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Gestion Curricular
_

NORMAS BASICAS DE LABORATORIO

Un laboratorio de Microbiologia es un lugar convenientemente habilitado donde se pueden manejar y
examinar microorganismos. Este tipo de trabajo debe ser llevado a cabo con una buena técnica aséptica,
y por tanto se requiere un ambiente limpio y ordenado y frabajar siempre en condiciones de esterilidad (en
campanas de esterilidad bioldgica o en la proximidad de la llama de un mechero de alcohol o de gas
siempre alrededor de 15 a 20 cm de didmetro del mechero).

Aungue los microorganismos que se manipulen no sean considerados patdégenos, todos los cultivos de todos
los microorganismos deben ser manejados con precaucioén por su potencial patogenicidad.

Es necesario cumplir dos REQUISITOS BASICOS:

1. Restringir la presencia de los microorganismos en estudio a sus recipientes y medios de cultivo para evitar
el riesgo de contaminarse uno mismo o0 a un companero.

2. Evitar que los microorganismos ambientales (presentes en piel, pelo, aire, ropa, efc.) contaminen
nuestras muestras.

3. Para mantener estas condiciones, es necesario respetar una serie de NORMAS DE BIOSEGURIDAD:

4. Esimprescindible el uso del guardapolvo, guantes y mascarilla en el laboratorio.

5. Aliniciar y finalizar las practicas, el estudiante se lavard las manos con agua y jabdn es necesario que
cada alumno tenga su material de limpieza.

6. El lugar de frabajo debe estar siempre limpio y ordenado. Antes de comenzar cada prdctica es
conveniente desinfectar la superficie de frabajo. Los desinfectantes mds habituales para esto son la lejia
y el alcohol (etanol 96°).

7. Los microorganismos deben manejarse siempre alrededor de la llama. Se deben evitar los
desplazamientos innecesarios por el laboratorio, ya que pueden crear corrientes que originen
contaminaciones o producir accidentes.

8. Durante las prdcticas estd prohibido comer, beber y fumar. Cuando se manipulan microorganismos hay
que evitar llevarse las manos a la boca, nariz, ojos, etc.

9. Libros, carpetas, abrigos y cualquier otro material que no se utilice en la readlizacién de la prdctica deben
estar apartados del lugar de frabagjo.

10.Para deshacerse del material contaminado se utilizardn los recipientes adecuados, que serdn
esterilizados posteriormente. Nunca se debe tirar nada contaminado por la fregadera o a la basura
comun.

11.Bagjo ningun concepto debe sacarse ninguna muestra contaminada del laboratorio.

12.No se debe pipetear nunca con la boca. Utilizar siempre pipeteadores manuales.

13.En caso de accidente (ruptura de material, derramamiento de microorganismos, etc.) se comunicard
inmediatamente al docente.
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Guia de prdctica N° 1

Reconocimiento y uso de materiales y equipos usados en

microbiologia
SECCION 1 DOCENTE. i
Fecha Y SUUNNY Duraciéon: 90 minutos

Instrucciones: El alumno debe ingresar al Laboratorio portando su guardapolvo y equipo de proteccién
personal (guantes, mascarilla, cofia).

1. Propésito /Objetivo (de la prdctica):
e Describe el material y equipos usados en Laboratorio durante la Préctica de Microbiologia.
2. Fundamento Teérico

La microbiologia es una ciencia muy interesante y fascinante, para su estudio y comprension es
necesario efectuar algunas determinaciones prdcticas para lo cual es necesario el conocimiento y
manejo de algunos materiales e instrumentos de uso comun.

Algunos de los instrumentos mds utilizados en los laboratorios, son elaborados de vidrio resistente a altas
temperaturas, por su alto contenido de diéxido de silicio, bajo dlcali, éxido bdrico y vestigios de otros
éxidos, lo que condiciona su escaso coeficiente de dilatacién, teniendo una gran aplicacién en la
fabricacién de materiales de laboratorio, uno de los mds conocidos es .el vidrio PYREX. Asi como los
elaborados de distintos metales pesados como platino,' mercurio, aluminio, cobre que les oforgan
caracteristicas como buenos conductores del calor o porque al medio ambiente son muy manejables
sin alterar su composicion.

A) MATERIAL DE VIDRIO.
Constituye una de las principales herramientas para los fines que se persigue en el laboratorio. Los
requisitos necesarios para que un material sea un "buen material”, son:
1. Ser de buena calidad; es decir que no sean fdcil de quebrarse.
2. Ser de color neutro.
3. Poseer resistencia a las acciones mecdnicas y a las variaciones de temperatura asi como también
a los dlcali-libre (no se raje).
4. Poseer bajo coeficiente de dilatacién (que no pierda su formal)

1. Tubos de Ensayo:
Se emplean como recipientes de medios de cultivo.

2. Placas Petri:
Cajas cilindricas, se emplean como recipientes de medios de cultivo para el cultivo y
aislamiento de microorganismos. Las mds usadas son las de 15 6 20 mm x 100 mm.

3. Pipetas:
Tubos cilindricos delgados terminados en punta, graduados al décimo o al
centésimo de ml. Se emplean en la medicién precisa de pequenas cantidades

de liquidos. Pueden ser:
e Serolégicas: son terminales y con capacidad de 0.1 a 25 ml.
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e Volumétricas, se reconocen por presentar una dilatacion bulbosa central con unas &
marcas de aforamiento conocida, en el extremo proximal angosto de la pipeta, las
medidas mds conocidas son de 10, 25, 50 y 100 ml.

4. Pipetas Pasteur
Confeccionados de varillas de vidrio de didmetro de 4 x 20 mm de 30 6 40 cm de
longitud. Se emplea para la toma de pequenos indculos de siembra.

5. Matraces.
El matraz Erlenmeyer es un frasco fransparente de forma cénica graduado con una
abertura en el extremo angosto prolongado y con un cuello cilindrico. Por su forma
es Util para realizar mezclas por agitacién y para la evaporacion controlada de
liquidos; ademds, su abertura estrecha permite la utilizacion de tapones. El matraz de
Erlenmeyer no se suele utilizar para la  medicidon de liquidos ya que sus medidas son
imprecisas.

6. Vaso de precipitado

Un vaso de precipitado es un simple contenedor de liquidos. Son cilindricos conun
fondo plano; se les encuentra de varias capacidades, desde 1 mL hasta de varios N
litros. Normalmente son de vidrio (Pyrex en su mayoria) o de goma. Suelen estar
graduados, pero esta graduacion es inexacta. Es recomendable no utilizarlo para
medir volimenes precisos de sustancias, ya que es un material que se somete a
cambios bruscos de temperatura, lo que lo descalibra y en consecuencia nos
enfrega una medida errénea de la sustancia.

7. Probeta
La probeta es un instrumento volumétrico, que permite medir volUmenes superiores y
mds rdpidamente que las pipetas, aungue con menor precision. Sirve para contener
liquidos. Estd formado por un tubo generalmente transparente de unos centimetros
de didmetro y estd graduado. En la parte inferior estd cerrado y posee una base que
sirve de apoyo, mientras que la superior estd abierta (permite introducir el liquido a
medir) y suele tener un pico (permite verter el liquido medido).

8. Varilla de vidrio
En laboratorio, la Varilla de vidrio es de gran grosor y de vidrio que sirve para mover,
remover, coger muestras, agarrar, pinchar, trasvasar liquidos, filtrar, revolver, etc.

9. Porta objetos:
Son ldminas de vidrio rectangulares de 70 mm de largo, por 26mm de ancho y de
1mm de espesor, los bordes estén generalmente biselados.

10. Cubre objetos:
Son delgadas I&minas de vidrio de forma cuadrada o redonda de medidas variables,
comprendidas generalmente entre 15mm a 22mm.
Limpieza: Los porta objetos y cubre objetos generalmente se encuentran
engrasados por el contacto de las manos, antes de usarlos se sumergen en
alcohol o en una mezcla sulfocromica para desengrasarlos.

11.Tubos de fermentacion durham:
Son pequenos tubos de 70 x 10 mm, que se coloca al fondo de un tubo de ensayo y
que se utiliza para evidenciar la produccion de gas de una bacteria al fermentar
determinados azucares.

12. Espatulas de Digralsky:
Se utiliza para la diseminacién del material sobre la superficie de los medios de
cultivo, corrientemente se fabrican en el mismo laboratorio.
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B. MATERIALES DE OTRA NATURALEZA
1. Mechero de bunsen:
Es un tubo con un didmetro de 1.5 cm con una base redonda de aproximadamente
10 cm. de didmetro, que en la parte baja del tubo se encuentra una entrada para
el gas butano y un anillo regulador. Por la parte superior del tubo se forma la flama
del mechero la cual brinda un margen de seguridad al formar un drea de esterilidad
de aproximadamente 15 a 25 cm. de radio.

2. Asa de platino: Son alambres de platino o de niquel-cromo, de unos 6 a 9 cm de
longitud por 1 mm mds o menos de grosor, que van insertadas en el extremo de una
varilla con dispositivo de rosca en el extremo.

3. Asa Bacteriolégica: Estd formada de una base que puede estar hecha de platino,
acero, aluminio con una cubierta aislante del calor y en su extremo proximal un
filamento que puede ser de nicromo, tungsteno o platino que termina en aro o en
punta, este instrumento de laboratorio nos ayuda transportar o arrastrar
microorganismos de un medio a ofro medio para su adecuado desarrollo, asi como
para la realizaciéon de frofis.

¢ Asa en argolla o anillos, no calibrada: Son de alambre de Nicrome. Sirve para ——
la siembra por estrias e inoculaciones en general.

e Asa de platino en anillo, calibrada: Para tomar 0.001 ml

e Asa recta o en hilo: Sirve para trasladar una sola colonia a medios de
identificacién o subcultivo y para la siembra por picadura profunda.

4. Asa micoldgica:
Estd formada de una base que puede estar hecha de platino, acero, aluminio y un
filamento mds grueso que el asa bacterioldégica que puede ser de alambre o platino
que termina o en un dngulo de 45° o forma de “L”, este instrumento nos ayuda
fransportar o arrastrar hongos de un medio a otro medio para su adecuado desarrollo,
asi como para la realizacién de frofis.

C) EQUIPOS DE LABORATORIO
1. Avutoclave: Es un dispositivo que sirve para esterilizar material de laboratorio
utilizando vapor de agua a alta presion y temperatura. El fundamento de la
autoclave es que coagula las proteinas de los microorganismos debido a la
presidn y temperatura.
Para lograr esterilizar, necesita una presion interna de 103 kPa, temperatura de
121 °C por un tiempo de 15-20 minutos.

2. Horno Pasteur
Es como una mufla que tiene tres paredes y la cubierta es de asbesto sirve
para la esterilizacion por el calor seco.

3. Estufas de aire caliente
Aligual que el anterior es utilizado en la esterilizacién por el calor seco. Tienen
solo dos paredes y son de forma cubica.

4. Incubadoras y Hornos
Los hornos son capaces de mantener la temperatura mds de 100°C y no tienen no
fienen salida de aire.
Las incubadoras mantienen la femperatura a menos de 100°C vy si tienen salida de
aire.
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5. Camara de flujo laminar:
Equipo para  manipular  muestras  bioldgicas bajo  una  atmdsfera
microbioldégicamente controlada. Gabinete de seguridad bioldgica con ventana

BioRase

frontal deslizable y alarma que indica el nivel de apertura de la ventana. Flujo de e
aire verfical y recirculacion de aire filfrado. De acero inoxidable. Con filtros 1~ ==+
absolutos de eficiencia del 99.99% (HEPA) y retencion de particulas de 0.3 micras. .. = 4
Con llave para toma de oxigeno. =

6. Baio Maria

También llamados bafos de agua, presentan un termostato que regula la aﬂ\
temperatura del agua y un piso para colocar los materiales que se desea.
R

3. Equipos, Materiales y Reactivos

3.1. Equipos
ltem | Equipo Caracteristica Cantidad
1 Balanza De precision de 3 1
ejes
2 Bano Maria 1
3 Camara de Flujo Laminar 1
4 Incubadora 1
5 Autoclave 1
6 Horno 1
7 Microscopio 1
3.2. Materiales
ltem | Material Caracteristica Cantidad
1 Placas Petri 15x 100 1
2 Probeta 50 ml 1
3 Varilla de vidrio 1
4 Vasos precipitado 500 ml 1
5 Tubos de ensayo 13x100 1
7 Asa Digraskly vidrio 1
8 Asa Bacteriologica 1
9 Asa Micoldgica 1
10 Pipeta serologica 10 ml 1
11 Matraz 500 ml 1
12 Espdtulas de Digralsky 1
13 Tubos de fermentacién 1
Durham
14 Laminas porta objetos 1
15 Lamina cubre objetos 1
3.2. Reactivos
ltem | Reactivo Caracteristica Cantidad
1 Alcohol Etilico Mezcla alcohol y 120ml
agua
2 Mezcla sulfocrémica Solucién diluida 1000 ml

4. Indicaciones/instrucciones:
4.1 Manejar con especial cuidado el material fragil, como el vidrio.

4.2 No utilizar ningdn equipo sin conocer su uso, funcionamiento y normas de seguridad especificas.
4.3 Informa al profesor del material roto o averiado.
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Primero: Reconocimiento de materiales y equipos utilizados en el Laboratorio

e Observe e identifique los materiales presentados.

e FElabore una lista con los materiales especificos que se utilicen en el laboratorio y complete la Tabla

N1

Tabla N° 1: Materiales utilizados en el laboratorio de microbiologia

INSTRUMENTO

DESCRIPCION

FUNCION

Segundo: Preparacion y esterilizaciéon de material.
e El proceso de esterilizacion se aplica dependiendo del material a esterilizar, el procedimiento a

seguir es el siguiente:

1. CONFECCION DE TAPONES DE ALGODON
a) Tomar un trozo rectangular, practicar a lo largo el dobles en fres y enrollarlo tfransversalmente
a su eje longitudinalmente hasta darle la medida y didmetro deseado. Para mejor duracién

del tapdn, almoadar un trozo de gasa que lo cubra totalmente.

2. PREPARACION DE PIPETAS SEROLOGICAS Y VOLUMETRICAS:

Preparacion de Pipetas Serolégicas
a) Colocar tapones de algoddn a manera de filtros moderadamente ajustados, en las boquillas

de las pipetas.

b) Colocar oblicuamente la pipeta seroldégica a una tira de papel y hacer un doblez de este en

un extremo, cubrir el extremo proximal (punta de la pipetal).

c) Deslizar el papel en espiral sobre la longitud de la pipeta hasta la boquilla. Hacer torsién de
la tira de papel para permitir la protecciéon completa. Evitar queden vacios.

3. PREPARACION DE LAS PLACAS PETRI:

Se pueden envolver aisladamente o en nimero de 2 6 3, con los trozos rectangulares de papel

Kraft.

a) Colocar las placas sobre el papel en posicion invertida y doblar los mdrgenes uno sobre
otro, a manera de cubrirla.
b) Completar el dobles con los extremos del papel sobrante asegurédndose con papel
engomado. Los bordes de las placas deben quedar intimamente adheridos al papel que
los cubre, para evitar vacios.

6. Resultados

1. Reconocimiento de materiales y equipos utilizados en el Laboratorio

Tabla 1: Materiales utilizados en el laboratorio de microbiologia

NOMBRE
INSTRUMENTO/EQUIPO

DESCRIPCION (foto)

FUNCION

2. Preparacion y esterilizacion de material. (Colocar las fotos del trabajo terminado)
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7. Conclusiones
725 PPN
L2 O OO PPR PSP PPPI
725 T PSPPI

8. Sugerencias y /o recomendaciones

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados
. Beran, J. (2007).Laboratory manual for principles of general chemistry (9¢ ed.).USA: John Wiley & Sons Inc.
. Medios de cultivo [en linea]. [Consulta: 22 de marzo de 2016]. Disponible en web:
https://es.scribd.com/doc/7788947/2/ Agar-Nutritivo
http://asignatura.us.es/mbclinica/docs/recursos/34/medios-de-cultivo.pdf
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Guia de prdctica N° 2

Manejo del microscopio

SECCION 1, DOCENTE. e
Fecha Ceveeid i Duracién: 90 minutos

Instrucciones: El alumno debe ingresar al Laboratorio portando su guardapolvo y equipo de proteccién
personal (guantes, mascarilla, cofia).

1. Propdsito /Objetivo (de la prdctical):
Maneja correctamente el microscopio y seiala los componentes mecdnicos y dpticos que constituyen
el microscopio

2. Fundamento Tedrico

2.1 Partes de un microscopio 6ptico
Sistema éptico
Ocular: Lente situada cerca del ojo del observador. Amplia la imagen del objetivo.
Objetivo: Lente situada cerca de la preparaciéon. Amplia la imagen de ésta.

Sistema de lluminacién

Condensador: Lente que concentra los rayos luminosos sobre la preparacion.
Diafragma: Regula la cantidad de luz que entfra en el condensador.

Foco: Dirige los rayos luminosos hacia el condensador.

Sistema mecdnico
Soporte: Mantiene la parte optica. Tiene dos partes: el pie o base y el brazo.
Platina: Lugar donde se deposita la preparacion.
Cabezal: Contiene los sistemas de lentes oculares. Puede ser monocular, binocular.
Revolver: Contiene los sistemas de lentes objetivos. Permite, al girar, cambiar los
objetivos.
Tornilllos de enfoque:

e Macrométrico que aproxima el enfoque

e Micrométrico que consigue el enfoque correcto.

ocular
tubo
revdlver = N\ = oo
~ = — brazo
objetivo 4 r
platina
pinzas tornillo
» -
condensador q. macromeétrico
Q— tornillo
. ¥ . . .
condensador —. - micrométrico

Figura 1. Microscopio 6ptico compuesto

base
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2.2 Manejo del microscopio éptico

Colocar el objetivo de menor aumento en posicidon de empleo y bajar la platina completamente. Si el
microscopio se recogid correctamente en el uso anterior, ya deberia estar en esas condiciones.
Colocar la preparacién sobre la platina sujetdndola con las pinzas metdlicas.

Comenzar la observacion con el objetivo de 4x (ya estd en posicidon) o colocar el de 10

aumentos (10x) si la preparacién es de bacterias.

Para realizar el enfoque:

rON—

Colocar el objetivo de menor aumento en posicidon de empleo y bajar la platina completamente.
Colocar la preparacion sobre la platina sujetdndola con las pinzas metdlicas.

Comenzar la observacion con el objetivo de 10X si la preparacién es de bacterias.

Acercar al méximo la lente del objetivo a la preparacion, empleando el tornillo macrométrico. Esto debe
hacerse mirando directamente y no a fravés del ocular, ya que se corre el riesgo de incrustar el objetivo
en la preparacion pudiéndose danar alguno de ellos o ambos.

Mirando, ahora si, a través de los oculares, ir separando lentamente el objetivo de la

preparacién con el macrométrico y, cuando se observe algo nitida la muestra, girar el

micrométrico hasta obtener un enfoque fino.

Pasar al siguiente objetivo. La imagen deberia estar ya casi enfocada y suele ser suficiente con mover
un poco el micrométrico para lograr el enfoque fino. Si al cambiar de objetivo se perdid por completo
la imagen, es preferible volver a enfocar con el objetivo anterior y repetir la operacién desde el paso 4.
El objetivo de 40 x enfoca a poca distancia de la preparacién y por ello es facil que ocurran dos tipos
de percances: incrustarlo en la preparacion si se descuidan las precauciones anteriores y mancharlo
con aceite de inmersién si se observa una preparacién que ya se enfocd con el objetivo de inmersion.

Enfoque visual a menor aumento (10 X)

Se coloca la preparacién centrada en la platina, mirando por fuera, se acerca el objetivo de menor
aumento (10 X) a la ldmina, girando el tornillo macrométrico hasta que quede a una distancia
ligeramente menor de la distancia de trabagjo.

Ahora se enfoca girando el tornillo macrométrico hasta ver la imagen del preparado.

Una vez obtenida la imagen, complete el enfoque con el tornillo micrométrico o de ajuste fino. Si es
necesario, gradua la intensidad luminosa ajustando la apertura del diafragma y la altura del
condensador. Evite sobre iluminacion.

Enfoque visual a mayor aumento (40 X)

Una vez observada la preparacion a menor aumento, pase a posicion de trabajo del objetivo de mayor
aumento, girando suavemente el revélver. Para el caso de microscopio con lentes parafocales, queda
enfocado automdticamente y se afina el enfoque con el tornillo micrométrico. Si el microscopio posee
lentes no parafocales, la lente puede tropezar con la preparacién, entonces levante el objetivo
empleando el tornillo macrométrico y proceda a acercar el objetivo a la preparacion a menos de Tmm
observando por fuera y no a través del ocular. Enfoque la imagen con el tornillo

micrométrico alejando siempre el objetivo de la preparacién.

Empleo del objetivo de inmersién (100X)

1.
2.

3.
4.

Bajar totalmente la platina.

Subir totalmente el condensador para ver claramente el circulo de luz que nos indica la zona que se
va a visualizar y donde habrd que echar el aceite.

Girar el revélver hacia el objetivo de inmersion dejdndolo a medio camino entre éste y el de 40x.
Cologue una gota muy pequeia de aceite de inmersidn sobre la laminilla cubreobjetos

(si la preparacion es un extendido fijado, coloque la gota de aceite de inmersidn directamente sobre
la Iédmina). Colocar una gota minima de aceite de inmersidn sobre el circulo de luz.

Terminar de girar suavemente el revolver hasta la posicidn del objetivo de inmersion.

Mirando directamente al objetivo, subir la plafina lentamente hasta que la lente toca la gota de
aceite. En ese momento se nota como si la gota ascendiera y se adosara a la lente.

Enfocar cuidadosamente con el micrométrico. La distancia de trabajo entre el objetivo de inmersién
y la preparacion es minima, aun menor que con el de 40x por lo que el riesgo de accidente es muy
grande.

Una vez se haya puesto aceite de inmersién sobre la preparacion, ya no se puede volver a usar el
objetivo 40x sobre esa zona, pues se mancharia de aceite. Por tanto, si desea enfocar ofro campo,
hay que bajar la platina.
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9. Una vez finalizada la observacién de la preparacion se baja la platina y se coloca el objetivo de
menor aumento girando el revdlver. En este momento ya se puede retirar la preparaciéon de la
platina. Nunca se debe retirar con el objetivo de inmersidn en posicidon de observacion.

10. Teniendo en cuenta que la distancia de trabajo es menor con el objetivo de inmersién y se requiere
mayor intensidad de luz.

11. Limpiar el objetivo de inmersidn con cuidado empleando un papel especial para éptica. Comprobar
también que el objetivo 40x estd perfectamente limpio.

Alcances:

Cémo funciona el aceite de inmersién?

Cuando el objetivo de inmersidon es usado, el aceite de inmersion llena los espacios entre el objetivo y el
espécimen. Debido a que el aceite de inmersién tiene el mismo indice de refraccidén que el vidrio, en
consecuencia con este sistema, los rayos de la luz pasan directamente del portaobjetos al lente del
objetivo de100 X o lente de inmersidn, por lo tanto la pérdida de luz se reduce al minimo. (Figura 1)

Si no se utilizara dicho aceite los rayos de luz se refractarian (desviarian) debido al aire presente entre el
portaobjetos y el objetivo, y entraria menos luz al microscopio. Si se siguen con sumo cuidado las
instrucciones se debe obtener una buena iluminacién y observacion del espécimen en cuestion

y
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Figure 1. El objetivo de inmersidn: Un lente de objetivo de inmersidn que opera en el aire y en el aceite de
inmersion. Se observa que los rayos de luz que pasan a través del el aire estdn doblados (refractados) y
muchos rayos no ingresan al objetivo de inmersion. En cambio, el objetivo que opera con el aceite de
inmersion, los rayos de la luz pasar directamente del portaobjetos al lente del objetivo de100 X o lente de
inmersiéon, evitando la pérdida de rayos de luz

Como calcular el aumento total del objeto observado?

Recuerda que el lente ocular, ubicado en la parte superior del fubo, magnifica la imagen formada por el
lente objetivo. Como resultado, la magnificacion total vista por el observador se obtiene por la
multiplicaciéon de la ampliacion del lente objetivo por la ampliacién del lente ocular.

Por ejemplo, cunado usamos un ocular 10 X y un objetivo de 40 X, su total magnificacion es: 10 x 40 = 400
veces

Precaucién

Una vez realizada la observacién limpia con papel de lentes el objetivo de inmersion pues al solidificarse
se puede danar la lente. Para lo anterior, tenga cuidado de girar el revélver directamente al objetivo de
menor aumento sin devolverlo ya que mojaria el objetivo de mayor aumento con aceite de inmersién.
Finalmente retira la Idmina del microscopio.

Mantenimiento y precauciones

1. Al finalizar el trabajo, hay que dejar puesto el objetivo de menor aumento en posicidon de observacion,
asegurarse de que la parte mecdnica de la platina no sobresale del borde de la misma y dejarlo
cubierto con su funda.

ucontinental.edu.pe | 13



Gestion Curricular

F
—

2. Cuando no se estd utilizando el microscopio, hay que mantenerlo cubierto con su funda para evitar que
se ensucien y danen las lenfes. Si no se va a usar de forma prolongada, se debe guardar en su cagja
dentro de un armario para protegerlo del polvo.

3. Nunca hay que tocar las lentes con las manos. Si se ensucian, limpiarlas muy suavemente con un papel
de filtro o, mejor, con un papel de éptica.

4. No dejar el portaobjetos puesto sobre la platina si no se estd utilizando el microscopio.

5. Después de utilizar el objetivo de inmersién, hay que limpiar el aceite que queda en el objetivo con
pafuelos especiales para éptica o con papel de filtro (menos recomendable). En cualquier caso se
pasard el papel por la lente en un solo sentido y con suavidad. Si el aceite ha llegado a secarse y
pegarse en el objetivo, hay que limpiarlo con una mezcla de alcohol-acetona (7:3) o xilol. No hay que
abusar de este tipo de limpieza, porque si se aplican estos disolventes en exceso se pueden danar las
lentes y su sujecién.

6. No forzar nunca los tornillos giratorios del microscopio (macrométrico, micrométrico, platina, revélver y
condensador).

7. El cambio de objetivo se hace girando el revélver y dirigiendo siempre la mirada a la preparacion para
prevenir el roce de la lente con la muestra. No cambiar nunca de objetivo agarrdndolo por el tubo del
mismo ni hacerlo mientras se estd observando a través del ocular.

8. Mantener seca y limpia la platina del microscopio. Si se derrama sobre ella algun liquido, secarlo con un
pano. Si se mancha de aceite, limpiarla con un pano humedecido en xilol.

9. Es conveniente limpiar y revisar siempre los microscopios al finalizar la sesidon prdctica y, al acabar el
curso, encargar a un técnico un agjuste y revisién general de los mismos.

3. Equipos, Materiales y Reactivos

3.1. Equipos
ltem | Equipo Caracteristica Cantidad
] Microscopio dptico [
3.2. Materiales
ltem | Material Caracteristica Cantidad
1 Laminas portaobjetos 2
2 Laminillas cubreobjetos 2
3 Papel éptico 2
3.2. Reactivos
ltem | Reactivo Caracteristica Cantidad
1 Aceite de inmersidon é

4. Indicaciones/instrucciones:

4.1 Los portaobjetos y cubreobjetos son de vidrio. Tenga cuidado con ellos. No te cortes al utilizarlos.

4.2 Desechar los cristales rotos en el recipiente debidamente etiquetado.

4.3 Si el microscopio tiene una falla mecdnica, no usarlo y llamar al docente o personal técnico
encargado.

5. Procedimientos:

Primero
Visualizar el siguiente video:

Segundo
Senalar las partes del microscopio identificadas en el video en el microscopio que estd manejando en

la clase prdéctica.

6. Resultados
1. Dibujar un microscopio éptico y sefale sus partes (sistema dptico y sistema mecdnico)
2. Calcular el aumento total para cada combinacién ocular / objetivo en el microscopio de tu mesa

Ocular X Objetivo = Aumenio
10 X 40 X 400 veces
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3. Ubique el diafragma en tu microscopio. Realice un dibujo y mencione cudil
su funcién.

4. Ubique el condensador en el microscopio. Realice un dibujo y mencione cudl es su funcién.

7. Conclusiones

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

. Beran, J. (2007).Laboratory manual for principles of general chemistry (?a. ed.). USA: John Wiley &
Sons Inc.

. Prescott, L.M. (2004). Microbiologia (5° ed.).Madrid: Mc Graw Hill. Disponible en Biblioteca UC: 616.01
/ P85 2004)

. Prescott, L.M. (2004). Laboratory exercises in microbiology (5¢ ed.). Madrid: Mc Graw Hill.
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Guia de prdctica N° 3

Preparacion de medios de cultivo

SECCION 1, DOCENTE. e
Fecha USSR SRS Duracién: 90 minutos

Instrucciones: El alumno debe ingresar al Laboratorio portando su guardapolvo y equipo de proteccién
personal (guantes, mascarilla, cofia).

1. Propdsito /Objetivo (de la prdctica):
Identifica los requerimientos nutricionales de los microorganismos y prepara diferentes medios de cultivo.

2. Fundamento Tedrico

2.1 MEDIOS DE CULTIVO: Son sustancias nutritivas liquidas o sélidas, que se utilizan en el laboratorio para el
crecimiento de los microorganismos, pudiendo ser similares a sustratos naturales, en los cuales estos
crecen normalmente. Para que las bacterias crezcan adecuadamente en un medio de culfivo artificial
debe reunir una serie  de  condiciones como son: tfemperatura, grado @ de
humedad y presidén de oxigeno adecuado, asi como un grado correcto de acidez o alcalinidad

2.2 COMPOSICION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO: Sus componentes bdsicos deben satisfacer las minimas
exigencias nutricionales para el desarrollo microbiano y varian segun el tipo de bacteria. Incluyen: agua,
nutrientes como fuentes de nitrégeno, carbono y energia; y en ciertos casos, factores de crecimiento.
Se considerardn ademds para el crecimiento, necesidades de O2 (aerobios), CO2 parcial
(microaerdfilos) o total (anaerobios) y condiciones éptimas de pH y temperaturas de incubacion.

Los constituyentes habituales de los medios de cultivo son:

1. Agar. Se utiliza como agente solidificante. Es un polisacdrido que se obtiene de ciertas algas marinas.
Las bacterias no son capaces de degradarlo. Se licia completamente a la temperatura del agua
hirviendo y se solidifica al enfriarse a 40°C.

2. Azicares. Son una fuente de carbono para los microorganismos. Los més empleados son la glucosa,
la lactosa y la sacarosa.

3. Peptonas. Son proteinas hidrolizadas, se obtienen por digestion quimica o enzimdtica de proteinas
animales o vegetales.

4. Extractos. Son preparados de ciertos érganos o tejidos animales o vegetales obtenidos con agua y
calor. Los extractos son ricos en proteinas de bajo peso molecular y en factores de crecimiento.

Ej.: extracto de carne, de levadura, de malta, efc.

¢ Extracto de carne: Concentrado de componentes hidrosolubles de la carne. Aporta sustancias nitrogenadas
como: aminodcidos, bases puricas y pirimidicas, dcidos orgdnicos, creatina, urea, y sustancias no
nitrogenadas como glucodgeno, fosfatos de hexosas, dcido ldctico, sales inorgdnicas. La calidad de este tipo
de extracto varia con la carne empleada, el tiempo v la temperatura de extraccién. Su funcidn es ser
complemento vitaminico de las peptonas.

« Extracto de Levadura: Se obtiene por autolisis de las células de levadura de cerveceria y de panaderia, que
son inducidas a autolisarse por calor a 55°C o pueden ser hidrolizadas con HCI o enzimas proteoliticas. Su
funcién es ser suplemento vitaminico de las peptonas, pero también aporta mezclas de aminodcidos y
péptidos, y carbohidratos. Sustituye al extracto de carne.

5. Fluidos corporales. Sangre completa, sangre desfibrinada, plasma o suero sanguineo son anadidos
a los medios empleados para el cultivo de algunos microorganismos patdégenos.

6. Sistemas amortiguadores. Son sales que se anaden al medio para mantener el pH dentro del rango
6ptimo del crecimiento bacteriano. Ej.: fosfatos bisdédicos o bipotdsicos.

7. Indicadores de pH. Son indicadores dcido-base que se anaden para detectar cambios de pH en el
medio.
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8. Agentes reductores. Sustancias que se anaden al medio para crear las condiciones que permitan el
desarrollo de los gérmenes microaerdfilos o anaerobios. Ej.: cisteina y tioglicolato.

9. Agentes selectivos. Sustancias como el cristal violeta, las sales biliares etc. que a determinadas
concentraciones en el medio actian como agentes selectivos frente a determinados
microorganismos.

10. NaCl que se anade al nutriente aumenta la presién osmética del medio.

2.3 UTILIDAD DE LOS MEDIOS DE CULTIVO: La mayoria de los medios de cultivo son empleados para el desarrollo
inicial y aislamiento de microorganismos heterotréficos, son ricos en componentes proteicos derivados de carnes,
corazdn, cerebro, caseina, fibrina, soya, por digestidbn con enzimas proteoliticas (pepsing, tripsina, papaina). Estos
derivados son principalmente péptidos, peptonas, proteosas, aminodcidos, sales inorgdnicas como fosfatos y
trazas de K y Mg que los organismos utilizan como compuestos parcialmente degradados, al ser incapaces la
mayoria de hidrolizar proteinas completas.

