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Primera vunidad
Guia de prdctica N° 1

Reconocimiento y uso de materiales y equipos usados en

microbiologia
SECCION &, Docente:
Fecha T [, /2017 Duracién:

Instrucciones:

Tema:
Reconocimiento y uso de materiales y equipos usados en microbiologia.
Propdsito/objetivo/ logro:

Describe el material y equipos usados en Laboratorio durante la Practica de Microbiologia.

Conceptos bésicos (infroduccion o fundamento):

La microbiologia es una ciencia muy interesante y fascinante, para su estudio y comprensidon 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 didxido de silicio, bajo dlcali, éxido bérico y vestigios de
otfros 6xidos, lo que condiciona su escaso coeficiente de dilatacién, teniendo una gran aplicacion
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 otorgan
caracteristicas como buenos conductores del calor o porque al medio ambiente son muy
manejables sin alterar su composicién.

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 facil de quebrarse.

2. Ser de color neutro.
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3. Poseer resistencia alas acciones mecdnicas y alas variaciones de temperatura asi como también
a los dlcali-libre (no se raje).

4. Poseer bajo coeficiente de dilatacion (que no pierda su formal)

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

- Tubos de prueba

Deben ser de vidrio neutro, paredes gruesas y equilioradas, de preferencia sin
rebordes para facilitar el taponamiento.

De 16 x 150 mm

De 15x 125 mm

De 13 x 100 mm para estudio de fermentacién —trabajos mecdnicos

De 10 x 75 mm pruebas, estudios seroldgicos.

- Tubos de Roux

Con escotadura de 4 cm. de fondo, de 25 x 200 mm.

- Tubos de centrifuga
De vidrio, pueden ser conicos o cilindricos, siempre de paredes gruesas, por estar
inmersos rotando a alta velocidad.

De polietileno, se utiliza para centrifugaciones a altas velocidades, de medidas
semejantes a los anteriores.

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 10, 15 ¢ 20 mm x 100
mm.

3. Placas Brewer:
Para el cultivo y aislamiento de microorganismos anaerdbicos. Son idénticas a las anteriores, con
excepcién de las tapas que ademds de ser mds pesadas estdin adaptadas para crear anaerobiosis.

4. Pipetas:
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Tubos cilindricos delgados terminados en punta, graduados al décimo o al centésimo de ml. Se
emplean en la medicidon de pequenas cantidades de liquidos. Pueden ser:

Seroldgicas: son terminales y con capacidad de 0.1 a 25 ml.

Volumétricas, se reconocen por presentar una dilatacion bulbosa central con unas
marcas de aforamiento conocida, en el extremo proximal angosto de la pipeta, se
les llama también pipetas debo la, las medidas mds conocidas son de 10, 25, 50 y
100 ml.

Pipetas Pasteur
Confeccionados de varillas de vidrio de didmetro de 4 x 20 mm de 30 6 40 cm de

longitud. La calidad de vidrio debe facilitar reblandamientos a la accién directa
de la llama del mechero, para conseguir por estiramiento la capilaridad deseada.
Se emplea para la toma de pequenos indculos de siembra.

Matraces.
El matraz o frasco de Erlenmeyer es un frasco transparente de forma cdnica con una

abertura en el extremo angosto, generalmente prolongado con un cuello cilindrico, suele
incluir algunas marcas. 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 medicion de liquidos ya que
sus medidas son imprecisas.

Vaso de precipitado
Un vaso de precipitados es un simple contenedor de liquidos, usado muy comUnmente

en el laboratorio. Son cilindricos con un fondo plano; se les encuentra de varias 2 5
capacidades, desde 1 mL hasta de varios litfros. Normalmente son de vidrio (Pyrex en su \
mayoria) o de goma. Aquéllos cuyo objetivo es contener gases o liquidos. Tienen
componentes de tefldn u otros materiales resistentes a la corrosién. Suelen estar
graduados, pero esta graduacioén es inexacta por la misma naturaleza del artefacto; su
formaregular facilita que pequenas variaciones en la temperatura o incluso en el vertido
pasen desapercibidas en la graduacién. Es recomendable no utilizarlo para medir
volumenes de sustancias, ya que es un material que se somete a cambios bruscos de
temperatura, lo que lo descalibra y en consecuencia nos entrega una medida errénea
de la sustancia.
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12.Tubos de fermentaciéon durham:
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Probeta
La probeta o cilindro graduable es un instrumento volumétrico, que permite medir

volumenes superiores y mds rdpidamente que las pipetas, aunque con menor precision. b
Sirve para contener liquidos. Estd formado por un tubo generalmente transparente de
unos centimetros de didmetro, y tiene una graduacién (una serie de marcas grabadas)
desde 0 ml (hasta el mdximo de la probeta) indicando distintos volumenes. En la parte
inferior estd cerrado y posee una base que sirve de apoyo, mientras que la superior estd 1y
abierta (permite introducir el liquido a medir) y suele tener un pico (permite verter el ‘
liguido medido). Generalmente miden volimenes de 25 6 50 ml, pero existen probetas

de distintos tamanos; incluso algunas que pueden medir un volumen hasta de 2000 ml.

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, tfrasvasar liquidos, filtrar, revolver, etc.

Porta objetos:
Son ldminas de vidrio rectangulares de 70 mm de largo, por 26mm de ancho y de Tmm de

espesor, los bordes estdn generalmente biselados, los excavados en gota pendiente.

Cubre objetos:
Son delgadas I&dminas de vidrio de forma cuadrada o redonda de medidas variables,

comprendidas generalmente entre 15mm a 22mm, o mds de didmetro o lado, por 0.17 a
0.20mm de espesor.

