Investigacién de Pseudomonas aeruginosa. Test presuntivo

Medir 100 ml de muestra en recipiente estéril y sembrar en 100 ml de caldo asparagina

doble concentracién. Incubar hasta 5 dias a 25°C. Observar bajo luz UV.

Preparacion de medio de cultivo: Caldo asparagina (Férmula simple)

Asparagina 39

KHPO, 1g

MgSO4.7H,0 059

A.D. 1000 ml
pH=6,9a7.2
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Envasar en tubos con 10 ml doble concentracion para indculos de 10 ml y tubos simple

concentracion para indculos de 1 ml o0 menos.

-Interpretacién: el desarrollo de fluorescencia verdosa por produccion de pigmento

se considera test presuntivo positivo.
5.2) Investigacién de Pseudomonas aeruginosa. Tests confirmativos

- Sembrar una ansada de cultivo de caldo asparagina en agar leche y agar King Ward

Raney “A”.

Preparacion de medio de cultivo Agar leche (modificacién de Foster Scott y Brown)

Parte A: Leche descremada instantanea 100 g
A.D. 500 ml
Parte B: Caldo nutritivo 125¢g
NaCl 25g
Agar 15¢
A.D. 500 ml

Esterilizar por separado A y B, enfriar rdpidamente a 55°C, combinar asépticamente las

mezclas y verter en cajas de Petri de 100 x 15 mm.

- Hacer una sola estria (de 2 a 4 cm de longitud) desde caldo asparagina sobre agar
leche e incubar a 35 + 1°C por 24-48 h. |nterpretacion: P. aeruginosa hidroliza la caseina y

produce un pigmento difusible verde o amarillento.

Preparacion de medio de cultivo Agar King Ward Raney “A”

Peptona .........ccooeveeriiiiecce 249
AGA .. 1,59
Glicerol......ccooviieie e lgolml
KoSOsanhidro.......cocevevieeeiceee, lg
MgCl, 0,149
AD. i 100 ml
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pH: 7,2
- Sembrar e incubar como se explicé para agar leche.

- Interpretacion: Pseudomonas aeruginosa produce un pigmento fluorescente que
se hace evidente bajo luz UV. El pigmento se puede extraer con cloroformo en medio

alcalino (NH4OH) y se observa de color azul.

5.3) Otros ensayos: Realizar Gram y prueba de oxidasa a colonias seleccionadas desde
agar leche o King “A”.

Interpretacion: P. aeruginosa, bacilo Gram negativo, da positiva al prueba de la oxidasa.
El CAA establece ausencia de P. aeruginosa en 100 ml de muestra.
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