2.4 CLASIFICACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO: SegUn su composicidn y objetivos se clasifican de la siguiente
manera:

MEDIOS COMUNES: Aquellos que contienen los minimos componentes nutricionales para organismos

heterotréficos no exigentes. Estos pueden ser LIQUIDOS, SOLIDOS y SEMISOLIDOS. Ejm:

¢ Medios Liquidos: Son de consistencia liquida. Ejm: Caldo nutritivo, caldo peptonado, caldo triptosa, caldo carne
y ofros.

¢ Medios Sélidos: Nutrientes compuestos de un medio liquido base, al que se le agregan sustancias organicas de
poco o nulo valor nutritivo como el agar o gelatina, para dar al medio consistencia de gel. Ejm.: Agar nuftritivo,
agar peptonado, agar almidén, medio de gelatina y otros.
El Agar Nutritivo depositado en placas Petri, permite el aislamiento de bacterias no exigentes a partir de una
fuente problema. También es importante su utilidad para otros fines como para la preparacion de cosechas
bacterianas masivas en la elaboracién de antigenos, vacunas, conservacién de cepas para estudios culturales
en tubos de prueba, etc.

¢ Medios Semisdlidos: Compuesto por cualquiera de los medios liquidos antes mencionados, a los que se adiciona
una cantidad suficiente de agar (0.5%). para obtener un estado de gel blando (semisdlido) Principalmente se les
usa para estudios de motilidad macroscopica en columna de los microorganismos, mantenimiento en cepario y
estudios de la capacidad respiratoria.

MEDIOS ENRIQUECIDOS O SUPLEMENTADOS: Son medios complejos (normalmente) con
aditivos adicionales para favorecer el crecimiento de deferminados microorganismos (parficularmente
heterétrofos exigentes). Se componen de un medio basal ordinario suplementado con factores de crecimiento
como sangre, suero sanguineo, liquido pleural, vitaminas, extracto de levadura, bases nitrogenadas,
carbohidratos y sales minerales. Estos medios pueden ser: LIQUIDOS o SOLIDOS. Ejm.

Medios Liquidos: Caldo cerebro corazén, caldo extracto de levadura, caldo suero, caldo fripticasa soya, etc.
Medies Sélidos: Agar cerebro corazdn, agar extracto de levadura, agar sangre, agar chocolate, suero
coagulado de Loefflery ofros.

MEDIOS DEFINIDOS O SINTETICOS: Preparados exclusivamente de sustancias quimicas definidas, por lo tanto
su composcicién se conoce. Ejm:

MEDIOS NO DEFINIDOS O COMPLEJOS: Contfienen algunos ingredientes cuya composicion exacta se
desconoce. Ejm: Caldo nutritivo, Caldo de triptona, Agar Mc Conkey

MEDIOS ESPECIALES: Son aqguellos que ademds de contener los requerimientos nutricionales bdsicos,
llevan en su composicion sustancias inhibidoras con cardcter selectivo y compuestos especificos e
indicadores para poner de manifiesto los principales caracteres bioquimicos esenciales para el
diagndstico especifico. Entre las sustancias inhibidoras, los medios pueden contener sales biliares,
antibidticos, colorantes u otros; pueden afectar el metabolismo o sistema enzimdtico con cardcter de
selecciéon. Comprende:
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-Medios de ENRIQUECIMIENTO: Que favorecen el crecimiento de uno o un grupo de microorganismos en

particular, e inhiben en lo posible a otfros de la microflora acompanante. Ejm.: Agua peptonada alcalina
(APA)
-Medios SELECTIVOS: Que favorecen el aislamiento de un determinado grupo de microorganismos mediante

la obtencién de colonias (cepas puras). Todos son utilizados en condiciones sélidas. Ejm: Agar McConkey y
Agar Saboraud
-Medios DIFERENCIALES: Empleados para detectar reacciones biogquimicas, con cardcter diferencial de

grupos, géneros y especies microbianas. Ejm. Agar TSI

3. Equipos, Materiales y Reactivos

3.1. Equipos
ltem | Equipo Caracteristica Cantidad
1 Balanza De precision de 3 1
ejes
2 Bano Maria 1
3 Camara de Flujo Laminar 1
4 Incubadora 1
5 Mecheros bunsen 1
3.2. Materiales
ltem | Material Caracteristica Cantidad
1 1
2 Probeta graduada 50 ml 1
3 Varilla de vidrio 1
4 Vasos precipitado 500 ml 1
5 Tubos de ensayo 13x100 1
7 Gradillas 1
8 Botellas de vidrio de 250 mL 1
9 Pipetas serolégicas 1
10 Varillas de vidrio 1
3.3. Reactivos
ltem | Reactivo Caracteristica Cantidad
1 Alcohol Etilico Mezcla alcohol y 120ml
agua
2 Mezcla sulfocrémica Solucidn diluida 1000 ml
3 Frasco de Mc Conkey En polvo 500g
4 Frasco de agar agar En polvo 5009
5 Frasco de Peptona En polvo 5009
6 Frasco de Extracto de En polvo 500g
carne
7 Frasco de NaCl En polvo 5009
8 Frascos de alcohol 70% Solucion diluida 100 ml
para desinfeccién
9 Cintas de pH Cintas 2
10 Frascos con HCLO.1 N Solucién diluida 10 ml
1 Frascos NaOH 0.1N Solucién diluida 10 ml

4. Indicaciones/instrucciones:

2.1 Leer la etiqueta se seguridad de todos los reactivos antes de su utilizacién en el Laboratorio.
2.2 Consultar los procedimientos de manipulacién aséptica, riesgos bidlogicos y desecho del producto

usado en el documento INSTRUCCIONES GENERALES DE USO

5. Procedimientos:
1. Leerlas instrucciones del fabricante para cada medio de cultivo.

2. Pesarlos ingredientes segun la cantidad requerida por los medios a preparar.
3. Colocar la cantidad pesada en el matraz Erlenmeyer (con excepcidn del agar granulado que se
adiciona en caliente), adicionar agua destilada en la proporcién requerida. Homogenizar la mezcla
mediante la varilla de vidrio.
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4, Colocar el matraz Erlenmeyer sobre una rejilla de asbesto. Calentar la muestra (mezcla), empleando
la cocina eléctrica, hasta lograr la total disolucidn de los ingredientes. En la preparacion del agar, se
adiciona el agar granulado en caliente y se sigue calentando hasta su completa disolucién.

5. Disueltos los componentes, enfriar a 50-55°C y djustar el pH a 7.2 - 7.4 con HCI 0.1 N 6 NaOH 0.1 N.
Distribuir los medios en las botellas de vidrio hasta la mitad. Taponar.

6. Esterilizar a la autoclave a 15 Ib de presién (121 ° C) por 15 minutos. Terminado el tiempo de
esterilizacién, esperar que la aguja del mandmetro descienda y extraer los medios.

7. Los medios soélidos sometidos al proceso de esterilizacién y enfriados a 50-55°C, deben
de repartirse en alicuotas de 12 a 15 mL en 1-2 placas Petri en condiciones asépticas; para ello se
tendrd que seguir las siguientes indicaciones:

e No destapar las cajas de petri, sino hasta el momento que vayan a ser utilizadas. Es conveniente
colocarse un cubre bocas la persona que va a redlizar el vaciado y evitar hablar en todo
momento para no contaminar el medio de cultivo.

e Es conveniente mantener el mechero encendido y trabajar cerca del drea estéril al momento
del vaciado en las cajas de petri. Levantar la tapadera de la caja petri con la mano izquierda ,
sin soltarla y sin retirarla demasiado de la base de la misma caja mientras que con la mano
derecha tomar el matraz que contiene el medio de cultivo y redlizar el vaciado de
aproximadamente 15 mla 20 ml de Agar por placa procurando que no se forman burbujas, se
procede a tapar la caja inmediatamente.

¢ Sise forman burbujas, tomar el mechero, flamear el medio de cultivo sobre la superficie de la caja
de petri y de manera rdpida. Se procede a tapar la caja. Esperar a que el medio solidifique.

e Se rotulan los medios de cultivo, anotando la fecha y con iniciales el tipo de medio de cultivo. Si
las placas no se van a utilizar el mismo dia se sujetan con cinta y se colocan en el refrigerador de
manera invertida para evitar que el vapor condensado caiga sobre el medio de cultivo y lo
pueda contaminar.

e Cuando se vayan a utilizar los medios de cultivo preparados, serd necesario secar las placas
invertidas en estufa a 37 °C por 24 h, para control de esterilidad.

8. Sise desea anadir medio sélido en tubos, entonces se esterilizard el Agar directamente en los tubos
a 121 -C durante 15 minutos tapados con algoddn, gasa y papel estraza. Si desea que solidifiquen
inclinados, colocarlos en una superficie lisa inclindndolos en un dngulo de 20° a 30° sobre una varilla
de vidrio.

6. Resultados

7. Conclusiones
725 TP PPRPPPIN
2 O PO PP PPPRPPPI
25 TP PPIPPPN

8. Sugerenciasy /o recomendaciones

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados
. Beran, J. (2007). Laboratory manual for principles of general chemistry (?a. ed.). USA: John Wiley & Sons Inc.
. Medios de cultivo [en lined]. [Consulta: 22 de marzo de 2016]. Disponible en web:
https://es.scribd.com/doc/7788947/2/ Agar-Nutritivo
http://asignatura.us.es/mbclinica/docs/recursos/34/medios-de-cultivo.pdf
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Guia de prdctica N° 4

Tinciones simples, diferenciales y especiales

SECCION 1, DOCENTE. e
Fecha USSR SRS Duracién: 90 minutos

Instrucciones: El alumno debe ingresar al Laboratorio portando su guardapolvo y equipo de proteccién
personal (guantes, mascarilla, cofia).

1. Propdsito /Objetivo (de la prdctica)

e Diferencia e identifica a los microorganismos por su capacidad fintorial, morfologia bacteriana vy
estructuras internas.

2. Fundamento Teérico
2.1. COLORACION - GENERALIDADES

En general todas la bacterias vivas son prdcticamente incoloras es decir no presenta suficiente
contraste con el medio acuoso en que se encuentra; lo que dificulta su estudio cuando los exdmenes
se realizan en fresco por tal razén es necesario tefirlas para que produzcan un contraste con respecto
al medio que se encuentra.

La manera mds simple de aumentar el confraste entre la célula y el medio que la rodea es la
utilizacién de colorantes. Es por ello, para distinguirlas del medio es necesario hacer una coloraciéon
(tinciones simples), las cuales también sirven para contrastar o realzar distintas caracteristicas
morfoldgicas o estructurales (tinciones diferenciales).

Ventajas de las técnicas de tincién:

e Permite diferenciar distintos tipos morfoldgicos de microorganismos.

e Establecer una informacién complementaria sobre sus estructuras internas y/o externas.

e Permite conocer sus caracteristicas tintoriales orientandonos hacia un grupo taxondmico para la
clasificacion de las bacterias.

2.2 TECNICA DE TINCION
Toda técnica de tincidn requiere de los siguientes pasos:

Realizacién de un frotis o extension
Fijacion

Coloracién

Decoloracién

Lavado.

Coloracién de confraste.

No oD~

Observaciéon ala microscopio.
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Para observar las bacterias tenidas es necesario, en primer lugar, hacer un frotis de las bacterias y luego
fijarlo.

Frotis o Extensién: V4
Cuando se parte de un cultivo de bacterias en medio liquido, se toma una o varias 4
cargas directamente con el asa y se extienden sobre el portaobjetos.

Si se parte de un cultivo en medio sdlido, debe depositarse previamente una gota
de agua sobre el portaobjetos. A continuacion, se toma con el asa una pequeia
parte de la colonia y se dispersa en la gota de agua, realizdndose la extensibn como
en el caso anterior.

Fijacién: Es el proceso en el cual las células, generalmente son tratadas para

coagular el protoplasma antes de tedirlas. La fijacién tiene por objeto:

e Preservar las estructuras celulares: Provocar modificaciones en la composicion
fisico-quimica de la bacteria (coagulacién de las proteinas, etc.) de forma que
ésta conserve definitivamente una estructura celular similar a la que tenia en vivo,
sin deformarse como consecuencia de los fratamientos a que se verd sometida
durante la tincién.

e Impedir el arrastre de los microorganismos al quedar estos adheridos al
portaobjetos

e Hacer que la pared celular sea mds permeable a los colorantes.

La fijacion produce generalmente el encogimiento de las células, en cambio, la
tincién hace que las células aparezcan mayores de lo que son realmente, de manera que las medidas de

las células que han sido fijadas o tenidas no pueden realizarse con mucha precision.
La fijacion se puede llevar a cabo con diferentes tratamientos:

Fijaciéon por calor es la mds utilizada para la observacion de bacterias y es la que emplearemos en la
préctica. Este procedimiento consiste en que el frotis, una vez seco, se pasa dos o tres veces sobre la llama,
con la preparacién hacia arriba, para no quemarla. La fijacidn por calor preserva la morfologia externa de
los microorganismos pero no las estructuras internas

Hay que procurar que el calor nunca sea excesivo, pues se alterarian las estructuras de la bacteria: en
ningun momento el portaobjetos, colocado sobre el dorso de la mano, debe quemar.

Fijacién quimica con agentes como etanol, formaldehido y dcido acético y alcoholes entre otros
muchos, se utiliza para preservar las estructuras celulares

2.3 TIPOS DE TINCIONES BACTERIANAS
2.3.1 TINCION SIMPLE
Utilizan un solo colorante. Se basan en el hecho de que las células tienen una composicidén quimica
diferente a la de su entorno, de modo que ambos se comportan de forma diferente frente a un
colorante. Los colorantes (azul de metileno 6 safranina) tifien las células. Se caracteriza por:
e Necesita fijacion previa.
e Se utiliza un solo colorante y este debe ser bdsico (azul de metileno o safranina)
e Permite la visualizacion la concentracion, morfologia y el modo de agrupacion bacteriana

2.3.2 TINCION NEGATIVA:

Es un tipo de tincion simple pero con ciertas diferencias ya que nos permites observar caracteristicas

estructurales de la bacteria. Por otra parte, en la tincién negativa se utilizan compuestos que

no penetran en las células sino que impregna el medio circundante. Los microorganismos aparecen

refringentes sobre un fondo negro. Se caractreriza por:

¢ No necesita fijacion previa.

e Se utiliza un solo colorante.

e Nos permiten visualizar sobre un fondo oscuro la forma de la bacteria y alguna otra estructura como
es la presencia de capsula.
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2.3.3 TINCIONES DIFERENCIALES
Utilizan dos colorantes. Las tinciones diferenciales permiten diferenciar microorganismos con
caracteristicas superficiales distintas, por lo que requieren mds de un colorante. Se basan en el hecho de
que distintos tipos de células tienen distinta composicion quimica, y por lo tanto reaccionan de forma
diferente frente a una tincién, lo que permite clasificar los microorganismos en diferentes grupos, segin su
capacidad de tincién. Dentro de las tinciones diferenciales tenemos:

A. Tincién de Gram

B. Tincion dcido-alcohol resistencia (de Ziehl-Neelsen).

Las tinciones diferenciales presenta las siguientes caracteristicas:
e Se necesita de fijacion previa generalmente por calor.
e Se utilizan dos colorantes siendo el Ultimo colorante el de contraste.
e Nos permite visualizar su morfologia y otras caracteristicas como puede ser la composicion de la
pared bacteriana

A. TINCION DE GRAM
Permite diferenciar los microorganismos en Gram (+) y Gram (-) lo cual reviste especial importancia
taxondmica. La explicacion de las diferencias en el comportamiento tintorial entre bacterias G(+) y G(-
). debe buscarse en la estructura y composicion de la pared celular bacteriana.
La pared de las bacterias Gram (+) estd constituida fundamentalmente por una gruesa capa de
peptidoglicano (20-30 nm). Las cadenas de peptidoglicano, se unen a través de puentes formados por
aminodcidos, en arreglos que varian de una especie bacteriana a otra.
Es la fincién diferencial mds utilizada en Bacteriologia pues permite separar las bacterias en dos
grandes grupos, las Gram-positivas (color azul o violetas) y las Gram-negativas (color rojo). La tincién
de Gram requiere cuatro soluciones:

1. Primer colorante. Es un colorante bdsico que en contacto con las células cargadas negativamente,
reacciona con ellas coloredndolas. El mds utilizado es el cristal violeta.

2. Solucién mordiente. Fija las finciones y aumenta la afinidad entre el colorante y las células. Los
mordientes empleados suelen ser sales metdlicas, dcidos o bases, como, por ejemplo, una solucién
diluida de yodo.

3. Agente decolorante. Es un disolvente orgdnico, por ejemplo, alcohol-acetona (1:1).

4. Colorante de contraste. Es un colorante bdsico de distinto color que el primer colorante, como, por
ejemplo, la safranina. Los dos grupos bacterianos a los que anteriormente nos referiamos difieren en el
color con el que finalmente aparecen. Las bacterias Gram positivas se tenirdn de azul por el cristal
violeta y no perderdn esta coloracién durante los pasos sucesivos. Las bacterias Gram negativas
perderdn la coloracién inicial del cristal violeta en los siguientes pasos y se tenirdn de rosa debido a la
safranina. La diferencia estd determinada por la composicién de su envoltura celular. Las bacterias
Gram positivas poseen una malla de peptidoglicano en su parte mds externa, mientras que las
bacterias gram negativas, recubriendo una fina capa de peptidoglicano, presentan una membrana
externa que envuelve toda la célula.

B. COLORACION DE MICROORGANISMOS ACIDOS RESISTENTES: TINCION DE ZIEHL NEELSEN
La propiedad que presentan algunas bacterias de resistir la decoloraciéon con dcidos fuertes después
de ser coloreadas con solucién de fucsina caliente, permite reunirlas bajo la denominacién general
de bacterias “dcidoresistentes” o “dacido-alcohol resistentes”. La dcido-alcohol resistencia es la
capacidad de incorporar ciertos colorantes y retenerlos después de someterlos a la accidon de dcidos
y alcohol y estd determinada por la presencia en la pared celular de los dcidos micdlicos que son
dcidos grasos de cadenas ramificadas de alto peso molecular Las micobacterias son bacilos dcido-
alcohol resistentes, cortos, ligeramente curvos. El género Mycobacterium, incluido en esta
clasificacion, comprende especies patdgenas para el hombre, animales y especies saprofitas

2.4.4 COLORACIONES ESPECIALES, SELECTIVAS O ESTRUCTURALES
Se basan en el hecho de que distintas estructuras celulares tienen distinta composicién quimica, de
modo que se tinen selectivamente con ciertos colorantes. Estas tinciones permiten observar
estructuras especializadas que son Utiles para la clasificacion taxondmica de bacterias. Por ejemplo,
la tincidn de esporas, de flagelos, de corpuUsculos metacromdticos
Las tinciones estructurales presenta las siguientes caracteristicas:
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e Requieren fijacidn previa generalmente por calor
e Ufilizan al menos dos colorantes.
e Nos permiten observar su morfologia
e Nos permiten visualizar otras caracteristicas de cardcter estructural como son la presencia de

esporas, flagelos, cilios, capsulas, etc.
Dentro de las tinciones estructurales tenemos:

A. COLORACION DE ESPORAS: METODO DE WIRTZ-CONKLIN
Las esporas son estructuras bacterianas que se forman en condiciones adversas por parte de
ciertas bacteria como pueden ser: del genero Bacillus y Clostridium.
Tales esporas son capaces de resistir situaciones muy desfavorables de alli su denominacion de
resistencia.
Las esporas se tinen muy dificiimente, por la naturaleza y grosor de la membrana y bajo contenido en
agua, por ello se hace actuar el tinte en caliente en idéntico procedimiento al efectuado para ACIDO-
RESISTENTES. La coloracién de contraste para el cuerpo bacteriano se consigue con Safranina.
Si el cultivo es joven no hay esporas y los microorganismos se tefirdn uniformemente. Es necesario que éste
permanezca por 3-4 dias a temperatura ambiente, después de una incubacion éptima de 24 horas o sembrar
el cultivo en un medio especifico de esporulacién. De esta manera el material resulta ideal para ensayos de
cualquiera de las técnicas especificas de tincién.

B. COLORACION DE CAPSULAS: METODO DE TINCION NEGATIVA
Es el reverso del procedimiento de tincidn usual: las células se dejan sin tefir pero se colorea un cambio el
medio que las rodea. Lo que se ve, por tanto, es el perfil de las células. La sustancia utilizada para la tincién
negativa es un material opaco que no tiene afinidad por los constituyentes celulares y que simplemente
rodea las células, tal como la tinta china (que es una suspensidn de particulas de carbono coloidal) o la
nigrosina (un colorante negro insoluble en agua). La tincién negativa es un modo satisfactorio de aumentar
el contraste de las células en microscopia éptica, pero sumdaxima utilidad estd en revelar la presencia de
capsulas alrededor de las células bacterianas.

C. COLORACION DE FLAGELOS: METODO DE LEIFSON
Los flagelos son estructuras, cuyo didmetro no excede de los 30mm, lo cual estd muy por debajo del poder
de resolucién del micrososcopio éptico. Para hacer visibles a los flagelos se requiere aumentar su grosor,
para lo cual se emplea una suspensién de dcido ténico como mordiente que al precipitarse sobre su
cubierta forman una capa que aumenta aparentemente su didmetro. Lo que propicia que al ser
posteriormente coloreado, tanto los flagelos como su disposicion con respecto al bacilo se hagan visibles
al microscopista.

D. COLORACION DE CORPUSCULOS METACROMAT1COS: METODO DE EPSTEIN
Muchas bacterias acumulan en su protoplasma grandes reservas de fosfato insolubles en agua. Estos son
los granulos metacromdticos o de volutina que aparecen como granulos refréctiles, cuando se observan
al microscopio sin tefir. Con colorante de Azul de Toluidina u otros tintes azules, se fornan de color violdceo
o ligeramente rojo violdceo; de ahi el nombre de metacromdtico.
Los bacilos diftéricos (Corynebacterium diphteriae), y difteroides poseen numerosos grdnulos de este
material; los primeros son agentes causantes de la difteria y sélo estdin presentes en casos agudos. Se
pueden encontrar en muestras de saliva de humanos

3. Equipos, Materiales y Reactivos

3.1. Equipos
ltem | Equipo Caracteristica Cantidad
1 Balanza De precision de 3 1
ejes
2 Microscopio 1
3 Camara de Flujo Laminar 1
4 Incubadora 1
5 Mecheros bunsen 1
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3.2. Materiales
ltem | Material Caracteristica Cantidad
1 Pinza de madera 1
2 Probeta graduada 50 ml 1
3 Varilla de vidrio 1
4 Vasos precipitado 500 ml 1
5 Tubos de ensayo 13x100 1
7 Gradillas 1
8 Botellas de vidrio de 250 mL 1
9 Pipetas seroldgicas 1
10 Varillas de vidrio 1
11 Laminas portaobjetos 1
12 Laminas cubreobjetos 6
13 Asas de siembra 6
14 Cultivo de Bacillus subtilis 24 horas
15 Cultivo de E. coli 24 horas
3.3. Reactivos
ltem | Reactivo Caracteristica Cantidad
1 Alcohol Etilico Mezcla alcohol y 120ml
agua
2 Frascos con azul de metileno | Solucién diluida 1000 ml
3 Frascos con cristal violeta Solucion diluida 500g
4 Frascos con lugol Solucidn diluida 500g
5 Frascos con alcohol acetona | Solucién diluida 500g
6 Frascos con safranina Solucién diluida 500g
7 Frascos con verde de Solucién diluida 500g
malaquita al 5%
8 Frascos con azul de metileno | Solucién diluida 100 ml
loeffler

4. Indicaciones/instrucciones:

4.1 Desinfecte el drea de frabajo con un germicida comercial aprobado por la EPA o blanqueador
doméstico (hipoclorito de sodio) antes y después de trabajar

4.2 Las porta y cubre objetos son de vidrio y fragiles. Desechar los vidrios rotos en recipientes
adecuadamente rotulados.

4.3 Los porta y cubre objetos usados deben desecharse en un recipiente con desinfectante.

4.4 Utilice siempre un soporte o pinza para sujetar los portfaobjetos cuando se exponen al calor del mechero.

4.5 No sobrecalentar el portaobjetos porque se pueden quebrar y no tocar hasta que se enfrie.

4.6 Los colorantes Cristal Violeta, Safranina, y el yodo pueden causar irritacion a los ojos, sistema respiratorio
y piel.

4.7 Mantener los recipientes que contienen los colorantes bien cerrados para evitar accidentes.

4.8 Tener precauciéon al manejar el microscopio, al momento de enfocar la muestra podemos
romper la laminilla al acercar el lente objetivo a la muestra.

5. Procedimientos:

Primero: Preparacion del frotis o extendido de la muestra

1. Selimpia y desengrasa un portaobjetos, flamedndolo suavemente.

2. Cologue la l&dmina sobre la mesa con el lado flameado hacia arriba.

3. Caliente el asa bacterioldgica hasta el rojo vivo.

4. Ponga con el asa una gota de agua en el centfro de la Idmina, en el caso de que el cultivo sea
liquido no hace falta este paso.
Flamee suavemente el asa, tome con la mano izquierda el tubo que contiene la cepay
remueva el tapdn con el dedo menique y borde cubital de la mano derecha.
6. Flamee el borde del tfubo y retire una pequena cantidad del cultivo.
7. Flamee nuevamente la boca del tubo y coloque el tapdn de algoddn. Regrese el tubo a la gradilla.
8. Emulsione el crecimiento en la gota de agua.
9. Exfienda la suspension en una capa delgada y uniforme, sin llegar a los bordes del portaobjetos.
10. Flamee nuevamente el asa y coléquela en su lugar.

11. Seque por calentamiento suave, sosteniendo la Idmina a 20-30 cm sobre el mechero.

12. No deje que el liquido hierva.

o
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Segundo: Fijacion del frotis o extendido
1. Fije el extendido por pasajes rapidos (2-3 veces), por la parte superior de la llama del mechero. Para
evitar el recalentamiento es conveniente tocar la piel del dorso de la mano con la Idmina después
de cada pasaje. (Esto evita que el extendido se desprenda durante el proceso de lavado y
decoloracién).

Tercero: Readlizar Tinciones: Simples, Diferenciales y Especiales

TINCION SIMPLE:

B) Coloracion Simple con Azul de Metileno:

Prepare un frotis, secarlo vy fijarlo.

Cubrir con la solucién de azul de metileno por un minuto

Lavar suavemente con agua corriente y deje secar al aire.

Enfoque la preparacién con los objetivos de 10 Xy 40 X y observe la preparacion con objetivo
de inmersién (100x) empleando el aceite de inmersidén apropiado.

AN~

B) Coloracién Simple con Safranina:
Repita los pasos anteriores (1 -4) con safranina.
Estas técnicas permite observar la morfologia y tamano de las bacterias, asi como los tipos de
agrupaciones que forman.

TS
-

%

'

Figura 1. Tincidén simple de S.aureus
TINCIONES DIFERENCIALES
A) Tinciéon Gram
Materiales:
1. Cultivo de bacterias de E. coli y B. subtilis.
2.Bateria Gram: Cristal violeta, Fucsina Bdsica, Lugol, Alcohol acetona.
3.Laminas limpias, asas de siembra, [dpiz graso, gradillas.
4.Microscopio
5.Aceite de cedro. Papel lente. Solucidn desinfectante.

Procedimiento:

1. Se prepara el frotis de la bacteria, se seca vy se fija al calor del mechero.

2. Se cubre con cristal violeta durante 60 segundos.

3. Lavar suavemente con agua corriente para eliminar el exceso de colorante.

4. Anadir lugol por 30-60 segundos. El lugol actia como mordiente aumentando la afinidad del

colorante por la bacteria.

5. Lavar con agua corriente el exceso de lugol.

. Se gotea alcohol-acetona por 15 segundos de forma continua hasta que la preparacion deje de
perder color

7. Lavar enseguida con agua abundante.

8. Se cubre la preparacién con safranina por 60 segundos (Safranina es colorante de contraste)

9. Se lava con agua y se seca al aire.

10. Observar a continuacién con el objetivo de inmersién y con aceite de inmersion.

o~
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Resultados:
Bacterias Gram-positivas: Presentardn una coloracion violeta
Bacterias Gram-negativas: Presentardn una coloraciéon roja o rosa.

3 ;
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Figura 2. Tincién Gram, observar bacilos Gram negativos y cocos gram positivos

B) Tincion de Ziehl Neelsen
Materiales:
1. Muestra: Esputo de enfermos tuberculosos (Mycobacterium tuberculosum)
2. Bateria de coloracion: Fucsina fenicada de Ziehl, Azul de metileno al 0,3%, alcohol dcido al 33%
3. Laminas limpias, asas de siembra, Idpiz graso, gradillas.
4. Microscopio, aceite de cedro, papel lente.

Procedimiento:

1. Realizar la extensidon de la muestra v fijar al calor moderado del mechero.

2. Cubrir el extendido con fucsina fenicada de Ziehl y flamear por debajo del portaobjeto hasta el
desprendimiento de vapores blancos (evitar que se produzca la ebullicidon por exceso de calor).
Dejar enfriar 5 minutos. Repetir este proceso por 3 veces consecutivas. Finalmente dejar enfriar
5 minutos.

Lavar abundantemente con agua corriente.

Cubrir con el decolorante alcohol-acido durante 10-20 segundos. . Realizar sucesivos lavados
hasta que no se desprenda mds colorante (aproximadamente 2 minutos; pero en el caso de
preparados mds gruesos, puede requerirse mayor tiempo).

Lavar con agua corriente

Tenir con el colorante de contraste azul de metileno durante 30 segundos.

Lavar con agua corriente durante 30 segundos.

Secar el extendido

Cubrir el extendido con una gota de aceite de inmersidn y observar al microscopio dptico, con
aumento 100X.

»ow

VPN O>

Resultados: Los bacilos de Mycobacterium sp. son los llamados “bacilos dcido-alcohol resistentes”
(BAAR) aparecen de color rojo o fucsia sobre un fondo azul claro, mientras que los
microorganismos no resistentes se tefirdn de diferentes tonalidades de azul.
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Figura 2. Tincién Gram, observar los BAAR color rojo

TINCIONES ESPECIALES, SELECTIVAS O ESTRUCTURALES

A) Coloracion de esporas: Método de Wirtz-Conklin
Material
1. Cultivo sélido de 5 dias de Bacillus subtilis 6 Bacillus cereus
2. Bateria de coloracion: Verde de malaquita al 5%, Safranina o Fucsina Basica al 0.5%, agua destilada o
corriente.
3. Gradilla, I&piz graso, asa de siembra.
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Procedimiento

1.

2.

o

Redlizar la extension de la muestra vy fijar al calor
moderado del mechero.

Cubrir con Verde de Malaquita por 1 minuto dejarlo
actuar a temperatura ambiente y para permitir que el
colorante ingrese a la endospora: colocar la
muestra encima de la llama del mechero hasta el
desprendimiento de vapores blancos. Repetir este
proceso por 3 veces consecutivas.

Nota: evitar que la muestra hierva. Adadir mds
colorante si éste se evapora; es importante que la
muestra no se seque

Dejar enfriar y lavar con abundante agua corriente
el exceso de colorante

Anadir el colorante de contraste Safranina o Fucsina
Bdsica por 1-2 minutos.

Lavar con agua corriente.

Secar la preparacion

Cubrir el extendido con una gota de aceite de
inmersién y observar al microscopio optico, con
aumento 100X.
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4. SAFRANINA (1 min)

& SECAR

Tincion de esporas

Resuttados-Esporas color verde intenso y el resto del cuerpo bacteriano color rojo. Posicién de la espora central o
subcentral, sin deformacion del bacilo.

Figura 3. Tincién de esporas, observar esporas de color verde

B) Coloracion de Cdpsulas: Método de Tincién Negativa

Materiales:

1. Cultivos de 24 horas de Klebsiella pneumoniae y Staphylococcus epidermidis en agar-fosfato-

friptosa inclinado.
2. Tinta china (recientemente filfrada).
3. Papel absorbente

Procedimiento:

1. Prepare una suspensiéon diluida de Klebsiella pneumoniae, mezclando sobre el porta una colonia
de la bacteria con unas gotas de agua destilada. Si la bacteria estd en medio liquido, colocar una

gota de este medio en un portaobjetos.

2. A esta suspension diluida, anadir una gota de tinta china y mezclar suavemente sin extender la
muestra. Después de mezclar bien la suspensién quedard de un gris obscuro.
3. Colocar suavemente un cubreobjetos sobre la suspensidn de células con tinta china. Evitar que

se formen burbujas.

Presionar con los dedos sobre el portaobjetos.

No ok~

El exceso de suspension serd absorbido por los papeles.
Tirar el papel en un contenedor para material contaminado y lavarse las manos con jabdn.