Limpieza: Los porta objetos y cubre objetos generalmente se encuentran engrasados por el contacto
de las manos, antes de usarlos convienen desengrasarlos, por el cual se lavan con agua y se
sumergen en alcohol o en una mezcla sulfocromica.

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 produccién de gas de una bacteria al fermentar determinados
azucares.

13. 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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MATERIALES DE OTRA NATURALEZA

1. Mechero de bunsen: M
Es un tubo con un digmetro de 1.5 cm. con una base redonda de aproximadamente 10 cm. g’;
de didmetro, que en la parte baja del tubo se encuentra una entrada para el gas butano y \.f

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 plafino o de niquel-cromo, de unos é a 9 cm de longifud
por 1 mm mds o menos de grosor, que van insertadas en el extremo de una varilla con
dispositivo de rosca en el exiremo.

3. MANGO KOLLE. Consiste en dos piezas, el mango de Kolle y el asa de siembra. Son de un material
inoxidable. Sirve para fomar muestras y realizar el cultivo en placas Petri.

T —

4. 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,
fungsteno o platino que termina en aro o en punta, este instrumento de laboratorio nos ayuda
fransportar o arrastrar microorganismos de un medio a ofro medio para su adecuado desarrollo, asi
como para la redlizaciéon de frofis.

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

O B ——

Asa de platino en anillo, calibrada: Para fomar 0.001 ml
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Asa recta o en hilo: Sirve para trasladar una sola colonia a medios de identificacion o subcultivo y
para la siembra por picadura profunda.

5. Asa micolégica:
Estd formada de una base que puede estar hecha de platino, acero, aluminio y un filamento mds

grueso que el asa bacteriolégica que puede ser de alambre o platino que termina o en un dngulo
de 45° o forma de “L", este instrumento de laboratorio nos ayuda fransportar o arrastrar hongos de
un medio a otro medio para su adecuado desarrollo, asi como para la realizacién de frofis.

EQUIPOS EN EL LABORATORIO

1. Autoclave: Un autoclave de laboratorio es un dispositivo que sirve para esterilizar material de
laboratorio, utilizando vapor de agua a alta presidn y temperatura, evitando con las altas presiones
que el agua llegue a ebullicion a pesar de su alta temperatura. El fundamento de la autoclave es
qgue coagula las proteinas de los microorganismos debido a la presidén y temperatura, aunque
recientemente se ha llegado a saber de algunas formas acelulares, tal como los priones, pueden
soportar las temperaturas de autoclave. Las autoclaves funcionan permitiendo la enfrada o
generacion de vapor de agua pero restringiendo su salida, hasta obtener una presién interna de 103
kPa, lo cual provoca que el vapor alcance una temperatura de 121 grados centigrados. Un tiempo
tipico de esterilizacion a esta temperatura y presién es de 15-20 minutos.
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2. Horno Pasteur
Es como una mufla que tiene tres paredes y la cubierta es de asbesto sirve para la esterilizacién 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.
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Incubadoras y Hornos
Los hornos son capaces de mantener la temperatura mds de 100°C y no tienen no tienen salida de
aire.

Las incubadoras mantienen la temperatura a menos de 100°C vy si tienen salida de aire

Cdmara de flujo laminar:

Equipo para manipular muestras bioldgicas bajo una atmdsfera microbioldégicamente controlada.
Gabinete de seguridad bioldgica con ventana frontal deslizable y alarma que indica el nivel de
apertura de la ventana. Flujo de aire vertical y recirculacion de aire filtrado. De acero inoxidable. Con
filtros absolutos de eficiencia del 99.99% (HEPA) y retencién de particulas de 0.3 micras. Con llave
para toma de oxigeno.
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Bafo Maria

También llamados banos de agua, tienen salida de aire presentan un termostato que regula la
temperatura del agua presenta un piso para colocar los materiales que se desea.

- g

Balanza
Insfrumento de precisiéon para pesar los medios de cultivos y reactivos que se preparan en un
laboratorio de microbiologia.
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4, Equipos/materiales y reactivos a utilizar en la practica:
CANTIDAD EQUIPO
1 Autoclave
1 Horno
2 Incubadora

Agitador magnetico

Bano maria

Gestion Curricular

CANTIDAD MATERIALES CAPACIDAD
6 Vasos precipitado 100, 500 ml
24 Tubos de prueba :::;] ?%x%rr?m] 3x100
12 Placas petri
6 Probetas 100 ml;
6 Pipetas Tml; 5Sml; 10ml
6 Matraces Erlenmeyer 250 ml; 500 m
6 Mecheros bunsen
12 Asas de siembra con su alambre de nicrom
6 Espatula Drigalsky
6 Bolsas con algodén 500 gr cada uno
6 Pliegos de papel kraft
6 Tijeras
6 Pipetas pasteur
12 Tubos de fermentacién durham
6 Varillas de vidrio para hacer espatulas
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‘ 6 ‘ Pinzas multiusos
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Notas de seguridad:

Maneja con especial cuidado el material fragil, por ejemplo, el vidrio.

No utilices ninguna herramienta o mdquina sin conocer su uso, funcionamiento y normas de

seguridad especificas.

Informa al profesor del material roto o averiado.

Procedimiento experimental:

RECONOCIMIENTO DE MATERIALES Y EQUIPOS UTILIZADOS EN EL LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA.
Observe e identifique los materiales presentados.
Elabore una lista con los materiales especificos que se utilicen en el laboratorio de microbiologia, la

lista debe contener:

Tabla 1: Materiales utilizados en el laboratorio de microbiologia

INSTRUMENTO

DESCRIPCION

FUNCION

PREPARACION Y ESTERILIZACION DE MATERIAL.