Colocar los portaobjetos con los cubreobjetos entre dos papeles absorbentes.
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8. Observar al microscopio, con gran cuidado cologue una gota de aceite de inmersion sobre el
cubreobjetos y examine la preparacion con el objetivo de inmersién. Trabajar con el diafragma del
condensador cerrado para aumentar el contraste de las células. Enfocar hasta que la célula se
tome algo obscura.

9. Enfoque criticamente, encuentre un campo demostrativo y dibujelo.

10. Repita el mismo procedimiento ahora con Staphylococcus epidermidis

Resultados: Fondo negro, cuerpo bacteriano tenido de negro y cdpsula incolora.
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Figura 4. Cdpsulas de neumococo observadas con tincién negativa (tinta china)

C) Coloracion de Flagelos: Método de Leifson
Materiales:
1. Cultivo joven y de alta mofilidad de Proteus vulgaris (de 6 a 12 horas) y Pseudomonas aerugionsa
sembrados en Agar nutritivo + Gelatina al 2%
2. Portaobjetos quimicamente limpios (remojados 24 horas en dcido crémico y enjuagado con aguad
destilada). Estos se le distribuirdn individualmente.
Colorante Leifson para flagelos (recientemente filfrados).
Agua destilada estéril
Pipeta estéril de 1 ml.
Pipeta Pasteur estéril
Aceite de cedro

No oMo

Requisitos a tener en cuenta:

1. Los medios de cultivo empleado para el desarrollo de las cepas deben ser adecuados.

2. Los cultivos tienen que ser jévenes.

3. Las ldminas portaobjetos y cubreobjetos deben ser nuevas y estar escrupulosamente limpias sin
el mds minimo vestigio de grasa: Sumergir en mezcla crémica durante 24 h, posteriormente
lavar con agua destilada, enjuagar con alcohol y secar con un frozo de papel limpio.
Finalmente desengrasar pasdndolo por la flama varias veces)

4. Lasldminas a emplear deben calentarse previamente y enfriarse a la temperatura corporal,
para que los frotis se sequen con rapidez.

Procedimiento:
Preparacidén de la suspensién bacteriana:

1. Agregar agua destilada estéril por las paredes del tubo sembrado con Proteus vulgaris, de tal manera
que el agua entre en confacto con la superficie del cultivo. Y dejar aproximadamente 30 min con la
finalidad de que la bacteria por medio de sus flagelos migre hacia el agua y la enturbie.

2. Luego infroducir cuidadosamente una pipeta pasteur estéril, y tomar una suspensién bacteriana (dejar
que la suspensién suba por capilaridad) de la regidn mds superficial de la suspension acuosa de Proteus
vulgaris (aqui se encontrardn los organismos con mds motilidad)

3. Sacar la pipeta pasteur suavemente y colocar una gota del germen en el exiremo de un portaobjeto.
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Coloracién de Flagelos:

1. Cologue sobre la mesa de trabajo 3 Idminas portaobjetos limpias y acabadas de calentar.

2. Deposite una gota grande de una suspensidon bacteriana joven, procedente de un cultivo
liguido o del agua de condensacion de un cultivo sdlido, casi al extremo de cada una de las
tres I&dminas

3. Incline el portaobajetos suavemente unos 30-40 grados para que la gota de suspensién corra hasta el
extremo opuesto delrectdngulo. (no extender con asal).Si el porta estd meticulosamente limpio, la gota
se deslizard en linea recta por el vidrio.

4. Espere a que las Idminas se sequen al aire y en posicion inclinada. No fijar a la llama del
mechero ya que esta operacién puede destruir los flagelos.

5. Eche sobre cada l&dmina portaobjetos 1mL del colorante de Leifson y déjelo actuar con un
tiempo diferente para cada preparacion. Una de las Idminas por espacio de 8 minutos, la
segunda por espacio de 10 minutos y la tercera 15 minutos. Dejar secar a temperatura
ambiente.

6. Elimine el exceso de colorante y lave muy suavemente con agua corriente.

Secar al aire.

8. Observar al microscopio, con con el objetivo de inmersion. Busque un campo donde puedan
apreciarse claramente organismos flagelados

N

Resultados: Se observardn flagelos como finos filamentos de color rojo.

\.
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Figura 5: Tincién de Leyfson para evidenciar el fldgelo en Vibrio cholerae

D) Coloracién de CorpuUsculos Metacromdaticos: Método de Epstein
Material
1. Muestra de saliva de los alumnos. (El género Corynebacterium estd presente en la saliva y
presenta éstos corpusculos metacrématicos)
Solucién colorante de Azul de Metileno de Loeffler.
Agua corriente.
L&dminas limpias, asa de siembra, 1dpiz graso.
Microscopio, aceite de cedro.

SRR

Procedimiento

Extender la muestra (colocar agua destilada en el porta y luego suspender la bacteria)
Fijar la muestra al calor del mechero

Colorear con el Azul de Metileno de Loeffer por 3-5 minutos.

Lavar con agua corriente.

Secar

Observar con el objetivo de inmersion.

oL~

Resultados: Bacilos difteroides, largos y ligeramente gruesos de color azul claro, con granulaciones de
color azul intenso o violeta. En caso de coloracién purpUrea (violeta), el color se debe a la oxidacién del
colorante por el dicali que lleva la férmula.
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Figura 6. Tincidn de Epstein para evidenciar corpUsculos metacrmdticos en Corynebacterium diptheriae

(Los corpusculos se observa en forma de letras chinas, empalizada o en V)

. Resultados

Completar el siguiente cuadro, de acuerdo con las finciones realizadas en clase:

MORFOLOGIA, ] ]
ESTRUCTURAS Y METODOS TIPO DE TINCION OBSERVACIONES
CORPUSCULOS
Para la observacion de esporas, es
Esporas Wirtz-Conklin Esfructural necesario que el cultivo fenga 3 -5
dias
Cdpsula Tincién negativa
Flagelos

Corpusculos
Metacromaticos.

Formas de Agrupacion

Diferencia entre Gram

(+)y Gram (-)
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Completar de acuerdo a las observaciones microscopicas realizadas en clase:

Genero/ Especie: Genero/ Especie:
Aumento: Aumento:

Tincién: Tincién:

Forma celular: Forma celular:

Forma de agrupacién: Forma de agrupacién:
Color celular: Color celular:

Oftras observaciones: Otras observaciones:

7. Conclusiones
728 N

/2%
72

8. Sugerencias y /o recomendaciones

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados
e Prescott, L.M. (2004). Microbiologia (5% ed.).Madrid: Mc Graw Hill. Disponible en Biblioteca UC: 616.01 /
P85 2004)
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Guia de prdctica N° 5

Cultivo de microorganismos

SECCION 1, DOCENTE. e
Fecha Duracién: 90 minutos

Instrucciones: El alumno debe ingresar al Laboratorio portando su guardapolvo y equipo de proteccién
personal (guantes, mascarilla, cofia).

1. Propdsito /Objetivo (de la prdctica):

Aisla colonias bacterianas por los métodos de estriado, diseminacién y difusién y describe sus
caracteristicas morfolégicas.

2. Fundamento Teédrico

2.1 Cultivo de microorganismos

En la naturaleza, los microorganismos se encuentran formando poblaciones mixtas con ofros tipos de
microorganismos. Los cultivos de estas mezclas se llaman por ello cultivos mixtos. Sin embargo, el
conocimiento de los microorganismos se consigue mediante el estudio de cepas aisladas, cultivadas en
el laboratorio en cultivos puros o axénicos.

La identificacién bacteriana y la caracterizacién completa solo es posible tras el aislamiento de la
bacteria y la obtencion de cultivos puros. Por ello el primer problema al estudiar una bacteria es su
aislamiento del resto de los microorganismos presentes (en una muestra patoldgica, de agua, de suelo,
de alimentos, etc.). Una vez que se ha logrado el aislamiento es posible obtener la bacteria de interés
en cultivo puro.

2.2 Siembra y Aislamiento de microorganismos
En esta etapa el alumno inicia el aprendizaje e interpretacién de los cultivos bacterianos. Gracias ala aplicacion
de los medios de cultivo, se ha llegado a conocer ampliamente el comportamiento cultural y fisioldgico de la
variada flora microbiana que pulula en los ambientes, permitiéndose la identificacion especifica. Para ello es
necesario considerar la metodologia que conduzca a la exacta determinacidn de la especie en el laboratorio.

Concepto de Siembra: acondicionamiento de un microorganismo en un medio de cultivo, de acuerdo a sus
exigencias vitales, para que en condiciones éptimas de temperatura y tiempo de incubacién, pueda desarroliar
y mulfiplicarse in vifro. Se siembra con 2 finalidades: a) para hacer un aislamiento y b) para hacer un frasplante.
Aislamiento: permite la separacion de microorganismos al estado de pureza a partir de una MUESTRA
PROBLEMA. Se requiere un medio sélido con gran superficie para que los microorganismos al ser diseminados
sobre el medio, generen su progenie formando colonias separadas. Si se aislan colonias distintas, cada colonia
tendrd caracteres especiales. La morfologia bacteriana serd también distintiva.

Trasplante: significa la separacién primaria de la cepa a un medio de cultivo apropiado en tubo, que puede ser
liquido o sdlido. Se conserva la cepa pura y por tanto trasplantes en medios especiales, se logran conocer las
propiedades culturales y bioquimicas y como resultado, la identificaciéon especifica.

2.3 Aislamiento de bacterias aerobias en placa petri
Todo aislamiento implica el agotamiento de una muestra sobre la superficie del medio solido. Se va descargando
gradualmente elinoculo, para que enlos Ultimos planos o cuadrantes del medio de cultivo queden escasas células
que en el ambiente nutricio, se irdn multiplicando logaritmicamente hasta formar colonias puras.
Los métodos de aislamiento varian segun el dispositivo de siembra y la forma de distribuir el inoculo. Cualquiera
que sea el método ensayado, aprovechando el méximo de superficie del medio, se logra el aislamiento del mayor
numero de cepas microbianas.
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2.3.1 Métodos de Aislamiento en Placa

A.- Aislamiento por el método de estriado
El método de estrias en placa es el procedimiento cldsico para aislar cepas de bacterias. Este
método consiste en la separacién de un determinado microorganismo del resto de
microorganismos que le acompanan.
Estriar para aislarimplica una sola inoculacion de una seccidn de la placa de Petriy a continuacion,
disminuir la colonia arrastrando microorganismos de la seccidn inicial a dos o tres secciones
adicionales, achicando eficazmente la poblacidon de microorganismos. Generalmente es utilizado
para separar un cultivo mixto de bacterias

a) Estria Simple: Esta técnica es ampliamente utilizado para la visualizacidon de ciertas propiedades
metabdlicas tales como la produccidon de enzimas hidroliticas (a través de la hidrdlisis de las
sustancias - yema de huevo, sangre) y la produccién de pigmento.

Técnica 1: Transferir una asada al medio sélido de placa de cultivo y estriar en forma il
de zig-zag en toda la placa.

I\-I\'__'_;'/P

Figura 1. Estria simple

Técnica 2: Se divide la placa Petri por la mitad. Colocamos el indculo en el extremo '\..'-:» w‘
de la placa y sembramos en forma de zigzag decreciente, luego se esteriliza el asa al 'f <
. »
[ 2l

mechero. Nuevamente tomamos el inéculo y lo sembramos de la misma manera en
la ofra mitad de la placa. Se puede diferenciar la forma y el color de colonias.

|\

. . Figura 2. Estria simple
b) Estriar para aislar
Estriar para aislar implica una sola inoculacion de una seccién de la placa de

Petriy a continuacién, disminuir la colonia arrastrando microorganismos de la seccidn inicial de dos
o tres secciones adicionales, achicando eficazmente la poblacién de microorganismos.
Generalmente utilizado para separar un cultivo mixto de las bacterias, los bacteridlogos también
utilizan este método para aislar una linea de bacterias que nacen de un solo progenitor

Estria en T: Se dibuja una T en la placa y se procede a estriar en 3 cuadrantes (A, B, C)

“l”" A

Figura 3. Estriaen T

c) Estriado por agotamiento sobre cuatro cuadrantes
Este es también un método de estriado para el aislamiento, pero utiliza cuatro secciones en
lugar de tres. Divide la placa de Petri en cuatro partes iguales con un marcador permanente.
Consiste en sembrar uno a uno los cuadrantes, sin flamear el asa entre estria y estria, de tal forma
que en el cuarto cuadrante, al ir agotando la muestra del asa, fendremos los microorganismos
aislados. Objetivo: obtener colonias aisladas.

Es importante no volver a repasar el cuadrante que ya hemos sembrado. Para conseguir que al
final de la estria tengamos colonias aisladas

Es importante no cruzar las estrias (no tocar con el asa la estria anterior) para reducir el inéculo
a cada estria y obtener colonias aisladas. Puede, alternativamente, flamear el asa al terminar
cada cuadrante y tocar la punta del asa la Ultima estria anterior para arrastrando un pequeno
indculo a la siguiente estria.

También es importante que en los primeros cuadrantes hagamos la estria mds junta y que la
cantidad de muestra tomada en el asa sea la adecuada, y que en los Ultimos dos cuadrantes
hagamos las estrias mds separadas.
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Figura 4. Estriado por agotamiento sobre cuatro cuadrantes

B.- Aislamiento por diseminacién

El método de aislamiento por diseminacién en placa es un procedimiento en el cual el investigador
coloca una muestra diluida sobre una superficie de agar estéril en una placa de Petri, y disemina
uniformemente la mezcla diluida de células sobre una superficie de agar, utilizando una varilla
doblada de vidrio (Asa de Digralsky), esterilizada. Los cultivos son incubados por un periodo de
tiempo especifico. Y posteriormente, en el medio sdlido aparece un crecimiento
macroscopicamente visible esto se debe a que cada célula forma una colonia separada, por lo
tanto cada colonia representa un cultivo puro. Luego de que las colonias han crecido, son
contadas y se calcula el nUmero de bacterias en la muestra original.

Surface

Spread-plate method

Sample is pipetted Sample is spread evenly over Typicalrs;rread-plate
onto surface of agar surface of agar using sterile results
plate (0.1 ml or less) glass spreader

Figura 5. Técnica de aislamiento de diseminacion

C.- Aislamiento por Difusién

El procedimiento de placa vertida se utiliza extensivamente con bacterias y hongos y también
puede producir colonias adisladas. Se prepara una muestra bacterioldgica diluida. El investigador
infroduce una pequena canfidad de muestra dentro de una placa petri vacia. Se vierte agar
derretfido o fundido dentro de la placa petri que contfiene la muestra. El agar y la muestra se
mezclan meticulosamente al tapar la placa y realizar giros suaves sobre la mesa. Se le da tiempo
para que el agar se vuelva gel mientras se asienta sobre la superficie plana. Finalmente, las placas
se invierfen y se dejan incubar por un periodo de fiempo especifico. Las colonias son luego
observadas y contadas, y se registra la informacion.

Pour-plqu method e PR
/) .;‘«7{/’ / /) / Incubation colon’leigéﬂ‘c\olomes

o | ) ol
/' A\ "

Sample is pipetted Sterile medium is added and Typicalxpo'ur-plate
into sterile plate mixed well with inoculum results

Figura 6. Técnica de aislamiento por difusién
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2.4 Criterios para la diferenciacion de colonias
El aspecto de las colonias, su coloracion, tamano, etc. permiten diferenciar diferentes bacterias, aunque
son propiedades generales muy influenciadas por las condiciones de cultivo, por lo que a contfinuaciéon
se realiza una descripcidon muy general. Las colonias pueden ser opacas, franslucidas o transparentes.
Algunas producen pigmentos fluorescentes cuando se iluminan con luz ultravioleta. Otras aparecen con
superficie pulverulenta, ofras son lisas, o rugosas, o poseen anillos concéntricos. En ocasiones el olor es
también caracteristico.

2.4.1 Estudio de la morfologia de la colonia
Cuando se cultivan los microorganismos sobre medios de cultivo sdélidos, las células aisladas se
multiplican sucesivamente hasta dar un crecimiento visible conocido con el nombre de colonia, las
caracteristicas de estas colonias son estudiadas y se usan en la identificacién de las especies.

Las caracteristicas que se le estudian a las colonias son: Forma, elevacion, margen, superficie, color

FORMA "% ® % * % -

Puntiforme Circular  Filamentosa  Irregular Rizoide  Fusiforme
ELEVACION —_— e A A
Plana Elevada Convexa Pulvinada Umbilicada

. — Y P
MARGEN /("—“\,\ S22, £ Y, Steplaale (5 =i
N ST 7 T R 7

Entera Ondulada Lobulada Dentada Filamentosa Arrisada

SUPERFICIE Lisa o rugosa Mate o Brillante Seca 6 Cremosa Invasiva ¢ Superficial
COLOR, OPACIDAD,

COSISTENCIA Y TAMANO

Figura 7. Morfologia de colonias bacterianas

3. Equipos, Materiales y Reactivos

3.1. Equipos
ltem | Equipo Caracteristica Cantidad
1 Balanza De precision de 3 1
ejes
2 Mecheros Bunsen 1
3 Balanzas 1
4 Cocina eléctrica 1
5 Rejilla de Asbesto 1
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3.2. Materiales

Item | Material Caracteristica Cantidad

Mecheros de alcohol

Asas bacterioldgicas

Espdtulas o cucharitas

Gradillas

|| W[IN|—

Botellas con 100 ml de
alcohol para desinfeccion

Pizetas con agua destilada

Vaso de precipitacion 100 ml

Asas de Digraskly

—( 0|00

0 Tubos de ensayo con Agua
destilada estéril

11 Erlenmeyer con 90 ml de 100 mi 1
agua destilada esteril

12 Placa Petri estéril vacia 1

13 Placa Petri con Agar 1
Nuftritivo

14 Laminas 3

15 Laminillas 3

16 Pinza de madera para 1
tubos

3.3. Reactivos

Item | Reactivo Caracteristica Cantidad

1 Goteros con Aceite de 1
inmersion

2 Goteros con Azul de 1
metileno

4. Indicaciones/instrucciones:

4.1 Desinfecte el drea de trabajo con un germicida comercial aprobado por la EPA o blanqueador
domeéstico (hipoclorito de sodio) antes y después de trabajar.

4.2 Pipetear las diluciones de la muestra con una bombilla u otro dispositivo. No usar la boca para
pipetear.

4.3 No colocar la pipeta en la mesa; utilizar un portapipeta.

4.4 Sila pipeta estd contaminada, coldquelo inmediatamente en el recipiente apropiado.

4.5 Tener cuidado con las llamas del guemador Bunsen y bucles y agujas inoculantes al rojo vivo.

4.6 Mantener el vaso de alcohol etilico fuera del mechero Bunsen, ya que el alcohol es inflamable.

5. Procedimientos:

Primero: Precauciones antes de realizar el aislamiento
. Limpiar con alcohol la mesa de tfrabajo.

. Desinfectarse las manos con alcohol para eliminar las bacterias de nuestras manos y asi no
contaminar los medios de cultivo.

. Conectar 3 mecheros a las llaves del gas y prenderlos, regularizando en oxigeno.

. Esterilizar el asa hasta que obtenga un color rojo vivo, dejarlo enfriar en un extiremo del agar.

. Tomar una gota de la muestra y comenzar el estriado. Evitar destapar completamente la tapa de
los medios de cultivo para evitar contaminacion.

. Repetir el proceso segun la técnica de estriado que se utilice, girando la caja y esterilizando el asa
cada vez que se gire la casa, sin tomar muestra.

. La técnica general de siembra dependerd de:
a) Estado fisico del material a sembrar (sdlido o liquido)
b) Estado fisico del medio de cultivo (agar o caldo)
c) Ambiente en el cual crece el microorganismo (aerobiosis, microaerofilia o anaerobiosis)
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Segundo: Aislar bacterias usando los tres métodos de aislamiento en placa

A) Aislamiento por el método de estriado: Aplicar el método de Estriado por agotamiento sobre cuatro
cuadrantes.

1.
2.
3.

o

Agitar el tubo que contiene la muesira problema

Con la mano derecha, calentar el asa de siembra en aro al rojo vivo.

Con la mano izquierda sostener el tubo que contiene muestra problema; destapar el cultivo con el dedo
menique y margen cubital de la mano derecha. Flamear la boca del fubo.

Después de enfriar el asa de siembra durante 5 segundos, retirar los microorganismos del tubo de la
muestra problema con el asa de siembra. Evitar tocar las paredes del tubo.

Flamear nuevamente la boca del tubo.

Tapar el fubo y colocarlo en la gradilla.

Nuevamente, fomar con la mano izquierda la placa Petri con agar, descansando la base sobre los dedos medio,
anular y menique; el indice actua de bisagra y con el pulgar, levantar la tapa lo suficiente para el paso del asa
cargada. Esta operacién se realiza ala altura del mechero encendido.

Descargar el inoculo con el asa de siembra en un punto marginal de la superficie del medio y con el asa misma,
redlizar las estriado utilizando el método estriado por agotamiento sobre cuatro cuadrantes: Con el asa de
siembra se distribuye el inoculo varias veces con estrias en forma de ZIGZAG 6 en S, con escasa separacion
unas de ofras (1-3 mm) en el cuadrante 1. Repetir el mismo procedimiento para los cuadrantes 2,3y 4. No flamear
el asa entre estria y estria, de tal forma que en el cuarto cuadrante, alir agotando la muestra del asa, tendremos los
microorganismos aislados. (Figura 9) Luego tapar la placa, dejando caer suavemente la tapa con el control de los
dedos pulgar e indice

Finalmente flamear nuevamente el asa (Ver los pasos 1 -8, en la Figura 8 )

Rotular datos sobre el dorso de la placa Petri sembrada asi: nUmero de grupo, tipo de siembra y fecha.

. Colocar las placas en la estufa en posicion invertida e incubar a 37°C por 24 h. Mediante la incubacién de las

placas de manera invertida, el problema de la humedad en la cubierta se reduce al minimo.

Resultados:
Alas 24 h, evaluar y observar colonias aisladas en la placa. Reportar en el informe de Laboratorio las

caracteristicas morfolégicas de las colonias aisladas segun la Figura 12

Remowve the cap and flame the mneck
of the tube. Do not place the cap
down on the table.

Heat the loop and wire to red-hot.

i e Flame the handle shightly alsc.

1 Shaks the culture tube from side to 2
misisten cap on tube.

Aftar allowing tha loop to cool for
4 at least 5 seconds, remove a loop- 5 Flame the mouth of the culture tuba Retumn the cap to the tube and

ful of organisms. Avoid touching the

again. ace the tube in a test-tube rack.
sides of the tuba. s
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7 Stroak tha plaie, holding it as shown. Do not 8

gouge into the medium with the loop. Flame the loop before placing it down.

Routine for inoculating a Petri plate

Figura 8. Rutina para inocular una placa petri

Figura 9. Método de estriado por agotamiento sobre cuatro cuadrantes

Recomendaciones para el método de estriado por agotamiento:

- Es importante no volver a repasar el cuadrante que ya hemos sembrado (a excepcion del primer
cuadrante). Para conseguir que al final de la estria tengamos colonias aisladas

- Es importante no cruzar las estrias (no tocar con el asa la estria anterior) para reducir el indculo a
cada estria y obtener colonias aisladas. Puede, alternativamente, flamear el asa al terminar cada
cuadrante y tocar la punta del asa la Ultima estria anterior para ir arrastrando un pequeno indculo
a la siguiente estria.

- También es importante que en los primeros cuadrantes hagamos la estria mds junta y en los
Ultimos dos cuadrantes hagamos las estrias mds separadas

B. Aislamiento por diseminacién
1. Tomar elinoculo de la muestra problema con la pipeta
2. Depositar una 0.1 ml sobre el medio de la placa Petri, que descansa en posicidon normal sobre la mesa.
3. Sumergir el asa de Digralsky en alcohol y flamear al mechero
4. Destapar con la izquierda la placa Petri, lo necesario para infroducir la espdtula de Digralsky previamente
esterilizada.
Diseminar la gota por la superficie del medio.
Desechar la espdtula en el frasco bactericida, o flamear en el mechero.
Rotular: nUmero de grupo, tipo de siembra y fecha.
Incubar igual a los métodos anteriores.

© N o o

Nota: En caso de cultivo muy turbio, el inoculo debe ser muy pequeno. Si estd diluido, inocular en el medio mds de
una gota.

Resultados:

Alas 24 h, evaluary observar colonias aisladas en la placa. Reportar en el informe de Laboratorio las
caracteristicas morfoldgicas de las colonias aisladas segun la Figura 12
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1.Tomar del inoculo. 2. Deposito del inoculo. 3. Sumergir el asa
Digraskly en alcohol.
- Surface
Incubation colonies
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| NS rY>
= er Typical spread-plate
' H results
4. Esterilizar el asa. 5. Extension del inoéculo

Figura 10. Método de aislamiento por diseminacién

C. Aislamiento por Difusién
1. Tome una pipeta estéril y transferir 1 ml de la muestra problema a un tubo con 90 mL de ADE (Tubo 1)

La muestra problema es diluida primero al 1/10, 1/100, 1/1000, etc. de acuerdo a la turbiedad.

Se toman alicuotas (1ml) de cada diluciéon

Se depositan separadamente en placas Petri vacias y estériles.

Sobre cada una de las placas se vierte agar fundido (10-15 ml) y enfriado a 45°C. La mezcla se agita

moderadamente con movimientos ondulantes. De esta forma los microorganismos se distribuirdn de forma

homogénea en el medio de cultivo, permitiendo el desarrollo de colonias separadas por todo el agar.

6. Se espera a que el medio solidifique, se rotulan los datos y se incuban las placas en posicidn invertida, a 37°C.
Las placas de cultivo para incubacion se colocan invertidas para evitar que el agua de condensacién de la
cara interna de la tapa humedezca la superficie. Se asegura el crecimiento de colonias aisladas.

7. Alas 24 horas aparecerdn colonias aisladas en superficie y profundidad, a diferentes planos. Estas Ultimas, de
forma lenticular y de didmetros diversos. Los cdlculos matemdticos de las cuentas es motivo de otra préctica.

A el

Resultados:
Alas 24 h, evaluary observar colonias aisladas en la placa. Reportar en el informe de Laboratorio
las caracteristicas morfoldgicas de las colonias aisladas segun la Figura 12

10mL 1.0mL 10mL
9ml SSl — amissl 1 9 miss
x 2 =3,
(10" (107 (107
1.0mL 1.0mL 1.0mL
clu clu cfu
10 g de muestra o i 3 20 mL medio
+ 80 mL de SSIE — ‘>7 = SR TGEA clu

Control

Figura 11. Método de aislamiento por difusion

ucontinental.edu.pe | 39



—
=

Gestion Curricular

Tercero: Estudio de la morfologia de la colonia
Registrar las caracteristicas morfoldgicas de las colonias (Forma, Elevacién, Borde, Superficie, Pigmentacion,
Apariencia general, Tamano) después de redlizar los 3 métodos de aislamiento y registrar lo siguiente:

¢ FORMA: Puntiforme, circular, irregular, alargada, fusiforme, flamentosa, rizoide.

e ELEVACION: Aplanada, elevada, pulvinada, convexa, umbonada, umbilicada.

e BORDE: Continuo, ondulado, lobulado, erosionado, festoneado, filamentoso.

¢ SUPERFICIE: Lisa, rugosa, cerebriforme, en anillos concéntricos, etc.

e COLOR: Segun sea observado por la luz reflejada o por la luz transmitida, puede ser de color blanco,

amairillo, rojo ladrillo, anaranjado, etc.
e OPACIDAD: Transparente, opaca, etfc.

e CONSISTENCIA: Duraq, viscosa, membranosa, gelatinosa, mucosa, etc. Usar el asa bacterioldégica para

determinar la consistencia.
o TAMANO: Estimar el didmetro en mm.

- -
FORMA T .
Puntiforme Circular Filamentosa Irregular
ELEVACION
- —_—
Plana Elevada Convexa
MARGEN

Entera Ondulada Lobulada Dentada

SUPERFICIE Lisa o rugosa

COLOR, OPACIDAD,
COSISTENCIA Y TAMANO

Mate o Brillante Seca 6 Cremosa

e =

Rizoide Fusiforme

- A A

Pulvinada

Umbilicada

R ——
_’\EPC, R

Filamentosa Arrisada

Invasiva & Superficial

Figura 12. Caracteristicas morfoldgicas de colonias bacterianas

6. Resultados

7. Conclusiones
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Guia de prdctica N° 6

Crecimiento microbiano y enumeracion de microorganismos

SECCION 1, DOCENTE. e
Fecha Duracién: 90 minutos

Instrucciones: El alumno debe ingresar al Laboratorio portando su guardapolvo y equipo de proteccién
personal (guantes, mascarilla, cofia).

1. Propdsito /Objetivo (de la prdctica):

Aplica las técnicas de recuento bacteriano para la cuantificaciéon de los microorganismos y analiza los
resultados obtenidos segun el fipo de microorganismo y sus necesidades nutricionales.

2. Fundamento Tedrico

El crecimiento de los microorganismos ocurre generalmente por medio de la division celular. Durante el
ciclo de division celular, todos los componentes de la célula se duplican. El intervalo para la formacién
de dos células a partir de una se llama generacidn y el tiempo requerido para que esto ocurra se llama
tiempo de generacion.

Los microbios se desarrollan principalmente como poblaciones de células y es importante distinguir entre
el crecimiento de una célula individual y el crecimiento de una poblacién. Una poblacién microbiana
presenta generalmente un patrén de crecimiento caracteristico cuando se inocula en un medio de
cultivo fresco. Hay una fase de retraso inicial (fase lag) mientras las células se ajustan a las nuevas
condiciones y entonces el crecimiento toma la forma exponencial. A medida que los nutrientes
indispensables se agotan, o se forman productos toxicos, cesa el crecimiento y la poblacién entra en
fase estacionaria. Si la incubacién continda en la fase estacionaria, las células pueden empezar a morir
y se dice que la poblacién estd en la fase de muerte.

Es por ello que en diversos estudios microbioldgicos (como andlisis de alimentos, de agua de bebida,
de productos farmacéuticos o del medioambiente entre otros), se requiere conocer el nimero de
microorganismos presentes en un material. El procedimiento es esencialmente el mismo que para la
medida del crecimiento de las poblaciones de bacterias. El crecimiento de poblaciones microbianas
puede determinarse mediante diferentes métodos para determinar el nGmero de microorganismos o
medir la masa total celular.

Métodos de evaluacién del crecimiento

1) NGmero de microorganismos.

1.1 Método Directos
- Se determina el nGmero total de células presentes (viables y no viables) en una muestra.
- Estos métodos utilizan generalmente cdmaras de recuentos, aungue también pueden realizarse
a partir de muestras filtradas en memibranas.
Este método permite determinar el nUmero de células microbianas, por observacion a través del
microscopio. Se basa en contar microorganismos en una cantidad conocida y pequena de
muestra utilizando frotis coloreados o cdmaras de recuento como de Neubauer.
- Son técnicas comunes, rdpidas y baratas que utiliza un equipamiento facilmente disponible en
un laboratorio de microbiologia.
- La muestra puede utilizarse sin diluir (leche, o cultivos puros en medio liquido), o puede
prepararse una dilucidn tal como se realiza para otros métodos de recuento.
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a) Metodo de Breed: es una técnica de laboratorio que se utiliza para el recuento
de microorganismos en la leche.
Consiste en que un volumen conocido de la muestra (0.01 ml) se extiende sobre un portaobjetos
normal en una superficie conocida. Se examina en un microscopio calibrado, donde se conoce
el didmetro del campo del microscopio.

— lOpL Tefii

Area delamuestra =
bihy converir @ pm?

Observar 10 campos, contar las bacterias de
cada uno de ellos y obtener el promedio X

b) Contador electrénico:
Se utiliza el contador Coulter recuenta el nUmero de células suspendidas en un liquido, a su paso
por un orificio por donde fluye la corriente eléctrica. Se puede determinar a su vez el tamano de
las células pero tampoco distingue entre viables, muertas o particulas. Este contador ofrece
resultados precisos con células grandes y es usado ampliamente para el recuento de leucocitos y
eritrocitos pero no es eficaz para el conteo de bacterias debido a la interferencia con particulas
pequenas.
Los contadores electronicos permiten realizar recuentos de bacterias, levaduras no filamentosas y
protozoarios, pero no de hongos y microorganismos filamentosos o miceliares.

c) Camara de Petroff-Hauser:
Son portaobjetos excavados modificados sobre cuya superficie estd marcada una rejilla con
peguenos cuadrados de drea conocida. Se utilizan para contar el nUmero de células por unidad
de volumen de suspensiones bacterianas. Para trabajar se cubre con un portaobjetos y por
capilaridad se infroduce la muestra

La de Petroff — Hausser se utiliza para contar bacterias. La excavacion mide 0,02 mm de
profundidad y esta dividida en 25 cuadros grandes , subdivididos a su vez en 16 pequefios
( hay 400 celdillas en 1Tmm?)

Bordes que sostienen el cubreobje(os

/ ,,/

3
4}7’

‘M
b (Y
‘:
- N
._/

Para calcular el nimero de células
por ml de muestra:

.

’
£ L] 2 Jo ./ 12 células x 25 cuadrados grandes
V /7 4 - / (Namero / mm?)
-
N x 50 (Nimero / mm?)

La muestra se anade aqui con
culdado para que no rebose; el Opgervacién microscépica: se | X 10° = 1,5 x 107 (Namero / cm? o ml)
espacio entre el portaobjetos y  cuentan las células en un cuadro
el cubreobjetos es de 0,02mm grande 12 células en el ejemplo
(1/S0 mm) . La rejilla tiene 25 (En la practica se cuentan varios
cuadros grandes, un dreatotal  cyadros y se calcula la media) .
de 1 mm2 y un volumen total d¢  También se puede hacer el

0,02 mm3 recuento en los cuadros pequefios

Para el recuento de levaduras se utiliza la cAmara de Thoma

d) Camara de Neubaver:
Es una cdmara que estd diseshada de manera de contener una cantidad fija de liquido. Consta
de un cuadrado central de 1 mm de lado dividido en 25 cuadraditos. Cada uno de ellos estd, a
su vez, dividido en 16 cuadrados.
Se coloca un cubreobjetos sobre la zona cuadriculada, de manera que queda una distancia de
0.1 mm entre el cubreobjetos y la cédmara. Esto determina que el liquido quede contenido en
toda la cédmara un volumen es de 0.1 mm 3.
Vol. del cuadrado chico= drea (mm?2) x altura (mm)

=0,0025mMm2 x0,1 mm=2,5x 104 mm3=2,5x 107 mL

Vol. del cuadrado mediano =2,5x 107 x 16 = 4.0 x10¢ mL
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1.2

a)

Camara Neubauer — 1mm _
P I
A canal transversal P Il
~ Il
™~ 7
Mg
=
ik T~
—x -~ = . __; i .'.__I

Canales longitudinales

! — 1 mm —
Colocar cubre objeto ) 3
. o -
] I = (1
e
T=f (e
4
0
e

[—
0,2 mm

Conteo por cuadrantes
D

Adicionar 0,1 mL
de solucion algal

]
[

La mayor dificultad del recuento en cdmara es obtener reproducibilidad en el llenado de la cdmara
con liquido. Ofra dificultad es la adsorcidn de las células en las superficies del vidrio, incluyendo
pipetas. Esta adsorcién es critica en el proceso de dilucion de la muestra y se minimiza al realizar las
diluciones en medios de alta fuerza idnica (solucidn fisioldgica o medios minimos sin fuente de
carbono).

Métodos Indirectos
- Se determina el nimero de células viables en una muestra.
- Requieren al menos 24 horas para el cultivo y la interpretacién de resultados.

- Se emplean medios de cultivo generales, enriquecidos, selectivos y diferenciales. dependiendo de
los microorganismos a cuantificar.

Metodos de recuento de bacterias viables en placa
El método que vamos a utilizar consiste en realizar diluciones sucesivas seriadas de la muestra en agua,
caldo o solucién salina, etc .en condiciones de esterilidad con objeto de sembrar después cantidades

conocidas de las mismas en una serie de placas de petri y la posterior incubacién durante 24-48 horas
a la temperatura apropiada.

Se usa una amplia serie de diluciones (por ejemplo 10 4 a 10 -19) debido a que el nUmero exacto de
bacterias vivas en la muestra suele ser desconocida. Ademds se consigue una mayor precision en
placas duplicadas o triplicadas de cada dilucion

Considerando que alguna de las diluciones serd tal que al distribuir una parte de ella en la placa,
originard colonias separadas, se cuenta el nUmero de colonias.

Las colonias se consideran originadas a partir de una célula, pero a veces la metodologia conduce a
que puedan surgir de un grupo de células, por lo que se utiliza mucho el término: unidades formadoras
de colonias (U.F.C.), con ello se infiere que cada colonia se origind de una sola célula.
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Ademds, a los efectos de que todas las células que queden en una placa tengan una adecuada
disponibilidad de nutrientes, y que los errores del método sean menores, se establece que las
condiciones 6ptimas de conteo se dan cuando desarrollan entre 30 y 300 colonias por placa para que
sea un resultado estadisticamente confiable. Esto es necesario para minimizar errores al calcular el
tamanio de la poblacién.

Placas con mds de 300 colonias no pueden ser contados y se designan como demasiado numerosos
para contar (TINTC, too numerous to count). Mds de 300 colonias en una placa es probable que
produzcan colonias demasiado cerca uno del otro para ser distinguidos como

unidades formadoras de colonias (UFC).

Placas con menos de 30 colonias se designan demasiado pocos para contar (TFTC, too few to count)
y no son aceptables por razones estadisticas,

Cuando esto no se cumple se considera el valor obtenido como una estimacién del recuento, vy si es
posible se repite hasta caer en las condiciones éptimas.

Estos métodos ofrecen la ventaja de cuantificar solo a las bacterias viables presentes en una muestra
a fravés de la determinacion de los microorganismos presentes en una muestra en base a su desarrollo
en medio de cultivo en placas, formando colonias.

Estos métodos se utilizan principalmente para la cuantificaciéon de bacterias, levaduras y hongos
filamentosos

El nUmero de unidades formadoras de colonias (UFC) de una suspensién bacteriana puede
determinarse mediante dos técnicas:

a.1 Siembra en supefficie
Se deposita en la superficie de las placas que ya confienen el medio de cultivo adecuado para
cada microorganismo en estudio, 0.1 mL o 100 ul de cada dilucién. Se realiza duplicado para cada
dilucién. Se emplea la misma pipeta para todas las diluciones y se comienza por la mds diluida.
Luego de realizada la descarga de la muestra, se procede a extenderla sobre toda la superficie de
las placas, usando rastrillo estéril, en el mismo orden que la siembra (o sea de la mds diluida a la
mds concentradal).

En este método todas las colonias crecen sobre la superficie del medio. Generalmente se utiliza
esta técnica para el recuento de bacterias aerobias.

1 ml 1ml 1 ml 1ml 1ml 1 ml

A

9-ml broth ' ' i E L

Sample to 110 1/100 1/10° 1104 1/10% 11\1‘10‘
be counted
0.1 ml l
159 0

Too many to count

159 x 10°

Plate Dilution
count factor

159 x 10° /0.1 = 1,59 x 10 UFC / ml de la muestra original

UFC / ml = Colonias contadas x Factor de dilucion Z Volumen de inéculo
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a.2 Siembra incorporada
Se procede de la dilucidén mayor a la menor, y se deposita 1 mL de cada dilucidén en placas
estériles, vacias, por duplicado. Posteriormente, se agrega a cada placa 15 a 20 mL del medio de
cultivo a emplear, previamente fundido y mantenido a 45°C en bano o estufa. Se agita moviendo
la placa tapada sobre la superficie de la mesa con movimiento circular, horario y antihorario, con
movimientos hacia arriba y hacia abajo (siempre sin levantar la placa de la mesa).

1.0mL 1.0mL 10mL
f F 4
amiSS! — aml ssi —9missi
(10™) (105 (107
10mL 10mL‘ 10mL KR
ciu clu clu . ==t
Hgonmuesia y B 20 mL medio

T ——
+ 90 mL de SSIE [\\ ,_/j [\ _F,J e 2 TGEA clu
— B el B

.
AN

0
colonias colonias  colonias

Control
Figura 11. Método de dilucién y vertido en placa.
DILUCIONES SERIADAS
1ml
1mi 1ml 1ml 1ml 1ml
l( MW M M)
Muestra original '
9-ml de l “
medio de
cultivo U
1110 1/100 110* 1/10¢ 110* 1/10°
(107) (10%) (10°%) (104 (10%) (10°)
Las placas se
inoculan con 1ml
normalmente se usan l ‘ ’ ‘ ‘ l
volumenes menores: < . = (_\ /=
100 microlitros s e ey = )
. ..,';"J S 4
2

159 x 10* x 1 = 1,59 x 10° UFC / ml de la muestra original

| UFC / mi = Colonias contadas x Factor de dilucién x Volumen de inéculo |
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Resultados de Recuento en placa:

Una vez enfriado el agar en el caso del incorporado, y secada la muestra en el caso de superficie, las
placas se invierten, y se ponen en la estufa que corresponde seguin los microorganismos a contar,
incubdndose el tiempo propuesto en la técnica correspondiente. El conteo de las colonias se realiza
con la ayuda de una lupa como se observa en la siguiente figura.

Con el volumen de muestra sembrado en la placa y la dilucién correspondiente, podremos calcular el
nUmero de unidades formadoras de colonias presentes en la muestra inicial.

Se efectia el cdiculo promediando los valores y multiplicando por la inversa de la dilucién (factor de
dilucién). Una vez estimado el nUmero de colonias por placa, se aplica el factor de correccién para
expresar el resultado por gramo o mL de muestra, de acuerdo al método utilizado, y a las diluciones
sembradas.

Se informan los resultados de recuento con sélo dos cifras significativas, redondeando los valores
cuando corresponda.

Recordar, que se debe efectuar el recuento de colonias eligiendo las placas entre 30 y

300 UFC. Placas con mds de 300 colonias se designan como TNTC (too numerous to count). Placas
con menos de 30 colonias se designan como TFTC.

El tamano de la poblacién se calcula usando la siguiente férmula:

UFC/ml = N x Inversa de dilucion
Vol

donde:

UFC : unidades formadoras de colonias

N :nUmero promedio de colonias obtenidas para una dilucién dada.
vol: volumen de indculo (ml)

Inversa de dilucidn: Inversa de la dilucion
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Ejemplos:

e Por el método de incorporacion se obtuvo el siguiente resultado: 142 colonias en promedio de 3
cajas en la dilucion 10 4. Calcular UFC/ml.

UFC/ml=142x104 =1,4x10¢
1 ml

Resultado: 1,4 x 10 ¢ UFC/g o mL. de la muestra

e Suponiendo que la placa de dilucidn 106 se contaron 130 colonias. Cuantas bacterias hay en 1 ml
de muestra original?

UFC/mI=130x10¢ =1,3x10¢8
Tml

Resultado: 1,3x 108 UFC/ mL. de la muestra

b) NUmero mds probable (NMP)
Se basa en la determinacién de la presencia o ausencia de un determinado tipo de microorganismo
(en funcién de que crezcan o de que produzcan determinada reaccidn en el medio), en diferentes
cantidades de muestra.
Segun el tipo de microorganismo que se desea contar se utilizan medios de enriquecimiento
selectivos, o medios de propagacién

c) Filiros por membrana
Este método consiste en hacer pasar un volumen determinado de muestra liquida, o solucién en
agua o en solvente apropiado a través de un filtro de membrana estéril (didmetro 50 mm, poro 0.45
0Om), colocado en un equipo de filtracion. Los filtros pueden ser de distintos materiales; en
microbiologia se emplean de nitrato o acetato de celulosa.
Luego de enjuagar con soluciones estériles apropiadas se retira el filtro, y se lo coloca sobre la
superficie de una placa de Petri con el medio de culfivo a utilizar y se incuba.
Transcurrido el tiempo de incubacidn, se cuentan las colonias desarrolladas en el filtro. Se considera
que las condiciones éptimas del método se dan cuando se desarrollan entre 20 y 200 colonias en el
filtro. Se ufilizan filtros reficulados y foda vez que se utilice el promedio por cuadrado, el recuento se
informa como estimado.

La membrana de
celulosa retiene a los

1Y microorganismos en su

|| malla con poros de 0.25-
0.45um. Esta membrana
se transfiere a un medio
de cultivo para el
desarrollo de colonias.
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3. Equipos, Materiales y Reactivos

3.1. Equipos

ltem

Equipo

Caracteristica

Cantidad

Vortex

1

Mecheros Bunsen

Balanzas

Cocina eléctrica (Mesa 1)

DD WIN|—

Rejilla de Asbesto

1
1
1
1

3.2. Materiales

Material

Caracteristica

Cantidad

Vaso de precipitacion

100 ml

1

Espdtulas o cucharitas

Asas de Digraskly

Gradillas

Botellas con 100 ml de
alcohol

1
1
1
1

Pisetas con agua destilada

Tubos de ensayo con Tml
de Agua destilada estéril

Botella con 90 ml de Agua
Destilada estéril

200 mi

Placa Petri estéril vacia

Placa Petri con Agar
Nuftritivo

Placa Petri con Agar
Saboraud

Placa Petri con Agar Mc
Conkey

Micropipetas

00 ul

Micropipeta

000 ul

N(ov| O

Tips esteriles

00 ul

Tips esteriles

000 ul

—_ ===

3.3. Reactivos

Item

Reactivo

Caracteristica

Cantidad

1

4. Indicaciones/instrucciones:
4.1 Desinfecte el drea de frabajo con un germicida comercial aprobado por la EPA o blanqueador
domeéstico (hipoclorito de sodio) antes y después de trabaijar.
4.2 Pipetear las diluciones de la muestra con una bombilla u otro dispositivo. No usar la boca para pipetear.
4.3 Mantenga todos los tubos de cultivo en posicidn vertical en gradillas.
4.4Tener cuidado cuando se trabaja con E. coli, ya que es patdgena para el hombre.
4.5Tener cuidado con las llamas del quemador Bunsen y los bucles de las asas bacterioldgicas al rojo vivo.
4.6 Pipetear las diluciones de la muestra con una bombilla u otro dispositivo. No usar la boca para pipetear.

5. Procedimientos:
Recuento en placa:
1. Marcar cada placa con el nUmero de la muestra, la dilucion y la fecha, preparando, si es posible,
placas duplicadas para cada volumen de muestra examinada.
2. Homogeneizar la muestra, agitando el frasco varias veces.
3. Hacer diluciones seriadas al décimo de las muestras en condiciones de esterilidad.
Tubo 1: dilucién (-1): 1 ml muestra + 9 ml solucién fisiolégica

Tubo 2: dilucién (-2): 1 midil (-1) + 9 ml solucidn fisioldégica

Tubo N: dilucién (N): 1 ml dil. (N-1) + 9 ml dilucion fisiologica

No ok

Gestion Curricular

Tome una pipeta estéril y tfransferir 1 ml de la muestra de leche a un tubo con 9 mL de ADE (Tubo 1)
Con ofra pipeta estéril aspire y expela la dilucion del tubo 1 varias veces para homogeneizar.

Con esa misma pipeta fraspase 1 mL al tubo 2
Descarte la pipeta y repita la operacion para cada uno de los tubos con 9 mL.
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8. Luego de la ultima transferencia, tome otra pipeta y a partir de la Ultima dilucién, homogenice e
inocule con 0,1 mL una caja de Petricon el medio de cultivo Agar Nutritivo. Silo considera necesario
y sin contaminar la pipeta, repita la operacién para la dilucidon anterior.

9. Disemine con la espdtula de vidrio los 0.1 ml inoculados en las diluciones 10 3, 10 ) y 10 ° por la
superficie del medio, manteniendo la caja semiabierta. (cada dilucidn se siembra por duplicado).
Generalmente, se siembran no menos de tres diluciones consecutivas

10. Una vez preparadas las diluciones, se siembra dentro de los 15 minutos siguientes

11. Esterilice la espdtula con alcohol y llama cada vez que cambia de caja. Tenga la precaucion de
mantener el contenedor de alcohol alejado de la llama; si se prendiera fuego tdpelo con una
caja de Petri para apagarlo.

Etiquete las cajas, lleve a incubar invertidas una vez secas.

12. Las placas se incuban 24 - 48 horas en estufa a 37°C.

13. Contar las colonias obtenidas en cada placa.

14. Elegir la dilucion en la cual se hayan obtenido entfre 30 y 300 colonias y calcular las unidades
formadoras de colonias (ufc) segun la férmula:

15. Calcular el nUmero de bacterias por ml en el cultivo original. Expresar los resultados en UFC/ml

6. Resultados

/2 U

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

e Prescott, L.M. (2004). Microbiologia (5° ed.).Madrid: Mc Graw Hill. Disponible en Biblioteca UC: 616.01 /
P85 2004)
e Prescott, L.M. (2004). Laboratory exercises in microbiology (5% ed.). Madrid: Mc Graw Hill.
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Guia de prdctica N° 7

Accidén de agentes fisicos sobre los microorganismos

SECCION 1 i, DOCENTE. i
Fecha USSR SRS Duracién: 90 minutos

Instrucciones: El alumno debe ingresar al Laboratorio portando su guardapolvo y equipo de proteccién
personal (guantes, mascarilla, cofia).

1. Propdsito /Objetivo (de la prdctica):

Explica como los microorganismos son afectados por agentes fisicos como la temperatura, presion
osmdtica y radiacion ultravioleta.

2. Fundamento Teérico
Es bien conocido que las actividades vitales de los organismos estdn condicionadas por su ambiente.
Modificando fundamentalmente estos factores, el organismo bien se adapta a las nuevas condiciones
o muere; dependiendo esto de la magnitud y fipo de cambio operado. En este aspecto, los
microorganismos difieren de las células de plantas superiores y animales.
El conocimiento de varios factores fisicos que controlan la supervivencia y multiplicaciéon de los microorganismos,
hace que la actividad bacteriana pueda ser incrementada, disminuida o destruida completamente.
Las alteraciones en el tiempo de division celular indican que uno de los factores o mds han cambiado. El tipo de
muerte bacteriana por agentes fisicos estd relacionado al nUmero de bacterias sobrevivientes, lo que significa que
el nimero de microorganismos muertos por unidad de tiempo es mayor al principio y mucho menor cuando la
accion continda.

3.1 FACTORES FISICOS
A. TEMPERATURA

Cada especie microbiana requiere un rango de temperatura de crecimiento, que es determinado
por la sensibilidad al calor por parte de las enzimas, las memibranas, los ribosomas, y otros componentes
de la célula. Como consecuencia, el crecimiento microbiano tiene una dependencia de la
temperatura, con distintos rangos de temperaturas minima, mdxima, y éptima.

La temperatura minima de crecimiento es la temperatura mds baja a la que se producird el
crecimiento; la temperatura maxima de crecimiento es la temperatura mds alta a la que se producird
el crecimiento; y la temperatura éptima de crecimiento es la temperatura a la que la tasa celular de
reproduccién es mds rdpida.

La temperatura optima dada para el crecimiento de un microorganismo se correlaciona con la
temperatura del hdbitat normal del microorganismo. Por ejemplo, la temperatura éptima para el
crecimiento de bacterias patdégenas para los seres humanos es cerca de la temperatura de la sangre
humana (35°a 37°C).

La mayoria de las bacterias pueden clasificarse en uno de los tres grupos principales en base a sus
requerimientos de temperatura:

e Psicréfilos: Crecen de 0 -15 ° C y tienen una temperatura de crecimiento éptima de 15° C o
inferior; la mdxima es de alrededor de 20° C.

e Mesdfilos: Tienen un crecimiento éptima entre 20 °y 45 ° C. La mayoria de las bacterias entran en
esta categoria.

e Termdfilos: Pueden crecer a temperaturas mayores de 55 ° C o temperaturas superiores.

e Hiperterméfilos: Crecen entre 80 - 113 °C
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Tabla 1. Clasificacion de tipos fisioldgicos en bacterias segun la temperatura

" e i Temperatura
Tipo Fisiologico
°C
Psicrofilos 0-15
Mesofilos 20 - 45
Terméfilos >55
Hiperterméfilos 80-113

Temperatura éptima de las cepas bacterianas a usar en la presente prdctica:

Bacillus subtilis, es un bacilo Gram positivo formador de espora, que tiene una temperatura éptima
crecimiento de 30-40°C

Escherichia coli, es un bacilo Gram negativo, facultativo anaerobio, que no forma espora y tiene un
temperatura dptima de crecimiento de 37°C

Rango de muerte térmica: Es el rango de temperaturas en la que muere un organismo al ser expuesta 10 minutos
bajo condiciones contfroladas.

Condiciones que varian el rango de muerte térmica:

e Contenido de agua del medio: La muerte de la bacteria por accién del calor es por
coagulacién de las proteinas del protoplasma. Cuanto mayor es el porcentaje de agua en
el medio, menor serd la temperatura requerida para matar la bacteria.

e Contenido de agua de los organismos: A menor cantidad de agua, los microorganismos se
secan y se produce mayor resistencia a la tfemperatura.

¢ Concentracion de hidrogeniones: Los organismos mueren fdcilmente en condiciones acidas o alcalinas,
requiriéndose temperaturas menores que en medios neutros.

e Composicidn del medio: Los medios que contienen alta concentracion de proteinas incrementan la
temperatura requerida para destruir bacterias, ya que las proteinas forman una pelicula alrededor de los
microorganismos protegiéndolos de influencias desfavorables.

¢ Edad de las células: Las células viejas son mds resistentes que las células jévenes a las condiciones adversas.

B. PRESION OSMOTICA

Definiciones previas:

e Presidon osmética: Es la fuerza desarrollada cuando dos soluciones de diferente concentracion de
solutos estdin separados por una membrana que es permeable Unicamente al solvente. El solvente
es el liquido, normalmente agua, que disuelve a una sustancia, que en este caso es el soluto.

e Osmorregulacién: Mantiene los solutos (moléculas pequefas y iones) a valores dptimos para la
actividad metabdlica, incluso cuando la osmolaridad del medio varia en un margen
ampliamente grande.

e Cloruro de Sodio (NaCl) o Sal comun, no se lo considera como aditivo. El cloruro de sodio es un
excelente agente osmdético. Su bajo peso molecular (de 58.44 g/gmol) permite una alto tasa de
pérdida de agua vy gran solubilidad, pero también ocasiona alta impregnacion en el tejido animal.
Ademds de ser un agente osmdtico, es un agente antimicrobiano (conservante), esencialmente
por su efecto depresor de la actividad de agua. El cloruro sédico se ha usado para estabilizar
ciertos alimentos, entre ellos pescados. Ademds de lograr la estabilidad de ciertos productos, ciertas
concentraciones de cloruro sédico permiten inhibir microorganismos patdégenos en los alimentos.

e La disponibilidad de agua, se expresa cuantitativamente en términos de actividad de agua (aw).

El agua pura tiene un aw = 1,00, mientras que los cereales y otros alimentos secos pueden tener
valores de aw = 0,60 o inferior.
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Puesto que las bacterias se separan de su entorno externo por una membrana plasmdtica selectiva
permeable, las bacterias pueden ser afectadas por cambios en la presidn osmdtica o en la
disponibilidad de agua de su entorno.

Las bacterias varian ampliamente en sus requerimientos osmdticos. Algunas pueden crecer en
soluciones diluidas o soluciones saturadas de NaCl. Los microorganismos que crecen en disoluciones
de alta osmolaridad reciben el nombre de osméfilos. La mayor parte de ambientes naturales con
elevada osmolaridad contienen concentraciones altas de cloruro sédico (NaCl). Las bacterias que
crecen en estos ambientes se llaman haldfitos.

La mayoria de bacterias no necesitan regular su osmolaridad interna con precision porque estdn
protegidas con una pared celular capaz de resistir una considerable presion osmadtica interna. Las
bacterias, en la naturaleza siempre mantienen su osmolaridad muy por encima de la del medio.

Si una bacteria es colocada en una solucién hipoténica (baja concentracién de solutos y alta en
contenido de agua), el agua entrard en el interior de la célula hasta hincharse y estallar (la pared
celular se disuelve y la membrana celular se rompe en pequenos fragmentos) proceso denominado
lisis. (Figura 41.1a) a menos que se haga algo para evitar este influjo. La mayoria de las bacterias
tienen paredes celulares rigidas que mantienen la forma vy la integridad de la célula; por lo tanto, las
soluciones hipotdnicas no son perjudiciales para estas bacterias.

Cuando las bacterias se colocan en una solucién hiperténica (alto nivel de solutos, baja en contenido
de agua), el agua sale del interior de la célula, y la membrana citoplasmdtica se contrae lejos de la
pared (figura 41.1b), proceso conocido como plasmolisis. Esto deshidrata la célula vy la arruga.

En las Gram positivas esto provoca que la membrana celular se separe de la pared, se dice que la
célula se ha plasmolizado. Las bacterias Gram negativas no experimentan plasmdlisis, dado que la
pared se retrae junto con la membrana, hecho que también dana a ésta

En una solucidn isoténica, la concentracién de solutos es el mismo (iso significa igual) tanto en el exterior
e interior de la bacteria. La bacteria estd en equilibrio osmdtico con su entorno y por lo tanto no
cambia el volumen de la célula (figura 41.1¢).

Figure 41.1 Effect of Osmotic Pressure on a Bacterial
Cell. The dots represent solute (NaCl) molecules. The shaded
area represents water (solvent).
Solution Before After
© ’ © Cellwall .
(a) | Hypotonic | . m i : u .
H.0 movement . Cell membrane

(b) | Hypertonic

(c) | lIsotonic

H_0 movement

Cell membrane ]
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Aungue en general, las bacterias toleran cierta variacién en la presidn osmodtica del ambiente, el
crecimiento de la mayoria se inhibe si se colocan en un medio con una alta presién osmdtica (superior
al 2% NaCl). Si estas se colocan en un medio como tal, sufren el fendmeno de plasmélisis. La mayoria
de bacterias no son capaces de reproducirse en un medio de presidn osmadbtica elevada, sin embargo
hay algunos microorganismos que pueden crecer en soluciones concentradas de cloruro de sodio, es
decir en medios alta osmolaridad

* Los microorganismos Extreméfilos, estdn adaptados a condiciones ambientales muy dificiles de
soportar para la mayoria de los seres vivos. . Los ambientes extremos incluyen aqguellos con
temperaturas muy elevadas (55-121°C) o bajas (2 - -20°C), alta salinidad (NaCl 2- 5M) y alta
alcalinidad (pH arriba de 8) o alta acidez (pH menor de 4). El descubrimiento de microorganismos
gue habitan en ambientes extremos ha despertado el interés de su estudio desde el punto de vista
biotecnolégico debido a las caracteristicas de estos microorganismos ya que sus biomoléculas son
necesariamente resistentes a las condiciones agresivas de su entorno.

Haldfilos

Los organismos haléfilos forman parte de los organismos extremadfilos ya que viven en condiciones
extremas, en este caso, en entornos con mucha sal como zonas litorales, salinas y lagunas salobres.
Se llaman haldfilos a aquellos organismos que requieren cierta concentracién de NaCl para su
desarrollo y crecimiento. Pueden ser clasificados en funcién de la cantidad de sal que requieren en
4 categorias con respecto a su tolerancia de sal:

Tabla 1. Clasificacion de tipos fisioldgicos en bacterias segun su tolerancia a la sal

Concentracién Concentracién

Tipo Fisiolégico de NaCl (%) Molar
No haléfilos 0-2% <0.02M
Haldfilos ligeros 2-5% 0.2-0.85M
Haléfilos moderados 5-20 % 0.85-3.4M
Haléfilos extremos 20-30 % 3.4-51M

Los organismos halotolerantes son aquellos que pueden crecer en presencia y en ausencia de altas
concentraciones de sal. Muchos organismos haléfilos y halotolerantes pueden crecer dentro de un
amplio margen de concentracién de sal, con requerimiento o tolerancia para algunas sales,
dependiendo del medio y de los factores nutricionales.

= Tolerancia osmética:

Tolerancia osmdtica, es la capacidad de un microorganismo para crecer en un medio con
osmolaridades muy variadas. Se ha demostrado que muchas bacterias concentran  K* en su
infracelular mucho mds que Na*. Ademds existe una correlacion entre tolerancia osmédtica en las
bacterias y su contenido en K*. Los estudios en E. coli, demuestran que la concentracion infracelular
de K* aumenta progresivamente con el aumento de la osmolaridad (concentracién de NaCl) del
medio de crecimiento. Como consecuencia, se aumenta la osmolaridad como la fuerza idnica interna
de la célula.

El mantenimiento de una fuerza idnica relativamente constante dentro de la célula es de extrema
importancia fisioldgica ya que la estabilidad y el comportamiento de las enzimas y otras moléculas
biolégicas dependen de este factor.

= Requerimiento de Na* en las bacterias

El sodio, el cloruro y el magnesio, son requeridos para mantener la estructura y rigidez de la célula.

En la mayoria de bacterias no haldfilas no se ha podido demostrar un requerimiento especifico de Na.
Por ejemplo E. coli (bacteria no haldfila) necesita un minimo de Na* para crecer, pero eso no
demuestrala dependencia absoluta de Na* para su crecimiento. Por el contrario, las bacterias haldfitas
moderadas y extremas, necesitan siempre Na* para crecer, a concenfraciones tan altas, que su
dependencia absoluta a este cation Na*, se demuestra experimentalmente.
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En el caso de bacterias haldfitas moderadas, el Na + asegura en correcto funcionamiento de los
mecanismos de transporte. En los haléfilos extremos, una elevada concentracién de NaCl es esencial
para mantener tanto la estabilidad como la actividad catalitica de las enzimas.

Adaptaciones
La membrana citoplasmdatica constituye una barrera que separa el citoplasma del medio externo en

el que pueden producirse cambios en la concentracién de sales, por lo que debe jugar un papel
importante en la respuesta de la célula a dichos cambios. Se ha demostrado que la adaptacién de la
composicion lipidica de las membranas celulares frente a una nueva situacién de estrés osmodtico
incluye modificaciones en el tipo de fosfolipidos existentes en las membranas, y en el tipo de dcidos
grasos que forman parte de los lipidos

La principal estrategia que desarrollan los microorganismos haléfilos para adaptarse al estrés osmadtico
se basa en la acumulacidon masiva de compuestos en el citoplasma para compensar la presion
osmdtica del medio externo. Los compuestos acumulados pueden ser idnicos o no idnicos, segun el
tipo de microorganismo, lo que determina de forma general la existencia de dos mecanismos
principales de acumulacion:

Mecanismo “salt-in": Acumulan en su citoplasma iones inorgdnicos, principalmente K+ y CI- . El
aumento en la concentracién de KCI en el citoplasma conlleva a una adaptacion a las altas
concentraciones salinas de todas las proteinas y otros componentes celulares como los ribosomas. Es
tipico de Arqueas (bacterias haldfilas moderadas)

Mecanismo “salt out”, es el que utilizan las bacterias tanto haldfilas. Estos microorganismos, en
respuesta al estrés osmadtico, acumulan en su citoplasma compuestos orgdnicos que mantienen el
equilibrio osmético sin interferir con el metabolismo celular, por lo que se denominan solutos
compadaltibles y que constituyen la base fundamental de la tolerancia a la sal de estos
microorganismos. Se frata de un sistema mucho mds flexible, ya que permite la adaptacién a las
fluctuaciones en la presion osmébtica del medio. Los solutos compatibles pueden acumularse tras su
transporte al interior celular desde el medio externo, o bien mediante sintesis, como sucede, por
ejemplo cuando las bacterias se cultivan en un medio minimo. Los principales solutos compatibles
descritos a la fecha son: aminodcidos, azUcares, glicina betaina, ectoina e hidroxiectoin

Tolerancia osmética de algunas Bacterias
Staphylococcus aureus es un coco Gram positivo. S. aureus puede crecer en presencia de 15%
(alrededor de 2.5 M) de Cloruro de Sodio (NaCl) o con un aw=0.86

Bacillus subtilis es una bacteria Gram positiva, Catalasa-positiva, aerobio cominmente encontrada en
el suelo. Entre sus principales caracteristicas se encuentra su capacidad para formar esporas en
diversas condiciones de estrés, crecer en un intervalo amplio de temperaturas (desde 15 hasta 55 °C)
y sobrevivir en concentraciones salinas (hasta el 7% de NaCl)

Escherichia coli es un bacilo Gram negativo, es un habitante normal de la flora intestinal en la parte
baja del intestino de animales de sangre caliente. E. coli es muy sensitivo a las altas concentraciones
de sal, no tiene tolerancia osmética y no puede crecer debajo de un aw=0.95.

Rango de concentracion

de NaCl tolerado en el
Tipo Fisiolégico de NaCl (%) Molar Organismo crecimiento

Concentraciéon Concentracién

(%, g/100 ml)

No haléfilos 0-2% <0.02M Escherichia coli 0-1%
Haldfilos ligeros 2-5% 0.2-0.85M Pseudomonas marinas 01-5%
Haléfilos moderados 5-20 % 0.85-34M Saphilococcus aureus 10-15%
Bacillus subtilis <7%
Haldfilos exiremos 20-30 % 3.4-5.1 M Halobacterium salinarum 12-36 %
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Informacion de cepas bacterianas a usar:
En la presente prdctica, vamos a examinar el efecto de diferentes concentraciones de NaCl (presiéon
osmdtica o actividad de agua, aw) en el crecimiento de dos especies de bacterias:

e Bacillus subtilis, es un bacilo Gram positivo, formador de espora, y sobrevive en concentraciones
salinas (hasta el 7% de NaCl)

e Escherichia coli es un bacilo Gram negativo, es muy sensitivo a las altas concentraciones de sal, no
tiene tolerancia osmdtica y no puede crecer debajo de un aw=0.95

Aplicaciones de bacterias haléfitas

Las bacterias haldfilas han demostrado ser un grupo de extremdfilos con un gran potencial
biotecnoldgico, debido a que no solo producen compuestos de enorme interés industrial, como
enzimas, biopolimeros o solutos compatibles, sino que ademds presentan algunas propiedades
fisioldgicas que facilitan su explotacién comercial. A continuacién se describen algunas de las mds
interesantes aplicaciones de estos microorganismos.

e Biodegradacion de residuos. Las bacterias haldfilas constituyen una importante alternativa a los
fratamientos microbioldgicos convencionales en aquellos casos en los que éstos sean ineficaces,
como son los procesos industriales que generan aguas residuales hipersalinas. Esto sucede por
ejemplo en la produccidon de diversas sustancias quimicas como los pesticidas, determinados
productos farmacéuticos y herbicidas, y los procesos de extraccidon de petréleo y gas

¢ Alimentos fermentados. Las bacterias haldfilas también tienen diversas aplicaciones en el campo de
la alimentacién. Asi en la elaboraciéon de la salsa de soya, etc.

e Polimeros. Los polimeros bacterianos tienen gran importancia en la industria petrolera. Gracias a sus
propiedades surfactantes y emulsionantes pueden aumentar la eficacia de los procesos de
extraccién de crudo del subsuelo incrementando la viscosidad del agua que se inyecta alrededor
de las bolsas, disminuyendo asi su tensidon superficial. Las bolsas de petréleo suelen presentar una
elevada salinidad, lo que hace especialmente interesante la utilizacién directa de bacterias haldfilas
moderadas productoras de biopolimeros.