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 frozo rectangular, practicar a lo largo el dobles en fres y enrollarlo transversalmente
a su eje longitudinalmente hasta darle la medida y didmetro deseado. Para mejor duracion

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

b) Eltapdn en los tubos, matraces u otro recipiente debe quedar introducido en sus dos terceras
partes; no muy ajustado ni muy flojo para evitar contaminaciones y dificultades en su

manipulacién.

2. PREPARACION DE PIPETAS SEROLOGICAS Y VOLUMETRICAS:

Preparacion de Pipetas Serolégicas
a) Colocar tapones de algoddn a manera de filiros 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).
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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 proteccidn completa. Evitar queden vacios.

Preparacién de la pipeta volumétrica:
Seguir la misma técnica con dos tiras de papel para cubrir las partes delgadas de la pipeta. Se

aseguran los extremos proximales, con trozos en papel engomado. Queda sin cubrir la porcién
bulbosa de la pipeta.

Mediante ofra técnica, se protege toda la pipeta con tiras de papel (mds anchas vy largas),
en tal forma que el papel envolvente la cubra como estuche. Se hace torsion del papel a la
altura de las regiones delgadas de la pipeta, hasta el remate de otros extremos.

3. PREPARACION DE LAS PLACAS PETRI:

Se pueden envolver adisladamente 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 asegurdndose con papel

engomado. Los bordes de las placas deben quedar intimamente adheridos al papel que
los cubre, para evitar vacios.

Resultados o productos
A. RECONOCIMIENTO DE MATERIALES Y EQUIPOS UTILIZADOS EN EL LABORATORIO DE
MICROBIOLOGIA

Tabla 1: Materiales utilizados en el laboratorio de microbiologia

NOMBRE DESCRIPCION (foto) FUNCION
INSTRUMENTO/EQUIPO

B. PREPARACION Y ESTERILIZACION DE MATERIAL.
(Colocar las fotografias del trabajo terminado)

Comentario

Cuestionario

1) sPara qué sirve la caja petri?

2) sCudl es la finalidad de utilizar materiales estériles en el laboratorio?

3) sDe qué material estd formada el asa bacterioldgica, y para qué sirve?

4) sDe qué material estd formada el asa micoldgica, y para qué sirve?

5) sCudles son los métodos de esterilizacion mds utilizados en microbiologia?

6) Explique cudles son las diferencias entre los procesos de esterilizacidon, desinfeccion y asepsia.
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Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

e Beran, J. (2007).Laboratory Manual for Principles of General Chemistry. (9a. ed.).USA: John Wiley & Sons Inc.
e MANUAL DE BIOSEGURIDAD EN EL LABORATORIO [en lineqd]. [Consulta: 20 de febrero de 2016]. Disponible en
web:http://www.who.int/csr/resources/publications/biosafety/CDS_CSR_LYO_2004_11SP.pdf

Guia de prdactica N° 2

Preparacion de medios de cultivo

SECCION 1 Docente:

Fecha D /... /2017 Duracion:

Instrucciones:

10. Tema: Preparacion de medios de cultivo
11. Propésito/objetivo/ logro:

e [dentifica los requerimientos nutricionales de microorganismos y prepara 1os
diferentes medios de cultivo.

12. Conceptos basicos (infroduccién o fundamento):

A. REQUERIMIENTOS NUTRICIONALES DE LOS MICROORGANISMOS

Los microorganismos de acuerdo a sus requerimientos nutricionales se clasifican en general
en AUTOTROFICOS y HETEROTROFICOS, existiendo variaciones nutricionales dentro de estos
grupos.
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-MICROORGANISMOS AUTOTROFICOS: Son aquellos que obtienen su energia de la oxidacion
de sustancias inorgdnicas simples. Dentfro de este grupo tenemos a los microorganismos:

LITO-AUTOTROFICOS, QUIMIO-AUTOTROFICOS vy los AUTOTROFICOS FOTOSINTETICOS, los
cuales extraen su energia de reacciones fotoquimicas o reacciones quimicas de oxido-
reduccion y fijan el CO2 como fuente de carbono. A este grupo de microorganismos se les
puede cultivar en medios de composicién quimica definida que satisfacen sus exigencias
nutricionales.

-MICROORGANISMOS HETEROTROFICOS: Son aquellos que requieren de compuestos
orgdnicos mds complejos como fuente de carbono y nitrdgeno, requieren del suministro de
proteinas, carbohidratos, lipidos, vitaminas, sales inorgdnicas y otros factores de crecimiento
para la sintesis de compuestos estructurales y citoplasmdticos en su desarrollo; los
organismos  hetferotroficos pueden ser:  FOTO-ORGANOTROFICOS y  QUIMIO-
ORGANOTROFICOS.

B. MEDIOS DE CULTIVO
DEFINICION

Son sustancias nuftritivas liquidas o sdlidas, que se ufilizan 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 cultivo arfificial
debe reunir una serie de condiciones como son: temperatfura, grado de
humedad y presion de oxigeno adecuado, asi como un grado correcto de acidez
o alcalinidad

COMPOSICION

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 nitrébgeno, 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 dptimas
de pHy temperaturas de incubacion.

e Los constituyentes habituales de los medios de culfivo son:
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1. Agar. Se ufiliza como agente solidificante. Es un polisacdrido que se
obtiene de ciertas algas marinas. Las bacterias no son capaces de
degradarlo. Se licua 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 mds
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. Exiractos. Son preparados de ciertos érganos o tejidos animales o
vegetales obtenidos con agua y calor. Los extractos son ricos en protfeinas de
bajo peso molecular y en factores de crecimiento.

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

EXTRACTOS DE CARNE: concenfrado de componentes hidrosolubles de la carne.
Aporta sustancias nitrogenadas como: aminodcidos, bases puricas y pirimidicas,
acidos orgdnicos, creating, xanting, hipoxantina, dcido Urico, ureq, y sustancias no
nitrogenadas como glucoégeno, fosfatos de hexosas, dcido lactico, sales
inorgdnicas. La calidad de este fipo de extracto varia con la came empleada, el
tiempo y la temperatura de extraccion. 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 protfeoliticas. Su funcion 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 patdgenos.

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

7. Indicadores de pH. Son indicadores dcido-base que se anaden para
detectar cambios de pH en el medio.

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.
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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 presidon osmoética del medio.

UTILIDAD

Los medios de cultivo de acuerdo a su naturaleza pueden ser animal-vegetal
(orgdnicos) y mineral (inorgdnicos).

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, corazon, cerebro, caseina, fibrina, soya, por digestion con
enzimas profeoliticas (pepsina, ftripsina, papaina). Estos derivados  son
principalmente péptidos, peptonas, proteosas, aminodcidos, sales inorgdnicas
como fosfatos y frazas de K y Mg que los organismos utilizan como compuestos
parcialmente degradados, al ser incapaces la mayoria de hidrolizar proteinas
completas.

CLASIFICACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO

Segun su composicion y objetivos se clasifican de la siguiente manera:

1.-MEDIOS COMUNES

Aquellos que contienen los minimos componentes nutricionales para organismos
heterotréficos no exigentes. Estos pueden ser LIQUIDOS, SOLIDOS y SEMISOLIDOS.
Ejm:

-Medios Liquidos:

Ejm: Caldo nutritivo, caldo peptonado, caldo triptosa, caldo carne y otros.

-Medios Sdlidos: Nutrientes compuestos de un medio liquido base, al que se le
agregan sustancias orgdnicas de poco o nulo valor nutritivo como el agar o
gelatina, para dar al medio consistencia de gel.

Ejm.: Agar nutritivo, agar pepftonado, agar almiddon, medio de gelatina y otros.
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El agar nutritivo depositado en placas Petri, permite el aislamiento de bacterias no
exigentes al estado de pureza, 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 antfigenos, vacunas, conservacion 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 para obtener
un estado de gel blando (0.5%). Principalmente se les usa para estudios de motilidad
macroscopica en columna de los microorganismos, mantenimiento en cepario y
estudios de la capacidad respiratoria.

2.- MEDIOS ENRIQUECIDOS O SUPLEMENTADOS

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

-Medios Liquidos: Caldo cerebro corazdn, caldo extracto de levadura, caldo
suero, caldo astdtico, caldo tripticasa soya, etc.

-Medies Sélidos: Agar cerebro corazdn, agar extracto de levadura, agar
sangre, agar chocolate, suero coagulado de Loeffler y otros.

3.- MEDIOS DEFINIDOS O SINTETICOS
Preparados exclusivamente de sustancias quimicas definidas.

-Medios Sintéticos Simples: Contienen carbono como fuente de energia (glucosa
o lactato), una fuente inorgdnica de nitrégeno (CINH4); fosfato o sulfato y varias
otras sales minerales; sustancias tampdn y agentes quelantes como el citrato.

-Medios Sintéticos Complejos: Incorporan aminodcidos, purinas, pirimidinas y
ofros factores de crecimiento, para cepas exigentes.

4.- MEDIOS NO DEFINIDOS O COMPLEJOS

Contienen algunos ingredientes cuya composicion exacta se deconoce.
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Ejm: Caldo nutritivo, Caldo de triptona, Agar Mc Conkey

5.-MEDIOS ESPECIALES

Son aquellos que ademds de confener 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
bioguimicos 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 enzimdatico
con cardcter de seleccion. Comprende:

-Medios de ENRIQUECIMIENTO: Que favorecen el crecimiento de uno o un grupo
de microorganismos en particular, e inhiben en lo posible a otros de la microflora
acompanante. Ejm.:

Agua peptonada alcalina (APA) para Vibrio parahaemoiyticus,
Caldo selenito de Leifson,

-Medios SELECTIVOS: Que favorecen el aislamiento de un determinado grupo de
microorganismos mediante la obtencién de colonias (cepas puras). Todos son
utilizados en condiciones solidas. Ejm:

Agar McConkey
Agar Saboraud

-Medios DIFERENCIALES: Empleados para detectar reacciones bioguimicas, con
cardcter diferencial de grupos, géneros y especies microbianas. Para algunos en
un solo medio diferencial se pueden interpretar dos o mds pruebas bioguimicas,
como:

Agar TSI: utilizado para estudios de fermentacion o no de lactosa y sacarosa de
organismos entéricos, y fermentacion obligada de glucosa por los mismos; lectura
de produccién o no de HsS.