C.- ACCION GERMICIDA DE LA LUZ ULTRAVIOLETA

Los rayos ultravioleta son componentes invisibles de la radiacion solar. Todos los microorganismos: hongos, levaduras,
bacterias, virus y esporas son sensibles al fratamiento UV. Sin embargo, las esporas requieren mayor tiempo de
exposicién para tener el mismo porcentaje de reduccidn que las células vegetativas.

El poder de penetracion de la luz depende de la cantidad de materia suspendida. La experiencia demuestra
que 1 minuto de exposicién a la luz UV provoca la muerte del 70% de bacterias G(-) y 60% de G(+) contenidas en
cubos de hielo de 30 mm de grosor.

Los rayos UV son absorbidos por las proteinas, el DNA, RNA y otros compuestos orgdnicos; siendo las bases
pirimidicas las mds sensibles.

La UV daltera el DNA causando dimeros de timina y citosing, lo que provoca mutaciones en la célula iradiada y
cuando la intensidad de irradiacion es mayor el efecto puede ser letal.

. Equipos, Materiales y Reactivos

3.1. Equipos

item | Equipo Caracteristica Cantidad

1 Cocina eléctrica 1

2 Mecheros Bunsen 1

3 Rejilla de Asbesto 1
3.2. Materiales

ltem | Material Caracteristica | Cantidad

1 Mecheros de alcohol 1

2 Asas bacterioldgicas 1

3 Gradillas 1

4 Botellas con alcohol de 70° | 100 mi 1

5 Pisetas con agua destilada 1

7 Vaso de precipitacion 100 ml 1

8 Pinzas de madera 2

9 Tubos con caldo de nutritivo 4 ml 1

de B. subtilis de 24 h
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10 Tubos con caldo nutritivo de 4 ml 1
E. coli de 24 horas
11 Tubos de ensayo estériles con 4
tapa de algoddn
12 Placas Petri estériles vacias. 4
13 Placas con AN con 1
concentraciones de NaCl
al 0%
14 Placas con AN con 1
concentraciones de NaCl
al 5%
15 Placas con AN con 1
concenfracion de NaCl al
20%
16 Espdtulas de Digraskly 1
17 Micropipetas de 1 ml 1
18 Tips esteriles de 1 ml 4
3.3. Reactivos
Item | Reactivo Caracteristica Cantidad
1

4. Indicaciones/instrucciones:

4.1 Desi

nfecte el drea de trabajo con un germicida comercial aprobado por la EPA o blangueador

doméstico (hipoclorito de sodio) antes y después de trabagjar.
4.2 Mantenga todos los tubos de cultivo en posicidn vertical en latas vacias.
4.3 Tener cuidado cuando se trabaja con E. coli, ya que es patdgena para el hombre.

5. Proce

dimientos:

A. EFECTO DE LA TEMPERATURA

1.

NoohkwDd

8.

9.
10.

B.-AC

Tomar los 7 tubos y rofularlos con su respectiva bacteria y enumerar los tubos de acuerdo a la temperatura
ala que le toca ser sometido.

Distribuir 2 ml del cultivo de E. coli a cada uno tubos.

Llevar el primer tubo a bafo maria por 10 minutos a 121 °C.

Transcurrido este tiempo, enfriarlo bruscamente en agua fria.

Una vez enfriado, tomar 1 mly colocarlo en una placa Petri estéril vacia.

Luego vertir el agar fundido de 45° C en la placa, mezclar bien y dejar solidificar.

Proceder en igual forma con los é tubos restantes, pero disminuyendo la temperatura cada vez que se
coloca un nuevo tubo a 100, 80, 60, 37, 30, 20.

Incubar a 37 C durante 24-48 hrs

Hacer las lecturas y determinar EL RANGO DE MUERTE TERMICA. Observar los resultados y anofar.
Reportar el crecimiento como:

No hubo crecimiento: -

Crecimiento moderado: +,++,+++

Mdximo crecimiento: ++++

CION DE LA PRESION OSMOTICA

. Con plumdn indeleble, dividir la placa en 2 mitades iguales.

Colocar el nombre de la bacteria, la concentracién de NaCl y la fecha

Sembrar la respectiva bacteria por estria simple en cada mitad de la placa, en cada una de las
5 diferentes placas con concentraciones crecientes de sacarosa o NaCl al 0%, 5%, 10%, 15%

Incubar las placas en posicién invertida por 24-48 h a 37 °C

Observar la relativa cantidad de crecimiento en cada seccién de cada concentracion de sal de
las placas. Comparar el crecimiento con la placa control (Concentraciéon al 5% de NaCl)
sembrada con bacteria.

Reportar el crecimiento como:

No hubo crecimiento: -

Crecimiento moderado: +,++,+++

Mdximo crecimiento: ++++
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C.- ACCION GERMICIDA DE LA LUZ ULTRAVIOLETA
Con la pipeta capilar colocar de 1 a 2 gotas de uno de los cultivos en el centro de la placa.
Con la espdtula de Drigalsky extender la siembra por toda la superficie del medio.
Trazar con el ldpiz graso cuatro cuadrantes perpendiculares sobre el dorso de la placa, enumerdndolos
del 1 al 4.
Colocar la placa sembrada a 32 cm de la Iédmpara de rayos UV (aUn no encender la ldmpara de UV)
Cambicr la tapa por el circulo de cartén.
Encender la Idmpara y exponer el cuadrante libre (1) a la radiacién por 30 seg. Luego apagar la l[dmpara.
Rotar el circulo de cartén dejando libre el cuadrante (2) y exponer alaluz uV por 60 seg. Apagarla ldmpara.
Rotar el circulo de cartén dejando libre el cuadrante (3) y exponer alaluz uV por 90 seg. Apagar la ldmpara.
. Elcuadrante (4) no se expone.

10. Cubrir con su tapa el cultivo e incubar a 37°C por 24 hrs.

11. Anotar los resultados.
6. Resultados

N~

00N o

A. EFECTO DE LA TEMPERATURA

Basados en tus observaciones del crecimiento bacteriano, anota tus observaciones:

Crecimiento (+) o (-)
20°C 37°C 60 °C 80 °C 100 °C

Bacteria Tipo Fisiolégico

E. coli

B. subtilis

e Cudl es el rango de muerte térmica para ambas bacterias?

B. ACCION DE LA PRESION OSMOTICA
Reportar la cantidad de crecimiento de dos bacterias, en la siguiente tabla:

Use —, +, ++, +++, ++++ para indicar la cantidad de crecimiento.

Crecimiento (+,++,+++,++++) o (-)
E. coli B. subtilis

Medio de Cultivo

0 % NaCl
5% NaCl
10 % NaCl

20% NaCl

e Cudl de estas dos bacterias tolera mds la sal?
e Cudl de estas dos bacterias tolera un amplio rango de sal2
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7. Conclusiones
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Guia de prdctica N° 8

Accién de agentes quimicos sobre los microorganismos

SECCION 1, DOCENTE. e
Fecha USSR SRS Duracién: 90 minutos

Instrucciones: El alumno debe ingresar al Laboratorio portando su guardapolvo y equipo de proteccién
personal (guantes, mascarilla, cofia).

1. Propdsito /Objetivo (de la prdctica):

Explica como los microorganismos son afectados por agentes quimicos como pH, colorantes, metales
pesados y desinfectantes.

3. Fundamento Tedrico

Los agentes quimicos se usan para el control del crecimiento microbiano tanto en tejidos vivos
como objetos inanimados. A contfinuacion trataremos los principales agentes quimicos para el
control del crecimiento microbiano:

2.1 pH

La acidez o alcalinidad de una solucién se expresa por su pH en una escala en la que la neutralidad
es pH 7. La escala de pH se extiende de 0 a 14. Los valores de pH por debajo de 7 son dcidos y los
mayores de 7 son alcalinos (o bdsicos).

No es sorprendente que el pH afecte dramdticamente el crecimiento bacteriano. El pH afecta a la
actividad de las enzimas, especialmente las que estdn involucrados en la biosintesis y el crecimiento.
Cada especie microbiana posee un rango definido de pH para su crecimiento y un pH éptimo

pH 6ptimo de

Tipo Fisiolégico crecimiento
Acidéfilos 0.0-5.5
Neutréfilos 55-8.0
Alcaldfilos 85-11.5
Alcaldbfilos extremos >10

En general, cada grupo de microorganismo posee preferencias de pH caracteristicas:
= La mayoria de bacterias y protozoos son neutrdfilos, sin embargo hay bacterias alcaldfilas como Bacillus.
= La mayor parte de los hongos (mohos y levaduras) y algas prefieren medios ligeramente dcidos (pH 4 a 6)

La mayoria de los ambientes naturales tienen un valor de pH entre 5y 9, y los organismos con pH
6ptimos de este orden son los mds comunes. Sélo unas cuantas especies pueden crecer por debajo
de 2 o por encima de 10. Aungque los microorganismos crecen a menudo en medios con un amplio rango
de pH, su tolerancia tiene un limite.

En general, los procariotas mantienen un pH neutro en el citoplasma y mueren si este pH interno desciende
por debajo de 5.5. Los cambios en el PH externo pueden modificar también la ionizacién de las moléculas
de nutrientes, disminuyendo, por ello su disponibilidad para el organismo.

Los microorganismos tienen que adaptarse a menudo a cambios de pH para sobrevivir. Eiemplo: Cuando
el pH baja hasta valores de 5.6 a 6, E. coli sintetiza un grupo de nuevas proteinas, como parte de una
respuesta de tolerancia al medio dcido.
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En los medios de cultivo suelen anadirse bufferes para evitar la inhibicidn del crecimiento por cambios
grandes de pH siendo el buffer fosfato el mds comun. Muchas bacterias producen dcidos metabdlicos
gue pueden bajar el pH e inhibir su crecimiento. Para evitar esto, los buffers (fampones) producen
equilibrio en el pH, se ahaden a medios de cultivo para neutralizar estos dcidos. Por ejemplo, las
peptonas en medios complejos actian como buffers (amortiguadores). A menudo se afiaden sales de
fosfato como amortiguadores en medios quimicamente definidos.

Mecanismo de Accidn del pH: Variaciones intensas en el pH pueden danar a los microrganismos alterando
la membrana citoplasmdtica o inhibiendo la actividad de las enzimas y las proteinas transportadoras. Los
cambios en el pH externo pueden modificar la ionizacién de las moléculas de nutrientes, disminuyendo por
ello su disponibilidad para el microorganismo.

2.2 Colorante: Cristal Violeta
En general, la accion de los colorantes sobre las bacterias es bacteriostdtica (detiene la multiplicaciéon de las
mismas, sin matarlas). En general son mds activos contra bacterias Gram positivas y algunos hongos.
El cristal Violeta es un colorante bdsico derivado del grupo de trifenil metano. Es un colorante bacteriostdtico
potente, ya que inhibe el crecimiento de los Gram (+). Las bacterias gran negativas son alteradas en poco
grado.
Parece que hay alguna relacién entre la accién bacteriostatica y el comportamiento de la bacteria frente a la
coloracién Gram. Es por este motivo que resultan mds susceptibles a la accién de los colorantes los
microorganismos Gram (+).
El cristal violeta se emplea en medio de cultivo selectivo, antiséptico de piel y membrana bucales,

Mecanismo de Accidn del Cristal Violeta: Los colorantes bdsicos como el cristal violeta reacciona intensamente
con las cargas negativas de las proteinas de la pared celular de las Gram positivas, interfiiendo asi en la sintesis
de la pared celular de las Gram positivas.

3.3 Accién Oligodindmica de los Metales Pesados

Varios metales pesados como la plata, el cobre y el mercurio pueden ser germicidas o antisépticos. La
propiedad de los metales pesados (en especial de platay cobre) de ejercer efectos letales sobre los
microorganismos en cantidades pequenisimas se conoce como accién oligodindmica (oligo significa
poco; dinamis significa fuerza, poder).

Este efecto puede observarse cuando se coloca una moneda o pieza de metal que contenga plata
o cobre sobre una placa de Petri inoculada previamente con algin microorganismo. Cantidades
infimas del metal se difunden desde la moneda e inhiben el crecimiento de las bacterias a cierta
distancia alrededor de ella (Figural) Después de la incubacién se observa un halo de inhibicién (no
crecimiento, alrededor del metal)

FIGURA 7.8 Accion oligodinamica de los L d:
d i s ¥ ¢ ”

Alrededor de la moned
an 2o 5 e
teriano. El soml y la e Z centavos son de
plata; el penique es de
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La plata se usa como antiséptico en una solucidén de Nitrato de plata al 1%, esto se aplica a menudo
en los ojos de los ninos para prevenir la gonorrea oftdimica.

El cobre, en la forma de Sulfato de Cobre al 5%, se utiliza para destruir las algas verdes que crecen en
reservorios, estanques, piscinas.

Mecanismo de Accidn de los metales pesados: La accion antimicrobiana es producida por la accion
de los iones de los metales pesados sobre los microorganismos. Cuando estos iones metdlicos se
combinan con los grupos sulfhidrilo existentes en las proteinas celulares se produce la desnaturalizacién
de las proteinas, las células bacterianas se inactivan, precipitan y finalmente mueren.

3.4 Desinfectantes

Halégenos
a) Yodo (l2): Yodo se utiliza como antiséptico cutdneo. Actia contra toda clase de bacterias. En

concentraciones elevadas puede incluso destfruir esporas

Mecanismo de accién: El Yodo altera la sintesis proteica y las membranas celulares, al parecer
por la formacién de complejos con los aminodcidos y los dcidos grasos, es decir puede formar
compuestos de yodo con las proteinas celulares.

b) Cloro (Cl2): El Cloro (Cl2) como gas o en combinacién con otfras sustancias quimicas, se usa como
desinfectante. Puede aplicarse como Cloro gas, hipoclorito sédico o cdicico, todos ellos
producen dcido hipocloroso (HCLO). Su accidén germicida estd determinada por el dcido
hipocloroso (HCLO) que se forma cuando el Cloro se agrega al agua.

El hipoclorito de Sodio (NaOCI) Clorox® se emplea como desinfectante y blanqueador doméstico
y como desinfectante en establecimientos de productos ldcteos y de procesamiento de
alimentos.

Mecanismo de accién: El deido hipocloroso (HCLO), es un agente oxidante fuerte que impide el
funcionamiento del sistema enzimdtico celular de los microorganismos. El resultado es la oxidacién
de materiales celulares y la destruccidn bacterias vegetativas y hongos, aungue no esporas. La
destruccidén de los microorganismos se produce en 30 minutos. La materia orgdnica interfiere con
la accién de cloro al reaccionar con éste, por ello se anade un exceso de cloro para asegurar la
destruccién microbiana.

O-tenitfenol

OHenifenol Hexaclorofeno

\ Hex atlorofeno

3. Compuesto de amonio Compuesto de amonio
A cuaternario cuatemaro

Evaluacién de los desinfectantes por el método de difusién con disco. tr este expenimento lo

na solucion del desintectante y se xan sobre la superticie de un

En la presente prdctica, se cémo las variaciones de pH, el colorante cristal violeta, los metales pesados y
los desinfectantes afectan el crecimiento de E. coli y B. subtilis.
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4. Equipos, Materiales y Reactivos

3.1. Equipos
ltem | Equipo Caracteristica Cantidad
1 1

3.2. Materiales
ltem | Material Caracteristica Cantidad
Tubos con3mMICN apH 3 1
Tubos con3ml CNapH5
Tubos con 3ml CN pH7
Tubos con3mMICNapH?9
Tubos con 3IMICNapH I
Placas con AN con
concentracion de Cristal
Violeta al 0.01 %

N O~ WIN—

8 Placas con AN 1
9 Pinzas de metal 1
10 Tubos conteniendo 2 ml de 1

agua destilada estéril

3.3. Reactivos

Item | Reactivo Caracteristica Cantidad
1 Beaker o frasco con 10 ml de 1

Solucién Nitrato de Plata al 1%
2 Beaker con 10 ml de Solucién 1

Sulfato de Cobre al 5%

5. Indicaciones/instrucciones:

4.1 Desinfecte el drea de trabajo con un germicida comercial aprobado por la EPA o blangueador
doméstico (hipoclorito de sodio) antes y después de trabajar.

4.2 Mantenga todos los tubos de cultivo en posicidn vertical en latas vacias.

4.3Tener cuidado cuando se trabaja con E. coli, ya que es patdgena para el hombre.

6. Procedimientos:
5.1 Efecto de pH sobre los microorganismos
Materiales
]. Cultivos de E. coli en Caldo Nutritivo de 24 horas
2. Cultivo de B. subtilis en Caldo Nufritivo de 24 horas
3. Tubos con caldo nutritivo estéril previamente gjustadas con HCI 1.0 Ny NaOH 1.0 N a valores de pH de 3.0, 5.0,
7.0,9,0y 11.0 (1 de cada una) para E. coliy B. subtilis

Procedimiento

1. Rotular cada tubo con sus respectivos pH, colocar sus nombres, fecha y microorganismo inoculado.

2. Usando una pipeta estéril, agregar 0.1 ml de E. coli al fubo con caldo nutritivo que tiene pH 3. Hacer lo mismo
para los demds tubos conpH 5,7, 9y 11.

3. Repetirel paso 2, inocular B. subtilis alos tubos con caldo nutritivo previaomente graduados su pH.

4. IncubarE. coli a 35°C y B. subtilis a temperatura ambiente por 5 dias.

5. Anotarla cantidad de crecimiento observado al primer, tercer y quinto dia, empleando la siguiente escala:
No hubo crecimiento: -
Crecimientfo moderado: +, ++, +++
Mdximo crecimiento: ++++

5.2 Efecto del colorante Cristal Violeta sobre los microorganismos
Materiales

1. Cultivo en caldo nutrifivo de E. coli, B. subtilis de 24 horas
2. 01 placa de agar nutritivo con cristal violeta (concentraciones 103).
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Procedimiento

1. Rotular la placa con su respectiva concentfraciéon de cristal violeta, colocar sus nombres, fecha vy
microorganismo inoculado.

2. Dividirla placa en 2 cuadrantes

3. Usando una asa estéril, sembrar en cada cuadrante una cepa distinta: E. coli y B. subtilis en la placa con
concentracion 103 de cristal violeta.

4. Incubar a 37 °C por 24-48 h.

5. Anotarla cantidad de crecimiento observado al primer, tercer y quinto dia, empleando la siguiente escala:
No hubo crecimiento: -
Crecimiento moderado: +, ++, +++
Mdximo crecimiento: ++++

5.3 Accién Oligodindmica de los metales pesados
Materiales:
1. Cultivos de E. coliy B. subtilis
2. 02 placas con Agar Nutritivo.
3. Solucién de Sulfato de Cobre al 5%
4. Solucion de Nitrato de Plata al 1%

Procedimiento:

1. Dividirlas 2 placas de Agar Nutritivo en 3 cuadrantes.

2. Rotular las placas, colocar sus nombres, fecha y microorganismo inoculado.

3. Sembrar por diseminacion E. coli en la placa 1y B. subtilis en la placa 2.

4. Embeber discos de papel de filtro en una solucién de Nitrato Plata al 1% y una solucién de Sulfato de Cobre al
5%.

5. Con pizas estériles, retirar los discos de las soluciones y colocarlo sobre la placa con agar previamente
inoculada con E. coli y B. subtilis.

6. Dejarincubar a 37 °C por 24-48 h.

7. Anotar si existe halos de inhibicion del crecimiento alrededor de cada disco.

5.4 Accién de los Desinfectantes
Materiales
1. Cultivos de E. coliy B. subtilis
2. 02 placas con Agar Nutritivo.
3. Lejia Clorox ®
4. Alcohol Yodado

Procedimiento

Dividir las 2 placas en 4 cuadrantes.

Rotular las placas, colocar sus nombres, fecha y microorganismo inoculado.

Sembrar por diseminacién E. coli en la placa 1y B. subtilis en la placa 2.

Embeber discos de papel de filtro en una solucién de Lejia Clorox ® y una solucién de Alcohol Yodado.

Con pizas estériles, retirar los discos de las soluciones y colocarlo sobre la placa con agar previamente
inoculada con E. coli y B. subtilis.

Dejarincubar a 37 °C por 24-48 h.

7. Anotar si existe halos de inhibicién del crecimiento alrededor de cada disco.

OO~

o
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7. Resultados

Tabla 1. Efecto del pH en el crecimiento microbiano

Dia 1
Microorganismo pH Crecimiento
(+,++ +++ ++++) o (-)

3

5

E. coli 7
9

11

3

5

B. subtilis 7
9

Responder las siguientes preguntas:

Que microorganismo crecié mejor en un pH dcido?

Que microorganismo crecidé mejor en un pH neutro?

Que microorganismo crecié mejor en un pH alcalino?

Que microorganismo presentd el rango mds amplio de pH?

Que microorganismo presentd el rango menos amplio de pH?2

Tabla 2. Efecto del colorante cristal violeta en el crecimiento microbiano

Crecimiento (+,++,+++ ++++) 0 (-)
E. coli B. subtilis

Medio de Cultivo

AN + Cristal Violeta

Tabla 3. Accién Oligodindmica de los Metales Pesados en el crecimiento microbiano

Presencia de Halos de Inhibicion del Crecimiento
E. coli B. subtilis

Metal Pesado

Nitrato de Plata
Sulfato de Cobre
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Tabla 4. Accién los Desinfectantes en el crecimiento microbiano

Presencia de Halos de Inhibicidn del Crecimiento
Metal Pesado B

E. coli subtilis

Lejia Clorox ®
Alcohol Yodado

8. Conclusiones
725 N
[ 2 PO OP PR PPPPPRPNt
28 T PP ORIt
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https://books.google.com.pe/books?id=Gxmui-vjZBgC&pg=PA114&lpg=PA114&dq=accion+del+colorante+cristal+violeta+sobre+el+crecimiento+microbiano&source=bl&ots=QlLviGC6pR&sig=JsXxe_0peYyNcdCEkBpnYz9Lhpw&hl=es&sa=X&ved=0ahUKEwjfx5X7y6zMAhUKMyYKHa0qAowQ6AEILTAD#v=onepage&q=accion%20del%20colorante%20cristal%20violeta%20sobre%20el%20crecimiento%20microbiano&f=false
http://es.slideshare.net/jcustodio91/guia-ii
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Guia de prdctica N° 9

Hidrolisis de carbohidratos, proteinas y lipidos

SECCION 1, DOCENTE. e
Fecha USSR SRS Duracién: 90 minutos

Instrucciones: El alumno debe ingresar al Laboratorio portando su guardapolvo y equipo de proteccién
personal (guantes, mascarilla, cofia).

1. Propésito /Objetivo (de la practica):

Identifica y comprende la hidrolisis de carbohidratos y proteinas por los microorganismos para su
aplicacion en procesos de industriales y ambientales.

2. Fundamento Teérico

Las enzimas son proteinas muy especificas que realizan sélo una reaccién quimica en el metabolismo de
la bacteria. Las complejas reacciones quimicas que debe efectuar un microorganismo son producto de
la accidn colectiva de grupos enzimdticos, que llevan a cabo la sintesis o degradacion de cierto sustrato,
por ejemplo, la oxidacién de la glucosa hasta didéxido de carbono y agua es producto de enzimas
encargadas de la glicdlisis, el ciclo de Krebs y la cadena respiratoria. Las enzimas son producidas en la
célula, pero de acuerdo al lugar donde efectian su accidn se pueden clasificar en endoenzimas y
exoenzimas. Las primeras son infracelulares y su funcién estd relacionada con las reacciones de
degradacién vy sintesis de sustratos en el interior de la célula, en tanto que las exoenzimas son excretadas
a través de la pared celular con el fin de producir los cambios necesarios en los nutrientes del medio
ambiente y asi permitir el ingreso de éstos a la célula.

Segun sus propiedades, las pruebas bioquimicas se pueden clasificar en:

Enzimas extracelulares: Enzimas intracelulares:

Hidrdlisis del almiddn Fermentacién de los carbohidratos
Hidrdlisis de los lipidos Reduccién de los nitratos

Hidrdlisis de la caseina Test de la ureasa

Hidrdlisis de la gelatina Agar tres azicares (TSI)

2.1 Hidrdlisis de Carbohidratos
A. Caldo base fermentacién:

El caldo base con rojo fenol es un medio adecuado para la determinacién de fermentacion de
azUcares; el medio es estable, de composicidon uniforme y permite hacer determinaciones en base a
un viragje de color. Cuando el microorganismo fermenta el azicar estudiado, el pH del medio baja;
entonces el rojo fenol vira de rojo a amarillo. Si no fermenta el azicar no produce dcido y por lo tanto
el color sigue siendo rojo. También se busca conocer si existié la formacién de CO», esto se realiza por
medio de las campanas de Durham.
En la presente prdctica, se sustituye el rojo de fenol por el rojo de metilo, que es un indicador de pH, el
cual vira a color amarillo en medio alcalino y color rojo en medio dcido, este indicador se utiliza para
visualizar la producciéon de dcidos por la via de fermentacion dcido mixta.
El caldo base de fermentacién se usa para determinar la fermentacién de ciertos azicares (glucosa,
lactosa, sacarosa) y producciéon de gas.

E. coli fermenta la glucosa y produce gas.
B. subtilis no fermenta glucosa y no produce gaos.
B. Agar Triple AZUCAR (TSI)
Medio universalmente empleado para la clasificacion de enterobacterias que permite investigar la
capacidad de fermentar glucosa, lactosa, sacarosa vy liberar sulfuros.
Este medio nos permite determinar:
e Acidez o alcalinidad.
e Producciéon de gas.
e Producciéon de H2S.
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» Eneste medio, la fermentacion de los azicares, que da lugar a la produccién de Acidos, se detecta
mediante el indicador de rojo fenol los cambios de color, amarillo para un medio dcido y rojo para
un medio alcalino. El tiosulfato sddico se reduce a sulfuro de hidrogeno el cual reacciona después
con una sal de hierro proporcionando el tipico sulfuro de hierro, negro.

* Ladegradacioén de lalactosa ocurre en la parte superior (pico de flauta), de la sacarosa en la parte
infermedia y la glucosa es fermentada en la parte profunda (taco) y en condiciones anaerdbicas.

= La presencia de cavidad en el medio es debido a la formacién de gas CO2 producto de la
fermentacion. (Mendo Rubio M).

= El medio estd compuesto por tres azUcares; glucosa al 0.1%, lactosa al 1% y sacarosa al 0,1%. La
glucosa alas 6 horas ya ha sido metabolizada, por el microorganismo en estudio, entonces debido
a la produccién de acidez el medio se torna amairillo.

* Sila glucosa se acaba y el microorganismo es incapaz de degradar la sacarosa y la lactosa, éste,
empieza a metabolizar las peptonas que hay en el medio lo que va a producir sustancias alcalinas,
las cuales al volatilizar van a hacer que el pico de flauta se torne alcalino y el virgje del medio
empieza en el pico de flauta (rojo-fucsial).

= El medio tiene como indicador el rojo fenol el cual en acidez se torna amarillo, y en alcalinidad rojo.

El sulfato férrico vy el tiosulfato de sodio presentes, al reaccionar con el H2S van a dar lugar a la

formacion de FeS el cual da una coloracion negra al medio.

La lectura en este medio es de la siguiente manera:
K/A — Significa que degrada la glucosa, pero no la sacarosa ni lactosa.
A/A — Hay degradacién de glucosa, lactosa y posiblemente sacarosa.

Tree Sugar Iron Agar (TSI)

Triple Sugar Iron Agar (TSI)

Para diferenciar bacterias basado en su habilidad para fermentar glucosa, lactosa
y/o sacarosa, y para producir sulfuro de Hidrogeno.

Se usa para distinguir entre bacterias de la familia Enterobacteriaceae, Que
ademés son capaces de fermentar glucosa y producir 4cidos como producto final.

Az(icar

Productos acidos | pH (Amarillo)

Peptonas ——————————— Amoniaco (NH,) { pH (Rgjo)

Fermentacién (medio acido) + Tiosulfato de Sodio——  SH, (gas)
SH, + iones férricos —— Sulfuro ferroso (precipitado negro insoluble) Produocién de SH,

C. Agar almidén:

El agar almiddn se usa para determinar la capacidad de los microorganismos de degradar el almidén,
es decir si presenta la enzima amilasa.

El lugol va ha permitir identificar en donde hay almiddn por lo tanto si después de agregar el lugol se
forma un halo alrededor de la colonia, por lo tanto la bacteria es capaz de degradar al almidén.
Bacillus subtilis- Amilasa positivo (Testigo positivo)

E.coli- Amilasa Negativo (Testigo Negativo)

Prueba de hidrdlisis de Almidon

Determinar la idad de un microor i de hi izar el

almidén mediante enzimas del tipo amilasas

5 a-amilasa .
Almidon —————— dextrinas + maltosa + glucosa

H,0 polisacaridos disacarido  monosacarido

(C] *+)
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2.2 Hidrdlisis de Proteinas
A. Agar Urea:
Es un medio de diferenciacion bioquimico para la deteccidn de bacterias productoras de ureasa, en
particular de miembros del género Proteus.
Determina la capacidad de un organismo de desdoblar la urea a didxido de carbono (CO2) dos
moléculas de amoniaco (NH3) por accidn del enzima ureasa. El amoniaco producido confiere reacciéon
alcalina al medio, lo cual se demuestra por un viraje de amarillo a rojo-purpura del indicador de pH rojo

fenol.
Prueba de ureasa
Determinar la idad de un microor i de desdoblar la urea, U reasa
for do dos léculas de i por ion de la i ureasa
ureasa, Caldo urea o agar urea de

Uea + 2H,0 — > CO, + H,0 + 2NH; > (NH,)CO; Giktorson

Sustrato: Urea.

Enzima: Ureasa.
Producto: Amoniaco.
Indicador: Rojo de fenol.

1. No inoculado

La hidrdlisis de la urea por la enzima
2. Igari: it ureasa libera dos moléculas de
L . amoniaco que alcaliniza el medio,
3. coliz entonces se vira el indicador de pH,
en el caso del rojo de fenol una
prueba positiva es color bugambilia.

Prueba negativa  Prueba posifiva

B. Agar Caseina
Este medio se usa para la investigacion de microorganismos proteoliticos. Estos son capaces de
degradar la caseina y aparecen con un halo transparente alrededor de las colonias. Si el halo no es
visible agregar dcido acético 1N, que refuerza la opacidad del medio por desnaturalizacién de la
caseina y se destaca el halo de degradacion.

Degradacion de la caseina

Prueba de hidrolisis de caseina

Determinar la capacidad qe prpducir enzimas proteilicas capaces de
Agar Leche Descremada WLl
Sustrato: Caseina (proteina).
Enzima: Caseinasa (Proteasa,
exoenzima).

Producto: Aminodcidos.
Revelador: No requiere.

‘

Pruebanegafiva  Prueba posifiva

Las proteasas son excretadas al medio para la degradacion de
proteinas, la caseina es la proteina de la leche que le confiere €l
color blanco, cuando la caseina es hidrolizada desaparece €l
color blanco alrededor del crecimiento microbiano.

Bacillus subtillis (+)

2.3 Hidrdlisis de Lipidos
A. Agar Lecitina
Se aprecia la degradacién de la lecitina, mediante la formacién de un halo claro alrededor de la
colonia por accién de la enzima lecitinasa. Bacillus subtilis, no posee la enzima lecitinasa, la cual es una
fosfolipasa que hidroliza la lecitina de la yema de huevo, cuyos productos precipitan dando un halo
blanco alrededor de las colonias.

B. Agar Tributirina
Algunas bacterias excretan lipasas extracelulares que pueden hidrolizar lipidos grandes en sustratos de
bajo peso molecular que son trasportados al interior de la célula para ser utilizados en el crecimiento.
Este medio de cultivo como sustancia reaccionante contiene a la tributirina, cuya degradacién puede
reconocerse por la formacién de halos claros alrededor de las colonias lipoliticas (presenes en la caspa).