EQUIPOS/MATERIALES y REACTIVOS A UTILIZAR EN LA PRACTICA:

CANTIDAD EQUIPO

1 AUTOCLAVE
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6 COCINILLAS
1 BANO MARIA
6 MECHEROS EN BUEN ESTADO
CANTIDAD MATERIAL CAPACIDAD
6 Una balanza ordinaria 5000 gr de capacidad
6 matraz Erlenmeyer 500 ml, 1000 ml
6 probeta graduada 100, 500 ml
6 Varillas o braguetas de vidrio
) Pipetas seroldgicas Iml, 10ml
19 Tubos de prueba de con tapdn de|16 x 150 mm; 13 100
algoddén mm
12 Placas Petri.
12 Tubos durham
6 Botellas de vidrio de 250 mL
1 Frasco de agar agar 500 gr
1 Frasco de Mc Conkey 500 gr
1 Frasco de Agar Saboraud 500 gr
1 Frasco de Peptona 500 gr
1 Frasco de Extracto de carne 500 gr
1 Frasco de NaCl 100 gr
6 (Fjrsssif]?esccgi alcohol 70% para 500 m|
6 Gradillas
6 Rollos de algodon algodon 500 gr
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6 Espdtulas para pesar
12 Cintas de pH
CANTIDAD | REACTIVO CAPACIDAD
6 Frascos con HCL 0.1 N 10 ml
6 Frascos NaOH 0.1N 10 ml

4.1 PREPARACION DE MEDIOS COMUNES Y SELECTIVOS:

MEDIOS COMUNES

Agar Nutritivo y Caldo Nutritivo

MEDIOS SELECTIVOS

Agar Mc Conkey y Agar Saboraud

4.2 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

1. Leerlas instrucciones del fabricante para cada medio de cultivo.

2. Pesarlos ingredientes segun la cantidad requerida por los medios a preparar.

3. Colocarla cantidad pesada en el matraz Erlenmeyer (con excepcion del agar
granulado que se adiciona en caliente), adicionar agua destilada en la
proporcion requerida. Homogenizar la mezcla mediante la varilla de vidrio.

4. Colocar el matraz Erlenmeyer sobre un fripode provisto de una rejilla de
asbesto. Calentar la muestra (mezcla), empleando la llama del mechero
Bunsen, hasta lograr la total disolucion de los ingredientes. En la preparacion
del agar, se adiciona el agar granulado en caliente y se sigue calentando
hasta su completa disolucion.

5. Disueltos los componentes, enfriar a 50-55°C y ajustar 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.
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6. Esterilizar ala autoclave a 15 |b de presion (121 ° C) por 15 minutos. Terminado
el tiempo de esterilizacion, esperar que la aguja del manémetro descienda y
extraer los medios.

7. Para asegurar las condiciones de esterilidad de los medios, extraer
asépticamente alicuotas de cada medio en 1-2 tubos estériles e incubar a
37°C por 24 h, el resto del medio de cultivo mantener en stock conservando
en refrigeracion hasta su empleo.

8. Los medios sdlidos sometidos al proceso de esterilizacion 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
realizar 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 peftri. 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 realizar el
vaciado de aproximadamente 15 ml. A 20 ml de Agar por cagja
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 pefri y de manera rapida. 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. Silas placas no se van a utilizar el mismo dia se sujetan
con cintay 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.

9. Si se desea que el Agar quede en tubos, entonces se esterilizard el Agar
directamente en ellos 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.

2. NOTAS DE SEGURIDAD:
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Consultar los procedimientos de manipulaciéon aséptica, riesgos bidlogicos y desecho
del producto usado en el documento INSTRUCCIONES GENERALES DE USO.

Leer la etiqueta se seguridad de todos los reactivos antes de su utilizacién en el Laboratorio.

3. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL:

4. RESULTADOS

5. COMENTARIO

6. CONCLUSIONES:

7. CUESTIONARIO
1. sPara qué se utiliza los medios de cultivo?

2. El medio de cultivo que hemos preparado a) Cual es el nombre del medio de
cutlivog b) es un medio definido o no definido? c)s;Qué elementos nuftritivos
contiene este medio?

. 3Por qué es necesario ajustar el pH del medio?

. Respecto a la preparacion del Agar Nutritivo: a) Para qué se anade el agar-
agare b) Qué cualidades tiene el agar agare d) Por qué crees que en el Agar
Nutritivo pueden crecer todo fipo de bacteriase

5. Respecto al Agar Nutritivo: a) Cudles son sus ingredientes? b) Es un medio
definido o no definido y porque?

b) Indique las propiedades nutricionales que proporcionan las peptonas,
extracto de carne, cloruro de sodio y agar para el desarrollo de los
mMicroorganismos?

6. Respecto al Agar Mc Conkey: a)Cudles son sus ingredientese b)indique las
propiedades nutricionales que proporcionan la peptona, lactosa, sales
biliares, cristal violeta, rojo neutro, agar-agar para el desarrollo de los
microorganismos? c) Porque el pH final debe ser 7.1 +2

7. Respecto al Agar Saboraud: a) Cudles son sus ingredientese b) Indique las
propiedades nutricionales que proporcionan la peptona, glucosa, agar-agar
para el desarrollo de los microorganismose c¢) Porque se usa alta
concentracion de glucosa en este medio? d) Porque el pH final debe ser 5.62

8. Cite algunas propiedades de Agar-Agar y la gelatina.

9. Indigue 02 métodos para ajustar el pH de un medio de cultivo

10. sCudles son los requerimientos minimos nutricionales y ambientales que
debe tener un medio de cultivo?
11.  Diga a qué se llama medio sintético y a qué medio no sintético. Dar 2

ejemplos de cada uno

AW
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12.  3Qué precauciones se deben considerar en la preparacion y esterilizacion
de los medios de cultivo?

13.  Glosario: Definir los siguientes férminos:
1. Factor de crecimiento

2. Elemento traza

3. Macronutrientes

4. Micronutrientes

5. Peptona

6. Extracto de levadura
7. Extracto de carne

8. Indicador de pH

9. Autoclave

10. Campana de flujo laminar

8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

e Beran, J. (2007).Laboratory Manual for Principles of General Chemistry. (9a. ed.).USA: John Wiley & Sons
Inc.
e Medios de Cultivo [en linea]. [Consulta: 22 de marzo de 2014]. 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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ANEXOS

COMPOSISCION DE MEDIOS DE CULTIVO

Medios de culfivo deshidratados o sus componentes deshidratados:

MEDIOS COMUNES:

Agar Nutritivo (g/L) Caldo Nutritivo (g/L)
Peptona 59 Peptona 59
Cloruro de Sodio 59 Cloruro de Sodio 5g
Extracto de Carne 39 Extracto de Carne 39
Agar-Agar 159

pH final: 7.3+ 2 pH final: 7.3+ 2

MEDIOS SELECTIVOS:

Agar MC Conkey (g/L)

Peptona 179
Digerido pancredtico de caseina 1.5¢g
Digerido péptido de tejido animal 1.5¢g
Lactosa 109
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Sales biliares
Cloruro Sédico
Rojo Neutro
Cristal Violeta
Agar-Agar

pH final: 7.1 + 2

Agar Saboraud Dexirosa
Peptona

Dextrosa “Gucosa”
Agar-Agar

pH final: 5.6 + 2

Preparacion:

509
0.03g
0.001 g

13.59

05¢g
409

159

Gestion Curricular

Suspender los ingredientes en el agua destilada. Calentar agitando frecuentemente

y dejar hervir hasta disolver completamente. Esterilizar en autoclave a 121°C (15 Ib de
presion) durante 15 minutos. Se debe evitar el sobrecalentamiento. Enfriar entre 45°C

y 50°C, colocar 12- 15 mL de medio por cada placa y dejar solidificar.
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Guia de prdctica N° 3
Tinciones simples, diferenciales y especiales

SECCION 1 Docente:

Fecha D /... /2017 Duracion:

1. Propésito:

e Diferencia e identifica a los microorganismos por su capacidad fintorial,
morfologia bacteriana y estructuras internas.
2. Conceptos basicos

3.1 COLORACION - GENERALIDADES

En general todas la bacterias vivas son prdacticamente 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 razdn es necesario tenirlas
para que produzcan un contraste con respecto al medio que se encuentra.

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

Ventajas de las técnicas de tincion:

e Permite diferenciar distintos tipos morfoldgicos de microorganismos.
e Establecer una informacién complementaria sobre sus estructuras internas y/o externas.
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e Permite conocer sus caracteristicas tintoriales orientandonos hacia un grupo taxondmico
para la clasificacion de las bacterias.

3.2 ASPECTOS TEORICOS SOBRE LOS COLORANTES

a) Colorante: Es aquella sustancia que tiene la propiedad de comunicar color
a otros cuerpos de cualquier naturaleza. Para que una sustancia se comporte
como colorante debe estar compuesto por:

CROMOGENO (molécula incolora+ croméforo) + AUXOCROMO = COLORANTE

= Cromégeno: Son las moléculas que poseen potencialidades de
coloraciéon, conferido por un radical llamado croméforo.

Cromédforo: grupo de datomos no saturados, susceptibles de dar
coloraciones a las moléculas de las cuales forman parte, la fuerza de los
cromoforo varian con la naturaleza de sus dtomos y de su estructura.

Los grupos cromoéforo, son grupos con dobles enlaces conjugados que son los
responsables del color mediante la unidn a estructuras celulares por enlaces
ibnicos, covalentes o hidréfobos, los que establecen enlaces idnicos son los mds
frecuentes

» Auxocromo: Grupo de dtomos no saturados, debido a esta insaturacion
influye en el color y pueden ser:

Simples: Cuando cada uno encierra un dtomo no saturado. Ejm; grupos
OH; -SO3H; NH2

Compuestos: Cuando cada uno encierra dos dtomos no saturados. Ejm;
Grupos hidroxilaminados (-NHOH); grupos hidroxinicos (-NHNH2); grupos
Tiohidroxilaminados (-NHz).

b)Tipos de colorantes
La mayoria de los colorantes son compuestos orgdnicos que fienen alguna

afinidad especifica por algun componente celular:

Colorantes Catidnicos (+): Se denominan colorantes bdsicos o catidnicos si el
cromoéforo (porcion coloreada) de la molécula estd cargada positivamente.
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Muchos colorantes utilizados con frecuencia son moléculas cargadas
positivamente (cationes) y penetfran al interior de las células y se combinan con
intensidad con los constituyentes celulares cargados negativamente, tales como
los d&cidos nucleicos (poseen cargas negativas por su grupo fosfato) vy los
polisacdridos dcidos.

Bajo condiciones normales de crecimiento, la mayor parte de los procariotas
tienen un pH interno proximo a la neutralidad (pH 7.0) y una superficie celular
cargada negativamente, asi los colorantes bdsicos son los mds eficaces.

Ejemplos de colorantes catiénicos son el azul de metileno, el cristal violeta y la
safranina, fucsina bdsica, verde malaquita

Colorantes Anidnicos (-): Colorantes que tienen el grupo cromdfero cargado
negativamente (aniones) y se combinan con los constituyentes celulares cargados
positivamente, tales como muchas proteinas y estructuras citoplasmaticas de
células eucariotas. Estos colorantes no penetran el interior de las células de modo
gue no tinen las células bacterianas, por lo tanto, pueden usarse para impartir al
fondo un color de contraste (coloracidon negativa).