Este medio se utiliza para la identificacion de microorganismos lipoliticos. La degradacién de la

fributirina produce halos de aclaramiento alrededor de las colonias, en contraste con el resto del
medio que permanece turbio. La incubacién es de hasta 72 horas en condiciones dptimas.
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3. Equipos, Materiales y Reactivos
3.1. Equipos
ltem | Equipo Caracteristica Cantidad
] Incubadora 1
2 Mecheros bunsen 1
3.2. Materiales
ltem | Material Caracteristica Cantidad
] Asas bacterioldgicas 1
2 Asas bacterioldgicas con 1
punta en aguja
3 Tubos 4 mlde CBF + 1
Glucosa con campana
durham
4 Tubos 4 mlde TSI 1
5 Placas con Agar Aimidon. 1
7 Tubos 4 ml de Agar urea 1
8 Maftraz con 100 ml de agar 1
nutritivo
9 Placas con agar lecitina 1
10 Placas con agar fributirina 1
11 Placas de AN sembrados 1
conE.colide 24 h
12 Placas de AN sembrados 1
con B. subtilis de 24 h
3.3. Reactivos
ltem | Reactivo Caracteristica Cantidad

1

Frasco con 20 ml Lugol

1

4. Indicaciones/instrucciones:

Gestion Curricular

4.7 Desinfecte el drea de trabajo con un germicida comercial aprobado por la EPA o blangueador
doméstico (hipoclorito de sodio) antes y después de trabagjar.

4.8 Mantenga todos los tubos de cultivo en posicidn vertical en gradillas.

4.9 Tener cuidado cuando se trabaja con E. coli, ya que es patdgena para el hombre.
4.10 Tener cuidado con las llamas del quemador Bunsen y los bucles de las asas bacterioldgicas al rojo

Vivo.

5. Procedimientos:

Primero

5.1 Hidrélisis de Carbohidratos
A. Caldo Base de Fermentacion (CBF)

1.

3.

4.

Preparar 2 tubos de CBF + Glucosa
2. Sembrar en cada tubo E. coliy B. subfilis.

Incubar en aerobiosis, durante 24-48 horas a 35-37 °C

Reportar los resultados

B. AgarTSi

1. Preparar 2 tubos de TSI
2. Sembrar en cada tubo E. coli y B. subtilis. Para sembrar en el medio, se hace una picadura

4. Reportar los resultados

C. Agar Almidén

1.
2.
3.
4.
5.

Dividir la placa en 2 mitades y sembrar por puntura B. subfilis y E.coli

Sembrar en cada placa los siguientes microorganismos:

Incubar en aerobiosis, durante 24-48 horas a 35-37 °C.

profunda y al retirar el asa se estria en el pico de flauta. Tapar el tubo con algoddn.
3. Incubar en aerobiosis, durante 24-48 horas a 35-37 °C

Después de la incubacién se debe agregar lugol a toda la placa para hacer la lectura.
Observar la presencia o ausencia de halos
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5.2 Hidrdlisis de Proteinas
A. Agar Urea
1. Preparar 2 tubos inclinados de Agar Urea
2. Sembrar en cada tubo los cultivos puros de 18-24 horas de E. coli y B. subtilis
3. Estriar la superficie del pico de flauta. Se recomienda no punzar la capa profunda para
controlar el color.
4. Incubar en aerobiosis, durante 24-48 horas a 35-37 °C.
5. Los microorganismos que producen urea, producen un virgje del indicador hacia el rojo y
turbidez del medio de cultivo.

B. Agar Caseina

1. Dividir la placa en 2 mitades y sembrar por puntura

2. Sembrar en cada placa los siguientes microorganismos: B. subtilis y E.coli

3. Incubar en aerobiosis, durante 24-48 horas a 35-37 °C.

4. Observar la presencia o ausencia de halos. Los microorganismos proteoliticos son capaces de
degradar la caseina y aparecen con un halo transparente alrededor de las colonias. Si el halo
no es visible agregar dcido acético 1N, que refuerza la opacidad del medio por
desnaturalizacion de la caseina y se destaca el halo de degradacién.

5.3 Hidrdlisis de Lipidos
A. Agar Lecitina
1. Dividir la placa en 2 mitades
Sembrar por puntura en cada mitad de la placa subtilis y E.coli
Incubar en aerobiosis, durante 24-48 horas a 35-37 °C.
Observar la presencia o ausencia de halos de precipitado insoluble o traslUcido alrededor del
drea de crecimiento de los microorganismos testeados.
B. Agar Tributirina
1. Abrir la placa de Agar Tributirina y rociar caspa de la cabeza de algun comparnero
2. Incubar en aerobiosis, durante 48- 72 horas a 35-37 °C.
3. Observar la presencia de halos

BN

6. Resultados

7. Conclusiones
2 PPN
74 2SO P PP PR PPPPRR
25 TR PT PP UPPR PRI PP

8. Sugerencias y /o recomendaciones
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Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados
e Lansing M. Prescott. (2004). Microbiologia. 5ta ed. Madrid: Mc Graw Hill. Disponible en Biblioteca UC:
616.01 / P85 2004)
e Lansing M. Prescott. (2004). Laboratory exercises in Microbiology. 5ta ed. Madrid: Mc Graw Hill.
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Guia de prdctica N° 10

Microbiologia del suelo

SECCION 1, DOCENTE. e
Fecha Duracién: 90 minutos

Instrucciones: El alumno debe ingresar al Laboratorio portando su guardapolvo y equipo de proteccién
personal (guantes, mascarilla, cofia).

1. Propdsito /Objetivo (de la prdctica):

Identifica microorganismos a partir de muestras naturales de suelo.

2. Fundamento Teérico

Los microorganismos del suelo juegan un papel muy importante manteniendo la fertilidad de los suelos.
Elementos esenciales para el crecimiento, tales como oxigeno, nitrégeno, carbdn, azufre y fésforo, son
reciclados por microorganismos del suelo.

2.1 BACTERIAS.
En general, el grupo mds numeroso de bacterias en el suelo son los Actinomicetos que resisten
condiciones secas y pueden sobrevivir en suelos desérticos.
Los géneros de bacterias mds comunes son: Rhizobium, Nocardia, Arthrobacter, Streptomyces, Bacillus,
Clostridium.

A. Rhizobium: Es una a-proteobacterias, , bacilo gram negativo, lleva a cabo la fijaciéon bioldgica del

Nitrégeno atmosférico (N2) del aire y lo transforma en amonio (NH4), el que actia como un fertilizante
natural para la planta ya que proporciona le proporciona nutrientes a la planta. Las plantas que
forman simbiosis con las bacterias fijadoras de nitrdgeno del genero Rhizobium son las llamadas
leguminosas.
La simbiosis planta —Rhizobium forma nédulos, que son estructuras que se forman en las raices de las
leguminosas, alojan a las bacterias en su interior. En estas estructuras las bacterias se trasforman en
bacteroides, que son los encargados de fijar el nitrégeno atmosférico (N2) en amoniaco (NH4) gracias
a la enzima nitrogenasa. Debido a esta simbiosis, la planta recibe nitrégeno en forma de aminodcidos
que puede utilizar para si misma, mientras que las bacterias ufilizan los carbohidratos que les
proporciona la planta producto de la fotosintesis. No todas las especies de leguminosas forman
simbiosis con Rhizobium. Las mds conocidas son las que tienen valor comercial y alimentario para el ser
humano o para el ganado, como el frijol, la soja, el chicharo, la lenteja, el haba y la alfalfa.

B. Actinomyces: Los actinomicetos son un grupo de microorganismos unicelulares, muy abundantes en el
suelo, aguas estancadas, estiércoles y, en general en lugares donde los restos vegetales se
descomponen aerdbicamente. En general prefieren los medios alcalinos y son predominantemente
saprofitos aungue se conocen patdégenos de plantas, animales domésticos e incluso humanos.

Se pueden atribuir a estos microorganismos las siguientes funciones:

a) Descomposicion de los residuos animales y vegetales con liberaciéon de dcidos orgdnicos de los
compuestos carbonados y amoniaco de las sustancias nitrogenadas.

b) Participacién activa en los procesos de humificaciéon y en particular en la formacién de sustancias
meldnicas.

c) Mineralizacion del humus con la consiguiente liberacién de principios Utiles para la nutricién de las
plantas.

d) Secrecién de sustancias antibidticas como estreptomicing, tetraciclina y otros, a fin de producir
equilibrios genéricos o antagdnicos especificos hacia los componentes de la microflora bacteriana.

e) Accion fitopatdégena ejercida por algunas especies sobre plantas de interés agricola.
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Entre los Actinomicetos y microorganismos relacionados se incluyen géneros de interés como:
Nocardia, Streptomyces y Frankia. Las bacterias del género Streptomyces ademds de producir
antibidticos, producen metabolitos llamados geosminas las cuales dan al suelo su olor caracteristico.

C. Bacillus: Se caracteriza por ser bacilos gram positivos, formadores de endosporas, comprendiendo

microorganismos de amplia distribucién en la naturaleza. Cumplen una funcién fundamental en el
ciclo de la materia, ya sea degradando compuestos orgdnicos o fijando elementos inorgdnicos tales
como nitrégeno, azufre y fosforo. Algunos pueden estar asociados a hospederos vertebrados o
invertebrados pudiendo producir patogenia.

Los miembros de la familia Bacillaceae, usualmente son mdviles y poseen flagelos peritricos. De
acuerdo a las concentraciones de oxigeno pueden aerobios estrictos, microaerofilos y anaerobios
facultativos y anaerobios.

2.2HONGOS

Los géneros de hongos varian con el tipo de suelo y sus propiedades fisicoquimicas. Algunos son de
vida libre y ofros como las Micorrizas, en forma simbidtica con las raices de plantas. Son comunes,
especies de los géneros Candida, Aspergillus, Penicillium, Rhizopus y Mucor. Algunos hongos son
importantes patégenos de plantas atacando trigo y maiz entre otros.

Los hongos del suelo son extremadamente importantes en la descomposicion de materia de plantas,

degradando y utilizando macromoléculas complejas tales como celulosa vy lignina.

3 Equipos, Materiales y Reactivos
3.1. Equipos

Item

Equipo

Caracteristica

Cantidad

Cocina electrica

1

Rejilla de asbesto

Balanza

DN W[IN|—

1
1
1
1

3.2. Materiales

Item

Material

Caracteristica

Cantidad

Mecheros de alcohol

1

Asas bacterioldgicas

Pinza de madera

Pinza de metal

Espatulas

Botellas de alcohol de 70°

O[O | W[N] —

Embudos de vidrio o
pldstico

—_| == ===

Gradillas

Placa con LMA-RC

Placa con Agar Czapek

Placa con Agar nutritivo

Beaker de 100 ml

_._._._._.\o
AWIN[—[O

Botella con 90 ml de agua
destilda estéril

200 ml

—_| === =] —

Beaker

500 ml o 1000 ml

Tubos con 0.01 ml agua
destilada esteril

13x100

Asas de Digraskly

Caijitas de cintas
indicadoras de pH

Micropita

100 ul

20

Tips

100 ul

3.3. Reactivos

Item

Reactivo

Caracteristica

Cantidad

1
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4 Indicaciones/instrucciones:
4.1 Desinfecte el drea de frabajo con un germicida comercial aprobado por la EPA o blanqueador
domeéstico (hipoclorito de sodio) antes y después de trabajar.
4.2 Pipetear las diluciones de la muestra con una bombilla u otro dispositivo. No usar la boca para pipetear.
4.3 Mantenga todos los tubos de cultivo en posicién vertical en gradillas.
4.4Tener cuidado cuando se trabaja con E. coli, ya que es patdbgena para el hombre.
4.5Tener cuidado con las llamas del quemador Bunsen y los bucles de las asas bacterioldgicas al rojo vivo.

5 Procedimientos:

5.1 BACTERIAS:
A. Aislamiento de Rhizobium

Primero: Recoleccién de nédulos radiculares

1. Seleccionar raices de plantas de frijol (Phaseolus vulgaris) ¢ trébol, con nédulos que se observan
de color rojizo a simple vista.

2. Recolectar las raices con nédulos en bolsas de primer uso, y trasladarlo al laboratorio para su
posterior procesamiento

Segundo: Aislamiento de Rhizobium (Seguir la metodologia de Somasegaran y Hoben)

1. Desinfectar la superficie de los nédulos se realizd por inmersidn sucesiva en alcohol al 95% por un
minuto

2. Luego sumergir los nddulos en hipoclorito de sodio al 3% durante tres minutos,

3. Posteriormente, enjuagar varias veces con agua destilada estéril (ADE) hasta que no se perciba
el olor a lejia

4. A continuacién se colocan los nédulos desinfectados sobre una placa Petri y se aplasta el
nédulo desinfectado dentro de unas gotas de agua destilada estéril utilizando las pinzas,

5. Luego las muestras del machacado fueron sembradas por estria en placas conteniendo Agar
Manitol Extracto de Levadura-Rojo de Congo (LMA-RC)

6. Incubar a 28°C por 2 - 10 dias.

7. Observar diariamente el crecimiento de las colonias caracteristicas de rizobios de acuerdo all
manual del CIAT (CIAT, 1988).

8. En el medio LMA-RC, los Rhizobios no absorben el Rojo de Congo cuando se incuban en
oscuridad, permaneciendo blancas o liegramente rosadas

Tercero: Identificaciéon presuntiva de Rhizobium:
1. Los cultivos seleccionados fueron analizados tanto en sus caracteristicas macroscopicas y
microscopicas.

Caracteristicas macroscépicas: Se evaluaron el color, el didmetro, la apariencia y la forma de
las colonias, la cantidad de goma producida y la textura. Cuando se determinaron las
caracteristicas macromorfoldgicas se encontrdé que tenian tamano variable entre 1y 7mm,
circulares, borde entero, consistencia gelatinosa, de color blanquecino a rosado y tiempo de
generacion entre 3y 10 dias.

Caracteristicas macroscépicas: Son Gram negativas

Cuarto: Reportar los resultados obtenidos:

1. Describir la morfologia de las colonias en de Rhizobium en LMA-RC
2. Reportar las UFC/g de Rhizobium en la diluciéon sembrada.

3. Observacién microscédpica de la Coloracion Gram

B. Aislamiento de Bacillus

Primero: Recoleccién de muestras de Rizdsfera

1. Seleccionar muestras de rizésfera (recolectar el suelo alrededor de la raiz, e incluir las raices de
la planta y hojarascas de alrededor)

2. Recolectar la rizésfera en bolsas de primer uso, y trasladarlo al laboratorio para su posterior
procesamiento
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Segundo: Aislamiento de Bacillus

1. Pesar 10 de tierra agricola y colocarlo en 90 ml de agua peptona ( 102)

2. Realizar diluciones seriadas de 102, 103, 104y 105 de la muestra en agua peptona.

3. Someter las diluciones 104y 10 a fratamiento térmico en baio maria a 80°C x 15 minutos

4. Luego enfriar bruscamente sometiendo los tubos a chorro continuo de agua de cano 6 agua
helada.

5. Sembrar alicuotas de 0.1 mL de cada dilucién en agar nutritivo por el método de diseminacion
en placas de agar nutritivo.

6. Incubar las placas en aerobiosis a 28 °C x 24 a 48 horas

Tercero: Identificacién presuntiva de Bacillus:

Caracteristicas macroscépicas:

Las colonias de Bacillus en agar nutritivo son grandes, opacas, secas, pocos elevadas, a veces
corrugadas, mucosas, con bordes iregulares y muchas veces con proyecciones a manera de
cabellera despeinada.

Figura 1.2. Diferentes morfologias de colonias de Bacillus sp en el medio sélido Agar Nutritivo

después de 48 horas de incubaciéon a 28 °C

Caracteristicas microscépicas: Son Bacilos Gram positivas grandes, con extremos generalmete
rectangulares y dispuestos en cadena. Si se colorean cultivos de mds de 48 horas de incubacion
pueden observarse bacilos gran negativos.

Cuarto: Reportar los resultados obtenidos:

1. Describir la morfologia de las colonias de Bacillus en Agar Nutritivo
2. Reportar las UFC/g de Bacillus en la dilucidon sembrada.

3. Obsrevacién microscopica de la coloracion Gram

C. Aislamiento de Streptomyces

Primero: Recoleccién de muestras de Rizésfera
1. Seleccionar muestras de rizésfera (recolectar el suelo alrededor de la raiz, € incluir las raices de
la planta y hojarascas de alrededor) de suelos naturales, preferentemente no abonados o
tratados con sustancias quimicas (herbicidas, insecticidas u ofros).
2. Las muestras deben ser colectadas, con ayuda de cucharas estériles, en frascos estériles con
tapa rosca o bolsas de polipropileno de primer uso, que una vez selladas deben ser
fransportadas de inmediato al laboratorio para su procesamiento.
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Segundo: Aislamiento de Streptomyces
1. Suspender aproximadamente 10 gr de la muestra en 90 ml de agua peptona y homogenizar
con bageta hasta disolucidn total. Realizar diluciones seriadas (101, 102, 103 )
2. Sembrar por diseminacién 0.1 ml de cada uno de los tubos de las dos Ultimas diluciones en
placas de Agar Czapek- Dox.
3. Incubar en aerobiosis a 28-30°C x 3 - 10 dias.

Tercero: Identificacion presuntiva de Streptomyces:

Caracteristicas macroscépicas:
Presenta colonias secas, pulverulentas y con olor caracteristico (olor a suelo humedo por

produccién de geosminas), adheridas al agar y algunas de color blanco, o colores oscuros.

Figura 1.6 A, Colonias aisladas de Actinomyces sp. en el medio AN a las 96 horas de
incubacién a 28 °C. B, Colonia blancas, pulvurulentas, secas tipicas del género

Actinomyces sp. en el medio AN después de 96 horas de incubacion a 28°C.

Caracteristicas microscépicas: Son Bacilos Gram positivos

Cuarto: Reportar los resultados obtenidos:

1. Describir la morfologia de las colonias de Streptomyces en Czapeck-Dox
2. Reportarlas UFC/g de Streptomyces en la dilucidon sembrada.
3. Obsrevacién microscédpica de la coloracién Gram

6 Resultados

Tabla 1. Descripcién morfolégica los microorganismos aislados.

. . Caracteristicas morfolégicas de la colonia
Microorganism

o Tamaiio Forma superficie Borde Consistenci Color Diametro
a (mm)
Ejemplo Mediana Circular Convexa Redondeado Cremosa Blanquecina 2

S S S
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Tabla 2. Calculo de Ufc/ml de las muestras analizadas

Figura 1. Coloracion Gram de las muestras analizadas

7 Conclusiones
2% PO OO P PO PRSP PTPPPPPPPPRN
2 PO PRPPPRTPPPR
725 TR PP PPN

8 Sugerenciasy /o recomendaciones

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

e Prescott, L.M. (2004). Microbiologia (5° ed.).Madrid: Mc Graw Hill. Disponible en Biblioteca UC: 616.01 /
P85 2004)
e Prescott, L.M. (2004). Laboratory exercises in microbiology (5% ed.). Madrid: Mc Graw Hill.
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Guia de practica N° 11

Aislamiento de los hongos

SECCION 1, DOCENTE. e
Fecha USSR SRS Duracién: 90 minutos

Instrucciones: El alumno debe ingresar al Laboratorio portando su guardapolvo y equipo de proteccién
personal (guantes, mascarilla, cofia).

1. Propésito /Objetivo (de la prdctica):
Identifica los distintos tipos de hongos que se pueden encontrar en muestra bioldgicas y determina su
importancia ambiental

1. Fundamento Teérico
Los hongos son organismos gue se encuentran nomalmente en diferentes hdbitats (suelo, agua, aire o en sustancias

orgdnicas en descomposicion), de acuerdo a sus exigencias nutricionales y ambientales muchos de ellos se adaptan
ala vida parasitaria, causando enfermedades allas plantas, animales o al hombre.

Existen hongos que tienen un hdbitat especifico, a ellos se les puede clasificar como geofiicos, acudticos, zoofilicos,
fitofiicos o antropofilicos.

Hay diversidad de técnicas que permiten aislar diferentes especies de hongos a partir de variados substratos. En algunos
casos es necesario utilizar medios especiales que faciiifen el aislamiento y mantenimiento de dichos hongos.

2.1 Aislamiento de Zygomycetes

A. Aislamiento de Zigomycetes Acudticos.
Los Zigomycetes acudticos son hongos que normalmente viven en el agua y que se reproducen asexuaimente
por esporangiosporas. Varian de famano, desde unicelulares microscépicas hasta aquellos con micelio féci de
observar.

B. Aislamiento de Zigomycetes Acudticos.
Se aislan a partir de muestras de estiércol de vacuno.

2.2 Aislamiento de Ascomycetes
Como caracteristica comuin presentan la formacién de ascos, denfro de los cuales se lleva a cabo

la fusion nuclear y posterior meiosis, seguido de un proceso mitdtico. La estructura bdsica de los
ascomicetos, es una tipica célula eucariota rodeada de una gruesa pared celular. Pueden estar
constituidos por una célula (talo levaduriforme) o formar parte de largos filamentos tubulares
denominados hifas (talo miceliar), los cuales estdn divididos en segmentos mediante septos (o
tabiques) transversales.

Los individuos de la division Ascomycota son heterdtrofos y obtienen los nutrientes esenciales a partir
de ofros organismos vivos (pardsitos o bidtrofos) o muertos (saprofitos). Como saprofitos (o saprobios)
juegan un papel muy importante en el reciclaje de material vegetal en descomposicién. Como
bidtrofos, son capaces de formar simbiosis mutualistas con algas (dando lugar a la formacion de
liguenes), con raices (micorrizas) o con hojas y/o tallos de plantas (endofitos o endobiontes). Otras
asociaciones mutualistas se evidencian con artrépodos, tales como las termitas y hormigas.

2.3 Aislamiento de Deuteromycetes
Son llamados hongos imperfectos porque no se conoce en ellas la fase sexual de reproduccién. De
ordinario, se trata de hongos de los filos Ascomycota y Basidiomycota que se reproducen
asexualmente. Son de gran importancia para el hombre por ser el flo de mayor patogenicidad
humana dentro del Reino Fungi y tienen un gran peso en el campo de la Biotecnologia. Entre sus
miembros asimismo se encuentran los géneros Penicillium y Aspergillus, entre otros.
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2.4 Aislamiento de Basidiomycetes
Constituyen aproximadamente el 30% de los hongos en general, semejan por sus exigencias nufricionales a los
ascomycetos. Mayomente son especies sapréftias o pardsitas de plantas y muy raramente de animales.
La mayoria no forman cuerpos fructiferos en culfivo, aunque muchos producen micelio; por consiguiente es ...

3. Equipos, Materiales y Reactivos

4.

3.1. Equipos

ltem | Equipo Caracteristica Cantidad
Cocina eléctrica 1
Mallas de asbesto

—_

DN W[IN|—

p—

3.2. Materiales

ltem | Material Caracteristica Cantidad

1 Mecheros bunsen 1

2 Asas bacteriolégicas en 1
anillo

3 Asas bacterioldgicas con 1

punta recta
Botellas con 100 ml de 1
alcohol

Pizetas con agua destilada
Placas Petri estériles

Pinza de metal

Vaso de precipitacién de
100 ml

10 Goteros de pldstico 1
11 Espdtulas Drigalsky 1
12 Placas de Agar Papa 1
Dextrosa PDA +
Cloranfenicol
13 Placas con agar extracto de 1
lavadura-malta mds
cloranfenicol (YM)

N

0|00

14 Placas con agar Sabouraud 1
glucosado + Cloranfenicol

15 Placas con Agar Mac 1
Conkey

3.3. Reactivos

Item | Reactivo Caracteristica Cantidad
1

Indicaciones/instrucciones:

4.1 Desinfecte el drea de trabajo con un germicida comercial aprobado por la EPA o blanqueador
doméstico (hipoclorito de sodio) antes y después de trabagjar.

4.2 Pipetear las diluciones de la muestra con una bombilla u otfro dispositivo. No usar la boca para pipetear.

4.3 Mantenga todos los tubos de cultivo en posicion vertical en gradillas.

4.4Tener cuidado cuando se trabaja con E. coli, ya que es patdgena para el hombre.

4.5Tener cuidado con las llamas del quemador Bunsen y los bucles de las asas bacteriolégicas al rojo vivo.
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5. Procedimientos:

Primero

5.1

Aislamiento de Zigomycetes

5.1.1 Aislamiento de Zigomycetes Acudticos

- Material biolégico: agua de charco (de la zona estancada de aroyo)y Camada: moscas, cabellos, uhas

-Procedimienio:

. Depositar aproximadamente 15 ml de agua de charco o acequia en una placa Petri estéril.

2. Con ayuda de una pinza depositar 2 a 3 camadas (moscas, cabellos, unas), previamente cortadas en frozos
pequenos y sometidos a una sumersion rdpida en agua hirviendo, sobre la superficie del agua de charco.

. Dejar enincubacion por 3 a 4 dias, a temperatura oambiente.

. Para la observacién microscédpica recoger con ayuda del asa de siembra y pinzas, la camada (moscas,
cabellos, unas, etc) que se encuentra recubierta por hifas y depositarlas sobre una gota de azul de Lactofenal
en una ldmina 'y cubrir con una laminilla. (Anexo 12)

5. Para el dislamiento puede fransferirse una camada a un fubo con agar extracto de levadura-almiddn. De lo
contrario mantener la camada en un frasco que contenga agua destilada estéril con camadas iguales
nuevas.

6. Reportar los siguientes resultados:

»  Observacion microscodpica de las siguientes estructuras: esporangioforos, esporangios, esporangiosporas,

hifas cenociticas. (Anexo 01).

AW

»  Observacion macroscédpica de las colonias fungicas. (Anexo 10).

5.

1.2 Aislamiento de Zigomycetes Temresires.-

- Material biolégico: estiércol de vacuno.
- Procedimiento:
1. Depositar un pequeno frozo de estiércol, en cada extremo de una placa de agar papa dextrosa.
2. Dejar enincubacion por 3 a 4 dias, a femperatura ambiente.
3. Observacién macromorfoldgica de las colonias fungicas
4. Observacidn microscdpica de las colonios fungicas. Con el asa de siemibra en punta roma, recoger parte de la
colonia y depositara sobre una gota de azul de Lactofenol en una Idmina y cubrir con una laminilla.
Observar al Microscopio a 40 x ( Anexo 12)
5. Estos hongos en su mayoria pueden ser dislados en cultivos puros, transfiiendo los micelios o esporangidforos
a fubos con agar papa dextrosa.
6. Reportarlos siguientes resultados:
» Observacion microscépica de Mucor sp. y sehalar las siguientes estructuras: esporangioforos,

esporangios, esporangiosporas, hifas cenociticas, columnela. ( Anexo 2).

> Observacion macromorfoldgica de las colonias fungicas. (Anexo 10).

5.2 Aislamiento de Ascomycetes

5.21 Levaduriformes

- Material biolégico: frutas maduras colocadas previamente en cdmaras himedas por varios dias, jugos fruta
fermentados, sedimento de bebidas alcohdlicas como chicha de jora.

- Procedimiento:

el

Se siembra la fruta madura (zona humeda), jugo de fruta fermentado o bebida alcohdlica en
una placa de agar exiracto de lavadura-malta (YM), por agotamiento.

Se incuba a temperatura ambiente por 2 a 3 dics.

Se observa la formacion de colonias elevadas, opacas, grandes y bien definidas.

Con el asa de siembra en punta roma, recoger parte de la colonia y depositara sobre una gota de azul de
Lactofenol en una Idmina y cubrir con una laminilla. Observar al Microscopio a 40 x. (Ver Anexo)
Reportar los siguientes resultados:
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» Observacion microscopica de levaduras como S. cerevisiae: Observar formacion de ascas con 4
ascoesporas haploides. U observar la formacién de blastoconidias (Anexo 3)

> Observacion macromorfolégica de las colonias fungicas de S. cerevisiae. (Anexo 10).

5.3 Aislamiento de Deuteromycetes
5.3.1 Flamentosos
- Muestra: tubérculos, frutas (cascaras) u hortdlizas contaminadas (papa, yuca, naranja, tomate, colifior, etc.).
Procedimiento:

1. Con ayuda de una asa de siembra, depositar una pequena porcidn de la muestra sobre un
fubo con agar papa dextrosa.

2. Incubar a temperatura ambiente por 3 a 4 dics.

3. Hacer el estudio de las colonias que desarrollan.

4.  Observacion microscroscopica de la colonia fungica. Con el asa de siembora en punta roma, recoger parte
de la colonia y depositaria solore una gota de azul de Lactofenol en una Idmina y cubrir con una
laminilla. Observar al Microscopio a 40 x. (Anexo 12)

5. Reportarlos siguientes resulfados:

> Observacion microscdpica de hongos flamentosos como Penicilium y Aspergillus: Olbservar formacion
de estructuras fungicas y seialar. (Anexo 5y 6)

> Observacion macromorfoldgica de las colonias fungicas de Penicilium y Aspergillus. (Anexo 10).
5.32 Levaduiiformes
- Muestra: flora normal de piel.

- Procedimiento:
1. Utiizar un hisopo estéril, bien lavado y esterilizado en autoclave.
2. Frotarla superficie de la piel (de preferencia planta y espacios inferdigitales de los pies) enérgicamente en
senfido circular.
Agiitar el tapiz sobre un placa con agar Sabouraud glucosado mas Cloranfenicol.
Incubar a temperatura ambiente, sin invertir la placa, durante 48 horas.
Hacer el estudio de las levaduras aisladas.
. Reportarlos siguientes resulfados:
> Observacion macromorfoldgica de las colonias fungicas de Candida sp. (Anexo 10).

oo hw

4. Aislamiento de Basidiomycetes-
- Material bioldgico: planta con cartones (grass) o hongos macroscopicos, comestitles o de vida liore.

- Procedimiento:
1. ldentificar los soros cerrados en plantas infectadcs.
2. Abrirel soro, con asa de siembra estéril, tomar una muestra de las esporas y sembrar en una placa con agar
extracto de maita.
3. Incubar a temperatura ambiente por 3 a 4 dias.
4. Observar el desarrollo de colonias y resembrar el micelio en tubos con agar extracto de malta.
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6. Resultados

7. Conclusiones
725 PPN
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8. Sugerencias y /o recomendaciones

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

e Prescott, L.M. (2004). Microbiologia (5% ed.).Madrid: Mc Graw Hill. Disponible en Biblioteca UC: 616.01 /
P85 2004)

e Prescoft, L.M. (2004). Laboratory exercises in microbiology (5% ed.). Madrid: Mc Graw Hill.

e Aislamienfo de hongos. [on line. [Consulta: 10 de agosto de 2016]]. Disponible en web:

https://www.youtube.com/watch2v=Kn-DCPgj3ck
https://www.youtube.com/watch2v=P-kiFFZ7NvU
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Anexo 01

Esporangio Esporangiosporas

Apofisis
Columela

Esporangioforo

Anexo 02

Anexo 03

4

Blastospore
Yeast

-

Saccharomyces cerevissiae: Saccharomyces: ascas con cuatro ascosporas
en sus interior

Blastosporas formadas por gemacion.
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Anexo 04
Asco
Meiose Mitoses
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Anexo 05
.
-
* ‘(— Spores ‘
Vegetative
Hyphae
b e onidia
s Sterigmata
“. — Metula
. E
W Conidiophore
4 onidiophore '
# B it
F Conidiospores

Penicillium

Penicillium: Condidioforo y Penicillium: Condidioforo, médula
conidiosporas o conidias y conidiosporas o conidias

Anexo 06

vésicule

conidiophore

hyphe

. o Aspergillus: Condidioforo, médula
Aspergillus: Condidioforo 'y y conidiosporas o conidias
conidiosporas o conidias
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laminillas (contiene
las esporas)

Basidiosporas
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Anexo 10

f /"’
| ,"'.%f /Yl
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U | micelio (hifas)
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CARACTERISTICAS MACROMORFOLOGICAS DE COLONIAS FUNGICAS

COLOR
- ANVERSO

-REVERSO produccidén de pigmento

SUPERFICIE

-LISA

- ACUMINADA

- CRATERIFORME
-RADIADA
-UMBILICADA

- CEREBRIFORME
BORDE

-LISO

-RADIADO
-FESTONEADO
-LOBULADO
CONSISTENCIA
-BLANDA

- FILANTE

- ADHERENTE
-LENOSA
ASPECTO

- CREMOSO
-YESOSO

- CEREBRIFORME
- ALGODONOSO
- AFELPADO

- ATERCIOPELADO

Forma k. S . *

Puntiforme Circular  Filamentosa
Elevacion —— ) [,
Plana Elevada Convexa

(N S
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Basidio

B * <

Imeqular ~ Rizoide  Fusiforme

A LA

Pulvinada Umbonada

EAY

Entero  Ondulado

Lobulado Erosionado Filamentoso

Rizado
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Anexo 12
Coloracién con Azul de Lactofenol:
Preparacién de la impronta

1. Colocar el material necesario en la campana de seguridad tipo 2A.

2. Seleccionar las colonias para realizar las improntas.

3. Cortar segmentos de cinta adhesiva transparente aproximadamente de 1 cm?2 .
4. Pegar los segmentos de cinta en un asa micoldgica.

5. Poner una gota de azul de lactofenol en el portaobjetos limpio.

3. Abrir la caja Petri cerca del mechero y presionar suavemente la cinta adhesiva sobre la periferia de la
colonia.

6. Con el lado adhesivo de la cinta, tocar la parte superior de hongo.

7. Colocar suavemente la cinta sobre la gota de azul de algoddn evitando la formacién de burbujas para
no alterar las estructuras. y poner ofra gota de azul de lactofenol.