Ejemplos de colorantes aniénicos son nigrosina, eosina, fucsina dcida, rojo de
congo, rosa de bengala.

Colorantes Liposolubles (-): Los colorantes de este grupo se combinan con los
materiales lipidicos de la célula y los tinen, usdndose a menudo para revelar la
localizacién de las goticulas o depdsitos de grasa.

Ejiemplos de colorantes liposoluble es el negro Suddn

Soluciones mordientes: No es un colorante en si, se usa en ciertos casos ya que
actuan como fijadores y ayudan a la fijaciéon del colorante a las correspondientes
estructuras. Algunos colorantes tenirdn mejor sélo después de que la célula haya
sido fratada con otra el mordiente. El mordiente se combina con un constituyente
celular y lo altera de modo que ahora si podrd atacar el colorante. Los
mordientes empleados suelen ser sales metdlicas, dcidos o bases, como, por
ejemplo, la solucion diluida de yodo que se usa en la tincion Gram. Ofro
ejemplo, es el mordiente dcido tdnico que se usa en la coloracion de flagelos y
espiroquetas, con la finalidad de engrosar estructuras muy finas, con el propdsito
de hacerlas visibles al microscopio dptico.

3.3 TECNICA DE TINCION
Toda técnica de tincidén requiere de los siguientes pasos:

1. Redlizacion de un frotis o extension
2. Fijacion
3. Coloraciéon
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Decoloracion

Lavado.

Coloracién de contraste.
Observacion ala microscopio.

NOo A

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

Frotis: Para hacer un frotis, cuando se parte de un cultivo de
bacterias en medio liquido, se toma una o varias 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 continuacién, se toma con el asa una
pequena parte de la colonia y se dispersa en la gota de
agua, realizdndose la extension como en el caso anterior.

Fijacidn: Es el proceso en el cual las células, generalmente son tratadas para coagular
el protoplasma antes de tenirlas. La fijaciéon tiene por objeto:

» Preservar las estructuras celulares: Provocar modificaciones en la composicion fisico-
quimica de la bacteria (coagulacion 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 tincidn.

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

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

La fijacion produce generalmente el encogimiento de las células, en cambio, la
tincion 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 fijacién (procedimiento que permite preservar estructuras celulares) se puede llevar
a cabo con diferentes tfratamientos: fijacion por calor o fijacién quimica
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La fijacién por calor es la mds utilizada para la
observacion de bacterias y es la que emplearemos en
la prdctica. 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
fijaciéon 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.

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

3.4 TIPOS DE TINCIONES BACTERIANAS

3.4.1 TINCION SIMPLE

Utilizan un solo colorante. Se basan en el hecho de que las células tienen una
composicion 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)
tinen las células. Se caracteriza por:

e Necesita fijacion previa.

e Se ufiliza un solo colorante y este debe ser basico (azul de metileno o safranina)

e Permite la visualizacion la concentracion, morfologia y el modo de agrupacion
bacteriana

3.4.2 TINCION NEGATIVA:

Es untipo de tincion simple pero con ciertas diferencias ya que nos permites observar
caracteristicas estructurales de la bacteria.

Por otra parte, en la tincion 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 :

e No necesita fijacion previa.
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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.

3.4.3 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 fienen distinta
composicidn quimica, y por lo tanto reaccionan de forma diferente frente a una
tincion, lo que permite clasificar los microorganismos en diferentes grupos, segun su
capacidad de tincion.

Dentro de las finciones diferenciales tenemos:

A. Tincién de Gram
B. Tincidon dcido-alcohol resistencia (de Ziehl-Neelsen).

Las tinciones diferenciales presenta las siguientes caracteristicas:
Se necesita de fijacion previa generalmente por calor.
Se utilizan dos colorantes siendo el Ultimo colorante el de contraste.

Nos permite visualizar su morfologia y otras caracteristicas como puede ser la
composicion de la pared bacteriana

A. LA TINCION DE GRAM
Esta coloracion fue ideada por el bacteridlogo danés Christian Gram en el

ano 1883 y ha demostrado ser de suma utilidad. Permite separar los
microorganismos en Gram (+) y Gram (-) lo cual reviste especial importancia
taxondmica.

En esta técnica, el preparado fijado por calor se trata primeramente con
cristal violeta, luego se agrega Lugol como mordiente el cual aumenta la
afinidad del primer colorante, se decolora con alcohol-acetona y finalmente
se contracolorea con fucsina o safranina (colorante de contraste)

Las bacterias Gram (+) serdn las que resulten violetas luego del
procedimiento de coloracion de Gram mientras que las Gram (-) se verdn
rojas.

FUNDAMENTO:
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La explicacidon de las diferencias en el comportamiento tintorial enfre
bacterias G(+) y G(-), debe buscarse en la estructura y composicion de la
pared celular bacteriana.

La pared de las bacterias Gram (+) esta constituida fundamentalmente por
una gruesa capa de peptidoglicano (20-30 nm), que es un polimero de N-
acetil glucosamina y dcido N-acetii murdmico. Las cadenas de
peptidoglicano, se unen a través de puentes formados por aminodcidos, en
arreglos que varian de una especie bacteriana a ofra. En esta capa
podemos también encontrar dcidos teicoicos, formados por ésteres fosfato
de dlicerol o ribitol, y dcidos lipoteicoicos cuya estructura es similar a los
dacidos teicoicos pero se hallan anclados a la membrana citoplasmdatica.