8. Poner un cubreobjetos sobre la preparacion.

5. Dejar reposar durante 3-5 minutos y hacer observaciones en el microscopio con los objetivos de 10X y
40X.

9. Observar con los objetivos de 10x y 40x. Localizar y observar hifas, estructuras especializadas como
esporangidforos, esporangios, conididéforos, conidias y rizoides; determinar si las hifas presentan divisiones
(septos)

3.4 6

Cinta adhesiva

ot | ¥ l' 3 3 H
M \ - figua . figua 2 Figura 3.
i
S ' 7
L e e—
i ; ki
X @ , 8 micokgca
) ]
T Mo
ol L, 40x Dire
:l ’;;. ff/ ff‘ /‘ / ra ﬂ/
/ / /
= / . ,/ // -‘—'f. % /f
Figura 7. Representaciéon esquemadtica de la prepara- Colrate

cién de la impronta para la observacion de hongos fila-
mentosos (paso 3 a 9).
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Anexo 13
MEDIO AGAR PAPA DEXTROSA (PDA)

Infusion de papa 1000 ml

D-Glucosa 209

Agar 15¢g

Cloranfenicol 049

pH: 5.6 £ 0.1

Esterilizar a 121° C y 1lb durante 15 min

Se hace una infusiéon de papa:

1.
2.

Cortar en cuadrados pequenos, con todo y cdscara,

Luego pesar 400 g de papa y colocarlo en un litro de agua destilada y hacerlo hervir durante 20
minutos.

Luego se filtira el caldo con una gasa con ayuda de un embudo

Se anade agua destilada de tal manera hasta completar 1000 ml.

Luego anadir los 20 g de dexirosa y luego los 18 g de agar agar, disolver por calentamiento, esterilizar a
121°C durante 15 minutos y distribuir en tubos de vidrio de 13 x 100 mm en plano inclinado, y en placas

Petri.

El medio PDA por sus siglas en inglés, tiene la infusién de papa como fuente de almidones y la dextrosa son
la base para el crecimiento de hongos y levaduras. El bajo pH (3.5) evita el crecimiento de las bacterias.
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Guia de prdctica N° 12

Diseiio de un filtro ecolégico de agua

SECCION 1, DOCENTE. i
Fecha Ceeid i Duracién: 90 minutos

Instrucciones: El alumno debe ingresar al Laboratorio portando su guardapolvo y equipo de proteccion
personal (guantes, mascarilla, cofia).

1. Propdsito /Objetivo (de la prdctica):
Disena e implementa un filfro de agua en condiciones de laboratorio
2. Fundamento Teérico

Los investigadores del MIT (Instituto tecnolégico de Massachusetts) han dado con una solucidon de baja
tecnologia para filtrar agua utilizando una simple rama de drbol.

La idea se basa en una serie de estudios que han identificado ciertos compuestos en las membranas
gue componen la rama de drbol que ayudan a atrapar contaminantes. Un ejercicio simple para
determinar esto se puede hacer pelando la corteza de un drbol de pino y haciendo pasar agua a
través de el. Este filtro rustico es capaz de atrapar bacterias produciendo asi, agua libre de gérmenes y
apta para el consumo.

Se realizaron andlisis con una pequena rama joven de conifera y es capaz de filtrar cerca del 100% de
las bacterias E. coli en el agua.

!

Figura 1. Detalle de rama vista al MiCroscopio

Uno de los co-autores del estudio, Rohit Karnik dice que las ramas constituyen un material eficiente y de
bajo costo que podrian ayudar a las comunidades rurales que no posean acceso a los sistemas de
filtracién mdas sofisticados. Karnik afirma, ademds, que esta simple idea es prdctica porque no es
necesario un gran conocimiento técnico para filtrar el agua.

“La idea aqui es que no necesitamos fabricar una membrana, ya que esta se encuentra ya
disponible. Uno tan solo debe tomar un pedazo de madera y hacer un filiro con ella “.

El equipo del MIT sigue llevando a cabo mds investigaciones para poder especificar el poder de
filtraciones de las distintas especies de drboles. Karnik dijo “Hay una gran variedad de drboles, podria
haber algunos mucho mejores que ofros para este proceso. Lo ideal seria que el filtfro fuese una
rebanada fina de madera, la cual se puede utilizar durante unos dias, y luego remplazarla casi sin costo.
Los investigadores del MIT crearon un prototipo de filtro simple, el cual consiste en una pieza de madera
que se gjusta de forma segura en un tubo de pldstico o manguera.
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0
0

Cortar una rama Quitar la corteza

Rebajar para que Ajustar la abrazadera
entre en la manguera Y comenzar a utilizar

Figura 2. Sistema de filtfro de agua

En este sistema, el filtro procede de una madera joven y verde de una conifera (pino). Por ser madera
joven, el agua pasara poco a poco al igual que la savia recorre habitualmente por su interior.

En este sistema se puede filirar un litro de agua en unas 4 horas, este tiempo es largo pero si estas en el
medio de la nada y no tienes muchas mds opciones, el saber esto puede ser la diferencia entre vivir o
morir, actualmente los cientificos se encuentran tratando de perfeccionar técnicas simples para poder
dar un uso mds masivo a este sistema de filtfracién. La idea es utilizar una rama de drbol y tener el flujo
de agua hacia abajo a través de él para filtrar las impurezas.

En este sistema de filtra bacterias, y sedimentos de tamano superior a los 200 nanémetros (0,2 micras). La
mayoria de los filtros comerciales son de 18 micras o mds, por lo que este sistema de filtro usando la rama
de una conifera lo filtra prdcticamente todo.

3Como saber cuando cambiar la rama? Cuando deja de gotear es porque el interior se ha tupido de
particulas y es necesario usar una nueva.

2Que tipo de rama se usan?2 Ramas jévenes de conifera (pino)

Figura 3. Sistema de filiro de agua instalado en campo
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3. Equipos, Materiales y Reactivos

3.1. Equipos
ltem | Equipo Caracteristica Cantidad
1 Pistola de Silicona
2
3

3.2. Materiales
ltem | Material Caracteristica Cantidad
1 Agua potable de la ciudad 1

de Huancayo

2 Agua potable de zonas 1
alejadas de Huancayo

3 Agua turbia (con 1
particulas)
4 Rama joven (verde) de un 1

drbol conifera (pino)

5 Rama joven (verde) de un 1
arbol angiosperma
(eucalipto)
6 Manguera de pldstico 1
fransparente
7 Abrazadera 1
8 Bisturi 1
9 Tijera 1

10 Parafilm 1

1 Botella de vidrio de 1
Gaterode estéril

12 Papel aluminio 1

13 Bottella de pldstico 1

14 Placas de EMB 1

3.2. Reactivos
Item | Reactivo Caracteristica Cantidad
1

4. Indicaciones/instrucciones:
4.1 Desinfecte el drea de trabajo con un germicida comercial aprobado por la EPA o blanqueador
domeéstico (hipoclorito de sodio) antes y después de trabajar.
4.2 Pipetear las diluciones de la muestra con una bombilla u otro dispositivo. No usar la boca para pipetear.
4.3 Tener cuidado cuando se tfrabaja con aguas contaminadas
4.4Tener cuidado cuando se frabaja con el bisturi y la silicona liquida
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5. Procedimientos:

1. Cortar una rama verde de drbol de pino, eucalipto.

2. Colocar dichas ramas en agua potable hasta el momento de ser usada en la prdctica.

3. Quitar la corteza externa de la rama

4. Cortar la rama con una longitud de 5cm

5. Introducir la rama dentro de la manguera y ajustar con la abrazadera

6. Posteriormente, hacer un agujero en la chapita de la botella de pldstico, y por este agujero colocar
la manguera con el corcho.

7. Esterilizar la manguera con el corcho ya instalados, y la botella de vidrio

8. Luego de esterilizar, asegurar la manguera conteniendo el corcho con silicona liquida, dejar secar
al ambiente.

9. Instalar el sistema de filfro.

10. Dejar que se filtre el agua por 7 dias.

11.Evaluar la presencia de E. coli en las muestras de agua analizadas en el medio EMB.

6. Resultados

7. Conclusiones
728 It

/2%

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

. Filtro de agua. [Consulta: 10 de Octubre 20146]. Disponible en web:
http://ecocosas.com/eco-ideas/filtro-de-agua-con-una-simple-
rama/eutm source=ReviveOldPost&utm medium=social&utm campaign=ReviveOldPost
https://www.youtube.com/watchev=J7-vinKKMEw

hitps://www.youtube.com/watch2v=WbQRmSdhOIE
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Guia de prdctica N° 13

Deteccidn de microorganismos productores de enzimas hidroliticas

SECCION 1, DOCENTE. e
Fecha USSR SRS Duracién: 90 minutos

Instrucciones: El alumno debe ingresar al Laboratorio portando su guardapolvo y equipo de proteccién
personal (guantes, mascarilla, cofia).

8.1.1.1 Propésito /Objetivo (de la prdctica):

Identifica microorganismos del suelo con propiedades enzimdticas hidroliticas y explica su importancia
ambiental.

2. Fundamento Tedrico

2.1 Microorganismos del Suelo:

La actividad biolégica en los suelos se encuentra muy relacionada con las caracteristicas fisicas y quimicas
del mismo, asi como a la presencia de un determinado cultivo vegetal, por lo que se debe estudiar de
forma conjunta. Esta compleja relacién de interdependencia se mantiene gracias a un intercambio de
factores entre planta, suelo y microorganismos. Las plantas aportan minerales y compuestos orgdnicos y
a la vez reciben de los microorganismos simbiontes y asociados sales minerales, auxinas, citoquininas,
vitaminas y aminodcidos (Bioversity, 2003).

El medio donde se desarrollan los microorganismos estd dividido en una multitud de microambientes
donde las condiciones pueden ser muy diferentes unas de oftras, confiriéndole micro heterogeneidad
inusual. La dispersidon de los microorganismos, con excepcion de los fotosintetizantes, sigue la distribucién
vertical de los nutrientes pero es alterada por varios factores: composicion de la atmosfera del suelo, el
pH, la humedad, la cantidad de minerales asimilables, la presencia de substancias anfimicrobianas
(Carrillo, 2003).

Como los microorganismos del suelo necesitan digerir su alimentacion fuera de “su cuerpo” para poder
absorberla, excretan sus enzimas en el suelo, por lo tanto el suelo estd lleno de enzimas como celulasas,
amilasas, etc. que oxidan e hidrolizan la materia orgdnica en todas sus formas, a fin de prepararla como
alimento para estos. Hablamos pues, del “potencial enzimdtico” de un suelo, como expresidn de su
actividad micro orgdnica. La cantidad de enzimas en el suelo seria incontrolable si no existiese un equilibrio
delicado entre ella y la fase coloidal del suelo, pudiendo los coloides ser tanto de origen mineral (arcilla),
como orgdnico (humus). El coloide puede absorber la enzima activéndola o inactivandola a través de los
iones absorbidos en su superficie (Primavesi, 1982). El pH es un determinante en la actividad enzimdtica y
bacteriana ya que cada una de estas actla en un rango preciso en forma éptima alcanzando su mayor
velocidad de reaccién, fuera de este pH los procesos quimicos ocurren muy lentamente, por lo tanto si el
pH es inadecuado estardn prdacticamente inactivas, siendo la forma mds facil de influir sobre los
microorganismos para alcanzar variaciones importantes en el pH la practica del encalado, la fertilizacion
mineral, la fertilizaciéon orgdnica y la rotacién de cultivos.

Los principales tipos de micro vida en el suelo son bacterias, hongos, actinomicetos y las algas:

Las bacterias son las mds activas en la descomposicidn de la materia orgdnica, pero cuando el suelo
queda acido, son substituidas por los hongos, y cuando los suelos son muy secos el tfrabajo es realizado
por actinomicetos (Cantor, 2008).

Los géneros bacterianos mds importantes a nivel agricola por la transformacion de compuestos orgdnicos
e inorgdnicos favoreciendo la nutricion de las plantas son: Bacillus sp, Pseudomonas sp, Azotobacter sp,
Azospirillum sp, Beijerinckia sp, Nitrosomonas sp, Nitrobacter sp, Clostridium sp, Thiobacillus sp, Lactobacillus
sp. y Rhyzobium sp, (Delgado, 1997).
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Los Hongos producen enzimas y metabolitos que contribuyen al ablandamiento y a la transformacion de
sustancias orgdnicas, también metabolizan compuestos carbonados de muy dificil degradacién como las
celulosas, las hemicelulosas vy las ligninas; degradan azucares simples, alcoholes, aminodcidos y dcidos
nucleicos. Los generos de hongos mds importantes asociados a las raices de las plantas son Aspergillus sp,
Penicillium sp, Rhizopus sp y Trichoderma sp. El Aspergillus sp y el Penicillium sp movilizan el fosforo y el
nitrogeno del suelo. El Trichoderma sostiene la humedad en las raices en condiciones de sequia (Delgado,
1997).

Los actinomicetos se parecen a los hongos y a las bacterias, sin embargo las caracteristicas morfolégicas
de sus células son similares a las de las bacterias. Degradan desde azucares simples, proteinas, dcidos
orgdnicos hasta substratos muy complejos compuestos por hemicelulosas, ligninas, quitinas y parafinas.
Por esto son importantes en el proceso de tfransformacién hasta la obtencién del humus en el suelo
(Carrillo, 2003). Los géneros de actinomicetos del suelo mds importantes para la nutricién de las plantas
son: Streptomyces sp, Nocardia sp, Micromonospora sp, Thermoactinomices sp, Frankia sp y Actinomyces
sp (Delgado, 1997).

Se han escogido algunas actividades hidroliticas mds frecuentes: celuldsica o celulolitica, capaz de
hidrolizar celulosa o derivados (polimeros lineales de D-glucosa unidos por enlace B(1,4); amildsica o
amilolitica: capaz de hidrolizar almidén (polimero de glucosa con enlaces a(1,4) y a(1,6)); y proteasica o
proteolitica: capaz de hidrolizar los enlaces peptidicos de las proteinas.

A) Microorganimos celuloliticos
La celulosa es un polisacdrido lineal formado por residuos de glucosa unidos por enlaces beta 1-4
glucésidos, interaccionando entre si por medio de puentes de hidrogeno formando microfibrillas con
regiones alfamente ordenadas que le dan la caracteristica de insolubilidad, rigidez y resistencia al
ataque enzimdtico (Mejia et al., 2002).

Fibrillas de
Pared celular celulosa

—_—

LB Microfibrilla

| N é% de celulosa
: ) Fibrilla de & O
. celulosa

Célula Vegetal

H oM CH,0H H O CH.OH - OH CH,OM
A 4 )—0 } 1 4 o } { } o
Ovon Wy W O-1/oh W | H H v
y ShCERt OH MY r‘: { OH o \
\H L. N\ 4 A+ i 4 / OH
) -\ / N = O
) O/ v " " 0/ ° - H o o H
CH,O0H = OH CHOM M OH CH,0OM " oM

Molécula de celulosa (polimero de glucosa con enlaces 8 1-4)

Los organismos capaces de degradar celulosa, se encuentran distribuidos entre: hongos filamentosos
y bacterias constituyendo un grupo funcional diverso e importante desde el punto de vista ecolégico.
Estos organismos poseen enzimas hidroldégicas: endo beta- 1,4 glucanasa, exo beta-1,4 glucanasa y
beta 1,4 glucosidasa que son inducidas por la presencia de celulosa (Martinez et al., 2001). Los
principales factores que intervienen en la degradacién de la celulosa en el suelo son: el nivel de
nitrégeno disponible, la temperatura, la aireacion, la humedad, el pH, la presencia de otros glucdsidos
y la proporcién de lignina en los restos vegetales (Carrillo, 2003).

B) Microorganismos Amiloliticos

Se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza, poseen enzimas amilasas responsables de la
degradacién del almidén, hidrolizando los enlaces glucosidicos a-1-4. Las amilasas se pueden dividir
en ftres grupos: a amilasas las cuales rompen al azar los enlaces en el interior del sustrato
(endoamiladas); B- amilasas las cuales hidrolizan ordenadamente unidades de maltosa, que liberan
unidades de glucosa.

Las p -amilasas estdn presentes en la mayoria de las plantas superiores, estdn ausentes en los mamiferos
y su existencia en microorganismos es dudosa.
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C) Microorganismos proteoliticos

Los microorganismos proteoliticos fragmentan las proteinas en unidades menores hasta aminodcidos
libres es decir son capaces de hidrolizar los enlaces peptidicos de las proteinas.

La degradacién de proteinas en el suelo va seguida de la formacién de amonio por la posterior
descomposicion de los aminodcidos (Carrillo, 2003). La microflora proteolitica actia en las etapas
iniciales de la mineralizacién de los compuestos orgdnicos nitrogenados y a continuacion participan
los microorganismos amonificantes que rinden amonio como producto final del proceso degradativo.
Hay que tener en cuenta, ademds, que protedlisis y amonificacion son dos procesos sucesivos que
estdn asociados, pues existen estirpes de microorganismos que son, a la vez, proteoliticos y
amonificantes. La actividad proteolitica en hongos, bacterias aerobias, anaerobias estrictas vy
facultativas, lo que refleja un grupo funcional muy diverso y heterogéneo. En especies de
Pseudomonas, Bacillus, clostridium, Serratia y Micrococcus hay bacterias que degradan faciimente
proteinas puras. También hay hongos de los géneros los generos Alternaria, Aspergillus, Mucor,
Penicillum y Rhizopus, que presentan enzimas proteoliticos. (Pozuelo, 1991).

3. Equipos, Materiales y Reactivos

3.1. Equipos

ltem | Equipo Caracteristica Cantidad

Balanzas (1 balanza/mesa) 1

Microscopios

j—

O A|W[IN|—

j—

3.2. Materiales

ltem | Material Caracteristica Cantidad

1 botella de alcohol para 1
desinfeccién de mesas

2 Espdtulas para pesar 1

3 Tubos de ensayo con 1 ml 1
agua destilada

N

Placa con carboximetil 1
celulosa

Placa con Agar Aimidén

Placa con Agar Caseina

Micropipeta 1000 ul

Micripipeta 100 ul

Tipsde 1 ml

Tips de 0.1 ml

Asas de Digraskly

Pinza de Metal

Mecheros de alcohol

—| === —=| =]~ |u;

| M|W[N|—|O

Asas bacteriolégicas con
asa en punta

o~

Asas bacteriolégicas con 1
asa en anillo

3.3. Reactivos

ltem | Reactivo Caracteristica Cantidad

1 Goteros Azul de Metileno
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4. Indicaciones/instrucciones:

4.1 Desinfecte el drea de frabajo con un germicida comercial aprobado por la EPA o blanqueador
domeéstico (hipoclorito de sodio) antes y después de trabajar.
4.2 Pipetear las diluciones de la muestra con una bombilla u otro dispositivo. No usar la boca para pipetear.

4.3 Mantenga todos los tubos de cultivo en posicion vertical en gradillas.
4.4Tener cuidado cuando se trabaja con E. coli, ya que es patdbgena para el hombre.
4.5Tener cuidado con las llamas del guemador Bunsen y los bucles de las asas bacterioldgicas al rojo vivo.

5. Procedimientos:
Primero: Recoleccidn de Rizosfera

1. Identificar un hdbitat favorable (plantas) donde se desarrollen microorganismos celuliticos,
aminoliticos y proteoliticos.

2. Seleccionar 5 plantas para extraer las muestras de rizdsfera

3. De cada planta, extraer el sistema radicular y agitar suavemente para desprender el suelo adherido
a las raices (rizosfera) y pesar 20 g de Rizosfera. Hacer el mismo procedimento para las demds
plantas.

4. Finalmente, obtener una muestra compuesta de 100 g de rizosfera a partir de los 5 plantas
seleccionadas.

Segundo: Procesamiento de las muestras

Marcar cada placa con el nUmero de la muestra, la dilucién y la fecha.

Pesar 10 g de tierra de jardin, y colocar en 90 ml de agua destilada estéril. (Dilucién -1)
Homogeneizar la muestra, agitando el frasco varias veces.

Hacer diluciones seriadas al décimo de las muestras en condiciones de esterilidad.
Tubo 1: dilucién (-2): 1 ml muestra + 9 ml agua destilada estéril

Tubo 2: dilucién (-3): 1 midil (-1) + 9 ml agua destilada estéril

Tubo N: diluciéon (N): T mi dil. (N-1) + 9 ml agua destilada estéril

PO~

5. Tome una pipeta estéril y fransferir 1 ml de la muestra a un tubo con 9 mL de ADE (Tubo 1)

6. Con otra pipeta estéril aspire y expela la dilucién del tubo 1 varias veces para homogeneizar.
7. Con esa misma pipeta fraspase 1 mL al tubo 2

8. Descarte la pipeta y repita la operacién para cada uno de los tubos con 9 mL.

9. Luego de la Ultima transferencia, tome otra pipeta y a partir de la dltima dilucién, homogenice e
inocule con 0,1 mL una caja de Petri con el medio de cultivo correspondiente:
Agar carboximetilcelulosa (CMC)- actividad célulasica;
Agar almidén (ALM)-actividad amildsica;
Agar leche (AL) -actividad proteolitica.

10. Disemine con la espdtula de vidrio los 0.1 ml inoculados en las diluciones 103y 104 por la
superficie del medio, manteniendo la caja semiabierta.

11.Esterilice la espdtula con alcohol y llama cada vez que cambia de caja. Tenga la precaucién de
mantener el contenedor de alcohol alejado de la llama; si se prendiera fuego tdpelo con una
caja de Petri para apagarlo.

12. Etiquete las cajas, una vez secas las placas, lleve a incubar invertidas.
13.Las placas se incuban 24 - 48 horas en estufa a 30°C.
14.Contar las colonias obtenidas en cada placa.

15. Elegir la dilucién en la cual se hayan obtenido entre 30 y 300 colonias y calcular las unidades
formadoras de colonias (ufc) segun la formula. Expresar los resultados en UFC/ml
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Tercero: Revelado de los resultados

A) Actividad célulasica
Tincién con Rojo Congo de las placas con CMC
- Anadir 10 ml de Rojo Congo 0,1 % a cada placa
- Dejar unos 20-30 minutos
- Destenir con 10 ml de NaCl 1M durante ofros 20 minutos, eliminando luego el tinte diluido que sobra

Resultado: Tras la tincidn las colonias productoras se detectan por presentar un halo amarillento a su
alrededor correspondiente a la hidrdlisis de la celulosa. El resto de la placa se observa de un color
rojo intenso.

Bacillus - Celulasa positivo (Testigo positivo)
E.coli- Celulasa Negativo (Testigo Negativo)

Prueba positiva: Colonias celuloliticas son aquellas colonias que muestran un drea clara alrededor
de color amarillo, por degradacién de celulosa).

* Hacer el conteo de solamente las colonias celuloliticas (colonias que muestras un drea
clara alrededor de color amairillo).

= Seleccionarlas placas que contengan entre 30-300 UFC celuloliticas.

= Determinar el nUmero de bacterias celuloliticas/ g de muestra

B) Actividad amildsica
Tincién de la placa que contiene almidén con lugol (I2/1K)
- Anadir unas gotas de lugol a la placa hasta cubrirla y dejar que penetre en el agar.
- Elaimiddén de la placa se tine de color violeta, apareciendo halos claros alrededor de las colonias
correspondientes a la degradacion del almidén. (Con el paso del tiempo la oxidacidon hace que se
produzca una decoloracion progresiva)

U—J[—l‘h‘rf

Bacillus - Amilasa positivo (Testigo positivo)
E.coli- Amilasa Negativo (Testigo Negativo)

* Prueba positiva: Colonias amiloliticas presentan halos de degradacién (marrones o transparentes)
alrededor de las colonias sobre fondo azul que indica la presencia de la enzima amilasa.

* Prueba negativa: ausencia de halos; coloracion azul alrededor de las colonias (presencia de
complejo lodo-almiddn), que indica ausencia de la enzima amilasa.

* Hacer el conteo de solamente las colonias amiloliticas (muestras un drea clara alrededor de
la colonia).

= Seleccionar las placas que contengan entre 30-300 UFC amiloliticas.

= Determinar el nUmero de bacterias amiloliticas/ g de muestra
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C) Actividad proteolitica
Observacion directa en las placas con leche de la aparicién de un halo transparente alrededor de

las colonias productoras de proteasas, correspondiente a la degradacién de proteinas de la leche.
(La definicion del halo puede mejorarse mediante la adiciéon de dcido tricloacético (TCA) al 10%)

Figura 2. Agar leche cultivado con
enterobacterias nativas durante 48 horas. (A)
Halo de hidrolisis (zona clara) alrededor de la
colonia evidenciando la actividad proteolitica.
(B) Colonia sin halo de hidrolisis considerada
como no proteolitica.

Gestion Curricular

Bacillus - Amilasa positivo (Testigo positivo)
E.coli- Amilasa Negativo (Testigo Negativo)

* Hacer el conteo de solamente las colonias proteoliticas (las que muestres un drea clara alrededor,
por degradacion de caseina).

= Seleccionar las placas que contengan entre 30-300 UFC proteoliticas.
= Determine el nUmero de bacterias proteoliticas/ g de muestra

Para determinar el tamano de la poblacidn se calcula usando la siguiente férmula:

donde:

UFC/ml = N x Inversa de dilucion

Vol

UFC : unidades formadoras de colonias

N :nUmero promedio de colonias obtenidas para una dilucion dada.

vol: volumen de indculo (ml)
Inversa de dilucién: Inversa de la dilucion

6. Resultados

7. Conclusiones

725 N

27

72 U

ucontinental.edu.pe | 98



[ e— Gestiéon Curricular

8. Sugerencias y /o recomendaciones

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

e Prescott, L.M. (2004). Microbiologia (5% ed.). Madrid: Mc Graw Hill. Disponible en Biblioteca UC: 616.01 /
P85 2004)

e Prescoft, LM. (2004). Laboratory exercises in microbiology (5% ed.). Madrid: Mc Graw Hill.

e Efecto de los factores fisicos y quimicos. [on line. [Consulta: 10 de agosto de 2016]]. Disponible en
web:
http://scielo.sld.cu/scielo.php?2pid=S0258-59362015000100001 &script=sci_arttext
http://www javeriana.edu.co/biblos/tesis/ciencias/tesis274.pdf
http://cybertesis.unmsm.edu.pe/bitstream/cybertesis/3777/1/Tamariz_ac.pdf
https://www.colibri.udelar.edu.uy/bitstream/123456789/1568/1/uy24-16513.pdf
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ANEXOS

Anexo 01

PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DEL AGAR CARBOXIMENTILCELULOSA (CMC)

Formula:
Carboximetilcelulosa........cccooviiiiiiiiiiien 10g
Extracto delevadura........ccooeeviviiiiiiiiiiininiinn, 2.5g
Peptona.. .. 2.59
Sulfato de amonio ... 0.5g
Cloruro de calcio. 6 H20.........ccooviiiiiiiiiien, 0.5g
Fosfato monobdsico de potasio .........cceveevnnnen. 0.1g
Fosfato difdsico de potasio ........ccoeevieviiiiiinn... 0.1g
JaXe o] e Lo o | g PP 15¢g
AjustarelpHa 7

Anexo 02

PROCEDIMIENTO DE AGAR ALMIDON

Férmula:

Ingredientes por litro.
ePeptona......cccceevevveeenne 10g
ONACl. oot 59
eExiracto de carne............ 59
e Almiddn soluble............... 29
e AQAr-agar........ccceeevveen. 20g
e Agua destilada......... 1000m

Disolver en el agua tfodos los componentes y ajustar el pH a 7.2.
Estelirizar en la olla a presidon durante una hora y posteriormente repartir en placas de Petri estériles.

Anexo 03
PROCEDIMIENTO PARA EL AGAR CASEINA
Formula:
PeptonNa ..o 59
Extractode carne........coovviiiiiiiiieeeen, 39
NAC o 59
CASEING ceiteieie e 259
Gl 2ttt 0.05¢g
VYo o | g e o | SO PPNt 15¢g
Agua destilada ... 1000 ml
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Guia de prdctica N° 14

Microbiologia del agua

SECCION 1, DOCENTE. e
Fecha USSR SRS Duracién: 90 minutos

Instrucciones: El alumno debe ingresar al Laboratorio portando su guardapolvo y equipo de proteccién
personal (guantes, mascarilla, cofia).

1. Propdsito /Objetivo (de la prdctica):

Identifica y analiza el método para identificar Coliformes en muestras de agua

2. Fundamento Tedrico

Debido a que un gran nimero de enfermedades son transmitidas por via fecal-oral utilizando como
vehiculo los alimentos y el agua, es necesario contar con microorganismos que funcionen como
indicador de contaminacion fecal. Estos deben de ser constantes, abundantes y exclusivos de la materia
fecal, deben tener una sobrevivencia similar a la de los patdgenos intestinales y deben ser capaces de
desarrollarse extraintestinalmente.

El grupo coliforme constituyen un grupo heterogéneo con hdbitat primordialmente intestinal para la
mayoria de las especies que involucra, es constante, abundante y casi exclusivo de la materia fecal, su
capacidad de sobrevivencia y multiplicacion fuera del intestino también se observan en aguas potables,
por lo que este grupo se utiliza como indicador de contaminacién fecal en agua; encontrédndose que
mientfras mayor sea el nUmero de coliformes en agua, mayor serd la probabilidad de estar frente a una
contaminaciéon reciente. Cuando los coliformes llegan a los alimentos, no sélo sobreviven, sino que se
multiplican, por lo que en los alimentos el grupo coliforme adquiere un significado distinto al que recibe
en el agua. Cuando los productos alimenticios han recibido un tratamiento térmico (pasteurizacion,
horneado, coccidn, etc.), estos microorganismos se utilizan como indicadores de malas prdcticas
sanitarias. Para su estudio, se dividen en dos grupos. El grupo de bacterias coliformes totales el cual
comprende a todos los bacilos Gram-negativos aerobios o anaerobios facultativos, no esporulados, que
fermentan la lactosa con produccién de gas en un lapso mdximo de 48 h. a 35°C + 1°C. Este grupo estd
conformado por 4 géneros principalmente: Enterobacter, Escherichia, Citrobacter y Klebsiella. El grupo
de coliformes fecales, estd constituido por bacterias Gram-negativas capaces de fermentar la lactosa
con produccidén de gas alas 48 h de incubacion a 44.5 +0.1°C. Este grupo incluye la especie Escherichia
coli.

Escherichia coli es un bacilo corto Gram negativo que se encuentra clasificado dentro de la familia
Enterobacteriaceae (bacterias entéricas), existe como comensal en el intestino delgado de humanos y
animales. Sin embargo, existen algunas cepas de E. coli patdgenas que provocan enfermedades
diarreicas.

La demostracion y el recuento de organismos coliformes, puede redlizarse mediante el empleo de
medios de cultivo liquidos y sélidos con caracteristicas selectivas y diferenciales.

FUNDAMENTO La determinacién de microorganismos coliformes totales por el método del NUmero mds
Probable (NMP), se fundamenta en la capacidad de este grupo microbiano de fermentar la lactosa con
produccién de dcido y gas al incubarlos a 35°C + 2°C durante 24-48 h., Esta determinacién consta de
dos fases, la fase presuntiva y la fase confirmativa.
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En la fase presuntiva el medio de cultivo que se utiliza es el caldo lauril Triptosa el cual permite la
recuperacién de los microorganismos dafnados que se encuentren presentes en la muestra y que sean
capaces de utilizar a la lactosa como fuente de carbono.

Durante la fase confirmativa para determinar del nimero mds probable (NMP) de Coliformes totales se
emplea como medio de cultivo caldo lactosado bilis verde brillante (BRILLA) el cual es selectivo y solo
permite el desarrollo de aquellos microorganismos capaces de tolerar tanto las sales biliares en el medio
BRILLA. La determinaciéon del nUmero mds probable (NMP) de Coliformes fecales se realiza a partir de
los tubos positivos de la prueba presuntiva y se fundamenta en la capacidad de las bacterias para
fermentar la lactosa y producir gas cuando son incubados a una temperatura de 44.5 + 0.1°C por un
periodo de 24 a 48 h en el medio EC.

Finalmente, la Fase Completa para la bUsqueda de Escherichia coli se realiza a partir de los tubos
positivos de caldo EC, los cuales se siembran por agotamiento en medios selectivos y diferenciales como
Agar Mac Conkey, Agar eosina azul de metileno (EMB) y posteriormente realizando las pruebas
bioguimicas bdsicas (IMVIC) a las colonias tipicas.

Técnica de tubos multiples.

La prueba de tubos multiples constituye un método estandarizado para la determinacién de la
densidad de bacterias indicadoras de contaminacidn. En esta prueba, réplicas de tubos de medios de
cultivo especificos, son inoculados con diluciones decimales de una muestra dada de agua. La
densidad bacteriana es calculada por medio de férmulas de probabilidad que estiman el nUmero mdas
probable de bacterias para producir ciertas combinaciones de resultados positivos (como furbidez o
formacioén de gas) y negativos.

Cuando se trata de agua no potable, se inoculan los tubos con cantidades decimales del agua. La
selecciéon de éstas va a depender de la densidad probable de coliformes y la experiencia del analista.
Esta técnica puede también ser usada para sedimentos, haciendo una dilucién de 10". Se pesan 50 gr
de muestra (sélida o semisdlida) y se adicionan 450 mL de agua de dilucién y se agita por 1 6 2
minutos.

Los resultados del andlisis de los tubos de réplica y diluciones son reportados en términos de NUmero
Mds Probable (NMP).

El valor numérico de la estimacion del contenido bacteriano es determinado por la dilucion que
mostré ambos resultados positivos y negativos.

La mejor evaluacion de la calidad sanitaria del agua depende de la interpretacién de resultados de la
técnica de los tubos multiples o de ofros métodos, posiblemente mds precisos y de toda la demds
informacidn relativa al agua que pueda ser obtenida por reconocimiento de la zona.

La mayoria de las tablas se basan en el uso de fres volimenes diferentes de muestra en orden decimal
decreciente (10, 1, 0.1, 0.01 mL etc.). Existen tablas para diferente nimero de réplicas de cada
dilucion. Las mds comunes son de 5y 3 réplicas por dilucidon respectivamente

Sélo si en los resultados aparecen tubos positivos y negativos cuando menos en una dilucién, el nUmero
mds probable proporciona un estimado significativo de la densidad bacteriana. La precisién de la
estimacion del NMP se incrementa al aumentar el nUmero de réplicas por dilucién.
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3. Equipos, Materiales y Reactivos

4.
4.1 Desinfecte el drea de trabajo con un germicida comercial aprobado por la EPA o blanqueador

3.1. Equipos

ltem | Equipo

Caracteristica

Cantidad

1 Cocina electrica

1

2 Rejilla de asbesto

1

3 Incubadora

1

3.2. Materiales

Item | Material

Caracteristica

Cantidad

1 Micropita de 1000 ul

1

Tips para 1000 ul

JEY

2
3 Beaker de 1000 ml
4

10 mi

Pipeta de vidrio esteril de

p—

ml

5 Pipeta de vidrio esteril de 1

concentrado

7 Tubos de tapa rosca con
campana Durham con 10
ml Lauril Sulfato doble

ml Lauril Sulfato

8 Tubos con tapa rosca con
campana Durham con 10

ml de BRILLA

9 Tubos con tapa rosca con
campana Durham con 10

ml de EC

10 Tubos con tapa rosca con
campana Durham con 10

de Metileno (EMB)

11 Placas de Agar Eosina Azul

asa/mesa)

12 Asas bacterioldgicas (01

13 Botellas de alcohol de 70°

14 Pinza de metal
5

tubos de tapa rosca

Gradillas para que ingresen

destilada estéril

17 Botella con 90 ml de agua

18 Tubos de 13x 100 con 3 ml
de agua destilada estéril

3.3. Reactivos

Item | Reactivo

Caracteristica

Cantidad

1

Indicaciones/instrucciones:

doméstico (hipoclorito de sodio) antes y después de trabajar.

4.3 Mantenga todos los tubos de cultivo en posicidn vertical en gradillas.
4.4Tener cuidado cuando se trabaja con E. coli, ya que es patdégena para el hombre.
4.5Tener cuidado con las llamas del quemador Bunsen y los bucles de las asas bacterioldgicas al rojo vivo.

Gestion Curricular

4.2 Pipetear las diluciones de la muestra con una bombilla u otro dispositivo. No usar la boca para pipetear.
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5. Procedimientos:
Primero

Muestra: Agua 6 hielo

A. Prueba Presuntiva: Numeracién de Coliformes
Agitar vigorosamente la muestra por lo menos 20 veces para lograr una distribucién uniforme de los
microorganismos. Dependiendo del origen de la muestra y el contenido bacteriano esperado preparar
diluciones.
Agitar la muestra y transferir volimenes de acuerdo con el cuadro 1, a cada uno de los tubos con
caldo lavril sulfato de sodio que se hayan seleccionado. Agitar los fubos para homogeneizar la
muestra.

CUADRO 1. Preparacién de inéculo con caldo lauril sulfato de sodio

INOCULO ([CANTIDAD DE |VOLUMEN DE [CALDO LAURIL CONCENTRACION
(mL) MEDIO POR MEDIO MAS | TRIPTOSA
TUBO (mL) INOCULO REQUERIDO g/L
(mL)

1 10 o mas 11 0o mas 356 1X

10 10 20 71,2 2X

10 20 30 53,4 15X

20 10 30 106.8 3X

100 50 150 106.8 3X

100 35 135 1246 35X

100 20 120 142.4 4X

1. Transferir 10, 1 y 0.1 ml de la muestra previamente homogeneizada a tubos con 10 ml

de caldo lauril sulfato triptosa, Utilizar 3 tubos por cada muestra de 10, 1y 0.1.

2. Incubar los tubos a 35-37°C durante 24 a 48 horas. Examinar los tubos a las 24 h., observar si hay formacion
de gas (desplazamiento del medio en la campana de Durham); si no se observa produccién de gas,
incubar 24 h. mds.

3. Escoger los tubos positivos (aquellos que presentan gas y furbidez y anotar el resultado). Calcular el NMP para
Coliformes/ 100 ml (Ver Tabla N°3)

Segundo

B. Prueba Confirmatoria: Numeracién de Coliformes Totales

e Transferir de 2 a 3 asadas de cada tubo positivo de Caldo Lauril Triptosa obtenido durante la prueba
presuntiva, a tubos que contiene 10 ml de caldo de bilis verde brillante (BRILLA), con campana de
Durham.

e Agitar suavemente los tubos para su homogeneizacion.

e Incubar a 35 + 2°C durante 24 a 48 h.

e Registrar como positivos aquellos tubos en donde se observe turbidez (crecimiento) y produccion de
gas después de un periodo de incubacion de 24 a 48 h.

e Consultar la Tabla 3 de NMP para conocer el nUmero mds probable NMP Coliformes Totales/100 mL.
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Tercero

C. Prueba Confirmatoria: Numeracion de Coliformes fecales

e Transferir de 2 a 3 asadas de cada tubo positivo de Caldo Lauril Triptosa obtenido durante la prueba
presuntiva a tubos con 10 ml de caldo EC.

e Agitar suavemente los tubos para su homogeneizacion.

e Incubar a 44.5 +0.1°C en incubadora o un bano de agua con circulacién durante 24 a 48 h.

e Seleccionar como positivos todos los tubos en donde se observe crecimiento y producciéon de gas
después de un periodo de incubacién de 24 a 48 h.

e Consultar la Tabla 3 para conocer el nUmero mds probable NMP coliformes fecales/ 100 mL.

D. Prueba confirmativa para Escherichia coli

e Tomar una asada de cada uno de los tubos positivos de caldo EC y sembrar por estria cruzada en
agar eosina azul de metileno (EMB) para su dislamiento.

e Incubar las placas invertidas a 35°C por 18-24 h.

e Seleccionar dos colonias de cada placa con la siguiente morfologia colonial: Colonias con centro
negro, planas con o sin brillo metdlico. Si no hay colonias con morfologia tipica, probar una o mds
colonias lo mds parecido E. coli de cada placa y sembrarlas en agar cuenta esténdar para realizar
las pruebas de morfologia microscdpica y pruebas bioguimicas.

e Incubar las placas a 35°C por 18-24 h.

e Hacer un frofis y tenirlo por Gram. Observar al microscopio la presencia de bacilos cortos o
cocobacilos Gram-negativos.

Todos los cultivos que:

e Sean bacilos o cocobacilos Gram-negativos, no esporulados, fermenten la lactosa con produccion de
gas dentro de las 48 h. a 35°C. son consideradas como Escherichia coli.

e Para calcular el NMP de E. coli utilizar a proporcion de los tubos positivos de la prueba confirmatoria en
caldo EC.

CALCULOS Y EXPRESION DE RESULTADOS

Calcular la densidad microbiana con base en el nUmero mds probable conforme al procedimiento
sehalado en la tabla 1, para estimar la poblacion de bacterias coliformes totales, bacterias coliformes
fecales y Escherichia coli en muestras de agua.

Determinacién del nGmero mads probable (NMP)

Codificar los resultados de la serie de diluciones en los tubos de la siguiente manera: si inicialmente son
inoculadas 5 porciones de 10 mL de muestra, 5de 1 mLy 5 de 0.1 mL, y los resultados positivos fuesen
espectivamente 5, 3y 0, éstos se codificardn como 5-3-0. El cddigo obtenido es buscado en la tabla del
NMP (Tabla 2y 3) y se registra directamente el NMP en 100 mL.

6. Resultados
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7. Conclusiones
728 N
2 PP OP PP OP PP PPPRPRRt
2 TP P PP RUR P PPPPPPPPPPRRNt

8. Sugerencias y /o recomendaciones

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

e Prescott, L.M. (2004). Microbiologia (5° ed.). Madrid: Mc Graw Hill. Disponible en Biblioteca UC: 616.01 /
P85 2004)
e Prescoft, L.M. (2004). Laboratory exercises in microbiology (5% ed.). Madrid: Mc Graw Hill.
e Efecto de los factores fisicos y quimicos. [on line. [Consulta: 10 de agosto de 2016]]. Disponible en
web:
http://depa.fquim.unam.mx/amyd/archivero/Analisis_ Agua_NMP_22309.pdf
http://www.upemor.edu.mx/labo/tarchivos/archivos/HEAL/practica_7.pdf
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Prueba Presuntiva

Prueba Confirmatoria | [ml

Prueba Completa

ANEXO 01

Gestion Curricular

NUMERACION DE COLIFORMES EN MUESTRAS DE AGUA

[j / Agua potable
/

Se inoculan 5 tubos: & con 10 ml, 5 con 1 ml, 5 con 01 ml de la muestra

T

10 1.0 10 1.0 1.0
Caldo no concentrado
Incubar a 37 °C por 24-48 h

Caldo concentrado (x2)

Determinar el NMP  Coliformes
. — |
Negativo l
Ausencia de gas
Indica Ausencia de Coliformes

Incubar ofras 24 h para asegurarse

10 ml de Caldo
Lauril Sulfato
Triptosa

T

0101 01
Caldo no concenfrado

! Positive
Presencia de gas

Indica Presencia de Coliformes

|

ucontinental.edupe

-
Positivo

v

Inocular con 2 a 3 asadas

37°C
I
24-48 h

10 ml de Caldo BRILLA

Negativo Positivo

Ausencia de gas

Determinar el NMP
Coliformes Totales

Presencia de gas

v
Inocular con 2 a 3 asadas
N =N .
44.5°C
\ 24-48h
v uw il
10 ml de Caldo EC

}

N S
Negativo

. Ausencia de gas
)

i

Determinar el NMP

Coliformes Fecales

- — / Observacion l /

. morfolégica

- s

) 4 ® E. coli: 1=
: | > Verdosas con brillo mretalico \ 3 ,
incié tro lad
Tincién Gram MprEie e Agaf EMB Tincién Gram
Incubar a 37 °C por 24-48 h Incubar a 37 °C por 24-48 h
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ANEXO 02
Tablas de NMP para tres y cinco tubos.

Table We 2. Wimeros nés probebles por 100 ml. Ussnds cineo tubos de 10 &L,

tuboe cde T el v cinco tuboe de 0.1 mi.

L=l = e

s s e I P T T T A AR E RS IR T PR T YT T - — - T EEmEEEEEEETETTT———————f

II.WIIII_....1_.|1 IIIIIIIIII TEE N CEEE W WA T e e SR NN SN B S S —
uu
=
[
m s MEE2Z RCLAAN ZHRAASY sESERS
=
=
o

| LIMITE DE COMFIANIA 95%

HHP

COMBIMACION IHE

LIMITE INFERIOR

100 ML

M e mm e e B S E ] E e

TUBOS POSITIWIE

OB W LR WA ER BN iR A

(= -1 -1 ocoooD 0 o= = il N Ll B oA e P e R
W oW W v oW W W W w
] P

11
11
14
14
17
17
13
17
17
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i@ e i U L | LU B I | [ I D A A a @ ¥ B @ @
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F
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b = F = 1
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ucontinental.edu.pe | 108



o 7 .
[ e— Gestiéon Curricular

Tabla Mo 2. Himeros més probables por 100 ml. Usando cinco tubos de
Continuacibn de 10 mL, cinco ftubos de 1 mb v cinco tubos de 0.7 mbL,

e A S R S
| COMBINACION DE |  WNP | LIMITE DE CONFLANZA 95% |
| TUBOS POSITIVOS | 100 ML | LIMITE INFERIOR | LIMITE SUPERIOR |
L L N L L L T T o e L L b LT Ty S ——- S
! | I | |
i 5 -0 -0 | 3 | 7 I 70 |
I 5-0-1 (I L I 1 | a9 |
| 5-0-2 I &3 | 15 i 110 |
| 5 -1-10 | 33 | 11 | o3 |
I 5 - 1-1 | 46 | 16 | 120 |
| 5-1-¢2 | &3 l 21 | 150 |
i | I | |
| | I | I
I i | | |
| 5-2-0 | 49 | 17 | 130 |
I 5 -2+ 1 I 70 | 3 | 170 |
| 5-.-2-2 I s | 28 | 220 |
| 5 -3 -0 I 79 l 25 | 190 |
I 5-3-1 I 1o | 31 I 250 |
i 5-3-2 | 140 i 37 | 340 |
i i l | I
| 5-3-3 | 180 | i | 500 |
I 5 -4 -0 | 130 | 35 | 300 |
| 5 =& = 1 | 170 | 43 | 490 |
| 5«4 -2 | 220 l 57 | 700 |
I 5 -4 -3 | 280 | 20 | as0 |
| 5 -4 - & | 350 | 120 | 1,000 I
| | I | |
I 5-5-0 | 240 I &6 I 750 |
| 5 -5 -1 | 350 | 120 | 1,000 i
I 5-5-2 | 540 | 180 [ 1,400 |
| 5-5-73 | %20 | 300 | 3,200 |
| 5 -5 -4 | 1,600 | &0l | 5, 800 |
I 5-5 .5 | » 2,400 | | |
I | | | I
R R hrmmm = prmsarmm=. LR S e e
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Tabla Mo 3. Wimero més probable por 100 mi. Usendo tres tubos de 10 mL,

tres tubos de 1 mL v tres tubos de 0.7 mi.

e L LI LI LT I T T

R T R e S E L L L
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100 WL
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]
|

COMBINACION DE
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J

LIMITE INFERIOR
R L LT T T T A T T e

TUBDE POSITIVOS
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Guia de prdctica N° 15

Columna de Winogradsky

DOCENTE: s
Duracién: 90 minutos

Seccion
Fecha

Instrucciones: El alumno debe ingresar al Laboratorio portando su guardapolvo y equipo de proteccién
personal (guantes, mascarilla, cofia).

1. Propdsito /Objetivo (de la prdctical):

Observa la distribucion de las poblaciones microbianas en la columna de Winogradsky y explica como
se desarrollan las diferentes poblaciones heterdtrofas y fotoautdtrofas.

2. Fundamento Teérico
La columna de Winogradski es un dispositivo simple que permite el culfivo de una gran diversidad de
microorganismos y que, como su hombre indica, fue un invento de Serguéi Winogradski.

El aparato consiste en una columna llena de agua y fango. Incubando esta columna bajo luz solar
durante meses, se forma un gradiente de oxigeno y otro de sulfuros, que determinan una amplia
variedad de ambientes en las que se disponen diferentes especies de microorganismos.

La columna de Winogradsky es una demostracion cldsica de cdémo los microorganismos ocupan
"microespacios’ altamente especificos de acuerdo con sus tolerancias medio ambientales y sus
necesidades vitales (requerimientos de carbono y energia).

Por ofro lado, la columna de Winogradsky puede ser uliizada para establecer cultivos de
enriquecimiento de diferentes tipos microbianos. Por ejemplo para el caso de bacterias fotosintéticas al
menos cuatro grupos pueden ser enconfrados: cianobacterias (antes conocidas como azul-verdosas),
verdes sulfurosas, purpuras sulfurosas y purpuras no sulfurosas.

Finalmente las columnas pueden adaptarse a la exposicidén de diferentes factores y de esta manera

investigar cémo los diferentes tipos de luz, pH, temperatura, etc., afectan sobre la composicion del
ecosistfema que se desarrolla en este microambiente.

N :

Figura 1. Columna de Winogradsky después de un mes (izquierda), dos meses (centro) y tres
meses (derecha). La estratificacion se hace cada vez mas evidente.
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3. Equipos, Materiales y Reactivos
3.1. Equipos
ltem | Equipo Caracteristica Cantidad
1 Balanza De precision de 3 1
ejes
2 Calibrador pie de rey Lectura digital 1
(Vernier
3
3.2. Materiales
ltem | Material Caracteristica Cantidad
1 botellas de plastico 2L 2
2 bolsa negra 1
3 Papel aluminio 1
4 Papel periédico finamente 1
cortado
5 huevo cocido (yema de 1
huevo)
6 Restos de raices de 1
plantas, aserrin, fruta
descompuesta
7 carne picada 50 g 1
8 varilla de vidrio 1
9 Tijera 1
10 Cinta adhesiva 1
11 hilo nylon 2m 1
12 laminas 2
3.2. Reactivos
ltem | Reactivo Caracteristica Cantidad
1 CaCOs3 o cascara 49 1
pulverizada de huevo
2 CaSO4 6 yeso 49 1
3 NaHCOs3 2g 1
4 NH4ClI 2g 1
5 Solucion Tampdn fosfato 2mi 1

pH 7.3

4. Indicaciones/instrucciones:

Gestion Curricular

4.6 Desinfecte el drea de trabajo con un germicida comercial aprobado por la EPA o blanqueador

domeéstico (hipoclorito de sodio) antes y después de trabajar.
4.7 Pipetear las diluciones de la muestra con una bombilla u ofro dispositivo. No usar la boca para pipetear.
4.8 Tener cuidado cuando se trabaja con NH4CI ya que es reactivo cancerigeno..

5. Procedimientos:

Primero: Recoleccién de la muestra

1. Recolectar 500 g Muestra de lodo de un estanque, lago o pantano, costa de mar o rio rica en

materia orgdnica (sedimento superficial o subsuperficial).

2. Recolectar 1 L de agua de estanqgue, lago o pantano, costa de mar o rio de donde se sacé la
misma muestra de lodo.

Segundo: Preparacién de la columna

1. Se usa 2 columnas grandes de cristal (una probeta de 100 ml) o de pldstico transparente ( botella
de 21).

2. Recolectar una cantidad de barro o lodo, refirar las piedras y restos de famano grande de este lodo.
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3. Se anaden restos orgdnicos de diferente origen como: tiras de papel de periédico, aserrin, restos de
raices de plantas y carne picada, etc como Fuente de carbono. Es importante que la celulosa
permanezca en el fondo o en la zona intermedia, pero no en la zona superficial, ya que las bacterias
gue degradan la celulosa son anaerdbicas. Deben evitarse los sustratos facilmente fermentables, que
pueden producir una formacién excesiva de gas

4. Llenarla columna con lodo hasta 1/3 de su volumen total.

5. Se anade las sales:
Fuente de sulfato: 1 g sulfato de calcio, (CaSO4)
Agente tamponador de pH: 1 g de carbonato cdicico (CaCO 3)

6. Ellodo también puede mezclarse con el contenido de la yema de huevo desmenuzada que sirve
como fuente de azufre. Se anade también 1g bicarbonato sédico (NaHCO3), y Tml tampdn fosfato
pH 7.3.

7. Compactar esta mezcla (lodo + sales + restos orgdnicos) con la ayuda de una espdtula a fin de
eliminar las burbujas de aire. Obtener una capa de 10 cm aproximadamente.

8. Anadir el agua procedente del estanque a la mezcla hasta una altura cercana al borde del
recipiente (3 a 5 cm por debajo del borde). La mezcla se debe adicionar lentamente para no
resuspender la muestra. (El recipiente debe estar ligeramente inclinado y luego adicionar lentamente
la mezcla para evitar la formacién de burbujas). Esperar 30 minutos. La capa de agua en la parte
superior deberd medir por lo menos dos cm de altura. Agregar agua, si fuera necesario. Considere
que la proporciéon de las capas inferior de lodo y superior de agua pueden variar.

9. Conla varilla de vidrio eliminar las burbujas de aire generadas.
10. Cubrir la boca de la columna con papel aluminio o parafina para evitar tanto el depédsito de polvo

como la evaporacién de agua.

11. Registrar y dibujar la imagen final de la columna (color del sedimento y del liquido).

— AIRE

AGUA

SUELO

FIGURA 1. Forma de montar la columna de Winogradsky.

12. Tomar 2 portaobjetos y hacerles unas muescas (Fig. 2A). Sobre ellas amarrar un
extremo del hilo cdnamo de tal forma que se pueda jalar el portaobjetos con el
otro extremo (figura 2B).
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13. Colocar los 2 portaobjetos en una posicion vertical a diferentes niveles, uno sobre
el sustrato inclinados contra la pared del recipiente dejando que el extremo de
hilo suelto quede suspendido fuera de la botella y uno en los primeros 10 cm de
la superficie. (Fig. 2C).

—
ﬁ
i
L
2A. Portaobjetos 2B. Portaobjetos 2C. Forma en que deben
con muesca con hilo cafiamo colocarse los portabobjetos

dentro de la columna

FIGURA 2. Secuencia de pasos para colocar los portacbjetos con muesca en la columna de
Winogradsky

14. Incubar a temperatura ambiente cerca de una ventana para que reciba luz solar o de lo contrario
usar luz artificial.

15. Se examinard la columna periddicamente, anotando los cambios de color y grosor de las
diferentes capas. Registre los cambios macroscédpicos observados. Se tomardn muestras de las
capas para estudiar los diferentes tipos de microorganismos al final del experimento (11 y 12 de
Junio del 2016).

16. En caso se evapore el agua, mantenga su volumen agregando agua destilada.

17. Para el estudio de las bacterias de la columna de Winogradsky, se puede infroducir una pipeta
larga para recoger una pequena muestra de lodo o agua, que puede ser usada en microscopia
con aumentos de 10 y 40 de aumento, para el caso de bacterias se utilizaran en aumento de 100.

18. Una columna se usa como muestra problema y ofra columna como muestra control (sin luz y
cubierta con bolsa negray)
Tercero

19. Dejarincubar por 3 meses y anotar los resulfados observados en la columna.
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Se examinard la columna periddicamente, anotando los cambios de color y presencia de las
diferentes capas o franjas.

Tabla 1. Reporte de observaciones para la columna de Winogradsky — Columna

Problema

Evaluaciones

Columna

Observaciones

Evaluacion 1
(Semana

0) coorS o] o

Y
N

Sedimentacién:

Color: Uniforme o presencia de bandas?

Presencia de franjas:

Formacion de burbujas:

Olor Caracteristico:

pH:

Observacién microscopica:

Evaluacion 2
(Semana ) ..
Y S S

B¢

Sedimentacion:

Color:

Presencia y color de franjas:

Formacién de burbujas:

Olor Caracteristico:

pH:

Observaciéon microscépica:

Evaluacién 3
(Semana )

..... [ o

Ol

Sedimentacion:

Color:

Presencia y color de franjas:

Formacion de burbujas:

Olor Caracteristico:

pH:

Observacién microscopica:

uvcontinental.edu.pe | 115



Gestion Curricular

Tabla 2. Reporte de observaciones para la columna de Winogradsky — Columna

Control

Evaluaciones

Columna

Observaciones

Evaluacion 1
(Semana 0)
16/04/2016

7
N

Sedimentacién:

Color: Uniforme o presencia de bandas?

Presencia de franjas:

Formacién de burbujas:

Olor Caracteristico:

pH:

Observacién microscopica:

Evaluacion 2
(Semana )
14/05/2016

N
7
N

Sedimentacion:

Color:

Presencia y color de franjas:

Formacién de burbujas:

Olor Caracteristico:

pH:

Observaciéon microscépica:

Evaluacién 3
(Semana )

11/06/2016

N
7
N

Sedimentacion:

Color:

Presencia y color de franjas:

Formacién de burbujas:

Olor Caracteristico:

pH:

Observacién microscoépica:

7. Conclusiones

725 U

72 Tt

72 Tt

8. Sugerenciasy /o recomendaciones
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Guia de prdctica N° 16

Aislamiento de bacterias degradadoras de hidrocarburos

SECCION 1 DOCENTE. i
Fecha Duracién: 90 minutos

Instrucciones: El alumno debe ingresar al Laboratorio portando su guardapolvo y equipo de proteccién
personal (guantes, mascarilla, cofia).

1. Propdsito /Objetivo (de la prdctica):

2. Fundamento Teérico
La perforacion de pozos genera alrededor de 144,000 toneladas por ano de residuos o lodos
impregnados con diesel y ofros hidrocarburos a los cuales hay que darles una salida medioambiental.
Se sabe que la disposicién no controlada de estos materiales puede crear problemas tales como la
contaminacién de aguas subterrdneas y contaminacién atmosférica.
La agencia de proteccién ambiental europea, sensibilizada cada vez mds por la problemdtica que éstos
pueden llegar a ocasionar, incluyd 16 hidrocarburos en la lista de contaminantes prioritarios. En la zona,
estos materiales son sometidos a tratamiento fisico para reducir la concentracion de tales sustancias
para confinarlos posteriormente en un relleno sanitario, sin embargo dicho fratamiento deja residuos de
entre el 2y el 3% de hidrocarburos.

Entre las técnicas de recuperacion de los suelos contaminados con hidrocarburos se pueden citar: a la
extraccién de hidrocarburos por vacio, incineracion, y la recuperacion electrocinética. Debido al
elevado costo de las técnicas mencionadas, se buscan alternativas viables para la eliminacion de los
hidrocarburos contenidos en estos suelos. Se pretende que estas alternativas sean ambientalmente
correctas, simples y econdmicas. Se tienen asi técnicas de tratamiento que se aplican a desechos
peligrosos o materiales contaminados, y que persiguen alterar su estado en forma permanente por
medios quimicos, biolégicos o fisicos. Una alternativa viable para resolver este tipo de problemas, puede
ser la biorremediacién en la cual se ufilizan una variedad de organismos vivos, principalmente
microorganismos como las bacterias y levaduras, para degradar, transformar o remover compuestos
orgdnicos toxicos a productos metabdlicos inocuos o menos téxicos. En el caso de los microorganismos
estos eliminan el contaminante por biodegradacién proceso mediante el cual los microbios son capaces
de aceptar como sustrato sustancias orgdnicas y transformarlas en compuestos menos téxicos o inocuos
0, mejor aun, eliminarlos de forma total produciendo CO2, agua y biomasa microbiana. Los
hidrocarburos en el medio ambiente son degradados principalmente por bacterias y hongos. Ambos
son relativamente abundantes en el suelo, aunque las bacterias asumen un rol predominante en medios
marinos, mientras que los hongos lo hacen en ecosistemas terrestres. Las bacterias con capacidad
degradadora de hidrocarburos en ambos medios, acudtico y terrestre, son: Achromobacter,
Acinetobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus, Flavobacterium, Nocardia, Pseudomonas spp y
Coryneforms. Enfre los hongos encontramos Aureobasidium, Candida, Rhodotorula, y Sporobolomyces
spp, como los mds comunes en medio acudtico, y Trichoderma y Mortierella spp. en suelos.

El conocimiento de los diversos aspectos de la ecologia microbiana y su relacion con la fisiologia es
esencial para estudiar el potencial que presentan los microorganismos para degradar petréleo en
ambientes acudticos y terrestres (Soto et al., 1996). La presencia de microorganismos a la hora de disehar
un proceso de biorremediaciéon es esencial, ya que son los responsables de eliminar el contaminante.
Por otro lado, los suelos contaminados con hidrocarburos requieren de una concentracién minima

de microorganismos degradadores especificos asicomo de microorganismos heterdtrofos no especificos
(Ercoli et al., 2000). Si esta masa critica no es suficiente se pueden incorporar microorganismos al suelo
mediante inoculacién, a fravés del proceso conocido como "bioaumentacion'.

Se sabe que microorganismos individuales sdlo son capaces de metabolizar un rango limitado de
hidrocarburos, haciéndose necesario usar una mezcla de poblaciones que posean una amplia
capacidad enzimdtica a fin de poder degradar grupos complejos de hidrocarburos en suelo
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El Objetivo de este trabajo fue el de detectar la presencia de microorganismos capaces de utilizar
hidrocarburos como fuente de carbono en suelos contaminados provenientes de suelos contaminados
los cuales puedan ser utilizados para degradar, mediante la inoculacién, a estos compuestos derivados

del petréleo.

3. Equipos, Materiales y Reactivos

3.1. Equipos
ltem | Equipo Caracteristica Cantidad
1 Shaker 1
2 Balanza 4 ejes 1
3
3.2. Materiales
Item | Material Caracteristica Cantidad
1 Medio basal liquido 0°Cal100°C 1
2 Extracto de Levadura 50 ml 1
3 Probeta 100 ml 1
4 Maftraces 500 mil
5 Placas con medio basal 6
solido
[ Pipeta T ml 6
7 Placas Petfri con medio EMB 9
3.2. Reactivos
Item | Reactivo Caracteristica Cantidad
1

4. Indicaciones/instrucciones:

4.1 Desinfecte el drea de trabajo con un germicida comercial aprobado por la EPA o blanqueador
doméstico (hipoclorito de sodio) antes y después de trabagjar.

4.2 Redlice correctamente el muestreo de las muestras de suelo contaminado y no contaminado.

4.3 Verificar las condiciones de la incubadora y el shaker para asegurar el crecimiento de los
microorganismos degradadores de hidrocarburos,

5. Procedimientos:

Primera Fase

1. Colectar muestras de suelo contaminado con petrdleo y no contaminado de la misma zona

2. Trasladar las muestras de suelo al laboratorio

3. A cada matraz conteniendo 100 ml de medio basal + levadura + aceite o diésel se le agraga 1 g
de suelo no contaminado y contaminado, para conformar los siguientes fratamientos que a

continuacion se muestran:

Tabla 1. Tratamientos de la Primera Fase

Tratamientos

Composicién

T 100 ml de Medio Basal +
T2 100 ml de Medio Basal +
T3 100 ml de Medio Basal +
T4 100 ml de Medio Basal +
15 100 ml de Medio Basal +
Té6 100 ml de Medio Basal +

0.4% Levadura
0.4% Levadura
0.4% Levadura
0.4% Levadura
0.4% Levadura
0.4% Levadura

+

+

+

+

1 ml Aceite +
1 ml Diesel +
1 ml Aceite +

1 ml Diesel +

1 g Suelo no contaminado
1 g Suelo contaminado
1 g Suelo no contfaminado
1 g Suelo no contfaminado
1g Suelo contaminado

1 g Suelo contaminado

4. Cada matraz incubar a temperatura ambiente y en agitacién a 220 rom durante 48 h

ucontinental.edu.pe | 119



[ e— Gestiéon Curricular

Figura 1. Matraces conteniendo medio basal mds levadura conformando los diferentes tratamientos.

5. Observar crecimiento por la presencia de turbidez en el medio, y corroborarlo a través de un frotis y
finciéon Gram.

Segunda Fase

6. Transferir 1 ml de medio de los tratamientos que resultaron positivos, a 100 ml de medio basal sin
levadura previamente esterilizado. Tres matraces contenian solo el medio basal, otros 3 se
les anadié 1ml de aceite y a ofra serie de 3, se anadié 1 ml de diesel.

Figura 1. Transferencia del cultivo microbiano inicial

Tabla 1. Tratamientos de la Segunda Fase

Tratamientos Composicién
T 100 ml de Medio Basal +
T2* 100 ml de Medio Basal +
T3* 100 ml de Medio Basal +
T4* 100 ml de Medio Basal + 1 ml Aceite
T5* 100 ml de Medio Basal + 1 ml Aceite
Té6* 100 ml de Medio Basal + 1 ml Aceite
17* 100 ml de Medio Basal + 1 ml Diesel
T8* 100 ml de Medio Basal + 1 ml Diesel
T9* 100 ml de Medio Basal + 1 ml Diesel

7. Incubar los matraces a temperatura ambiente (25-28°C), en agitacién a 220 rom durante 48 h.
8. Transcurrido el fiempo de incubacion, observar el crecimiento microbiano en los matraces que
contenian, ademds del medio basal, aceite o diésel.
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Tercera Fase

9. Preparar cajas Petri con el medio basal solidificado con agar, incorporando separadamente al
medio tanto aceite como diésel en una concentracién del 1% con el objetivo de observar el
crecimiento de los microorganismos que utilicen los hidrocarburos o sus derivados como fuente de
carbono (diésel y aceite)

10. Sembrar por estria a partir de los cultivos microbianos obtenidos de la etapa anterior.

11. Incubar a 37° C durante 48 h

12. Anotar las caracteristicas morfolégicas de las colonias observadas.

6. Resultados

7. Conclusiones
72 DO PP
Y2 PRSPt

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados
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ANEXO 01

Composicion del medio basal

(NH4)2 SO4 7049
KH2PO4 579
KoHPO4 2349
MgSOs4. 7 H20 2249
Agua destilada 1000 ml

Diluir todos los componentes y distribuir 100 ml en matraces de 250 ml. Esterilizar a 15 libras de
presidon, a 120 °C durante 15 minutos.
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