En las bacterias Gram (-), la capa de peptidoglicano es mucho mds delgada
(3-5 nm) y poseen una membrana externa de estructura compleja en cuya
composicion intervienen fosfolipidos, proteinas vy lipopolisacdridos.

Es la tincion diferencial mas utilizada en Bacteriologia pues permite separar
las bacterias en dos grandes grupos, las Gram-positivas y las Gram-negativas.
La tincidn 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 mads
utilizado es el cristal violeta.

2. Solucion mordiente. Fija las tinciones y aumenta la afinidad entre el
colorante y las células. Los mordientes empleados suelen ser sales metdlicas,
dcidos o bases, como, por ejemplo, una solucion 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 coloracidon durante los pasos
sucesivos. Las bacterias Gram negativas perderdn la coloracion inicial del
cristal violeta en los siguientes pasos y se tenirdn de rosa debido a la safranina.
La diferencia estd determinada por la composicidon de su envoltura celular.
Las bacterias gram positivas poseen una malla de peptidoglicano en su parte
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mas 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

Se basa en que ciertos microorganismos no son destenidos por una mezcla
de dcido y alcohol si han sido previamente tenidos con fucsina fenicada. Se
dice que son microorganismos acido-alcohol resistente. Una vez realizada la
decoloraciéon con esta mezcla se utiliza un colorante de contraste (el Azul de
metileno) para poder observar las células sensibles a la decoloracion por
dcido-alcohol. Son  microorganismos  dAcido-alcohol  resistentes  las
micobacterias, por la especifica composicion de su pared celular, y algunos
actinomicetos, como Nocardia. Algunos microorganismos patdégenos son
dcido-alcohol resistentes: Mycobacterimum tuberculosis (tuberculosis), M.
leprae (lepra)

3.4.4 COLORACIONES ESPECIALES, SELECTIVAS O ESTRUCTURALES

Se basan en el hecho de que distintas estructuras celulares tienen distinta
composicidn quimica, de modo que se tinen selectivamente con ciertos colorantes.
Estas tinciones permiten observar estructuras especializadas que son Utiles para la
clasificacién taxondmica de bacterias. Por ejemplo, la tincion de esporas, de
flagelos, de paredes celulares, de corpusculos metacromdaticos

Las tinciones estructurales presenta las siguientes caracteristicas:

e Requieren fijacion previa generalmente por calor

e Utilizan al menos dos colorantes.

e Nos permiten observar su morfologia

e Nos permiten visualizar otras caracteristicas de caracter estructural cmo 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
denominacidén de resistencia.
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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
confraste para el cuerpo bacteriano se consigue con Safranina.

Si el cullivo es joven no hay esporas y los microorganismos se tenirdn
uniformemente. Es necesario que éste permanezca por 3-4 dias a temperatura
ambiente, después de una incubacion dptima de 24 horas o sembrar el cultivo en
un medio especifico de esporulacidon. De esta manera el material resulta ideal
para ensayos de cualquiera de las técnicas especificas de fincion.

. COLORACION DE CAPSULAS: METODO DE TINCION NEGATIVA

De ordinario la cdpsula se compone de material soluble en agua, asi como de
sustancias no iénicas, generalmente polisacdridos. Las técnicas de fincion
frecuentemente se basan en una interaccién quimica entre sustancias ionizadas.
El mejor modo de visualizar cdpsulas consiste en usar el microscopio de fase para
observar los organismos en un medio que proporcione un fondo adecuado. En
los laboratorios mds modestos, donde no se cuenta con equipo de contraste de
fase, es posible duplicar los resultados preparando un montaje hiUmedo que
contenga, junte con las bacterias encapsuladas, algunas particulas de carbdén
en suspension. Si se reduce la intensidad luminica con el iris del diafragma (o
bajando el condensador) se puede obtener un efecto como de contraste de
fase y asi, las cdpsulas se observardn como halos o anillos incoloros alrededor del
cuerpo bacteriano. Algunas veces es posible emplear con éxito técnicas de
tincion en las que el material de la cdpsula se deshidrata primero con solucion
salina concentrada; pero en los laboratorios estudiantiles esta técnica rara vez
produce resultados.

RESULTADOS

Diplococcus con cdpsula azul suave, células acompanantes violeta o rosado
(segun el colorante empleado)..

Figura. Elemplos de cdpsulas por tincidon positiva (izg.) y tincién negativa
(der.)
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C.COLORACION DE FLAGELOS: METODO DE LEIFSON

Los flagelos se tinen con mucha dificultad debido a que se suelen retraerse con
facilidad si la tincion no es adecuada, de ahi que se requiere de técnicas
especiales y especificas basadas en la afinidad que los flagelos presentan frente
a ciertas anilinas

La feoria de procedimiento es bastante sencilla. El colorante se aplica junto con
el acido tdnico como mordiente, el cual se adhiere a la célulay a los flagelos en
capas sucesivas hasta que la bacteria y los flagelos aumentan sus dimensiones.
Esto es necesario debido a que los flagelos son demasiado delgados para ser
percibidos con el microscopio optico. Las células y los flagelos recubiertos por
capas de mordiente nos dan una imagen algo aumentada y distorsionada.

La ejecucion de la tincién de flagelos presenta muchos inconvenientes. Una de
las cosas que hay que evitar es la presencia de materia orgdnica, ajena a las
células a tenir, en el porta. El mordiente tiene una tremenda  afinidad por
cualquier tipo de, materia orgdnica y, por eso, tenird intensamente cualquier
rastro de desecho orgdnico presente en el porta. Por lo tanto, antes de empezar
debe asegurarse de que el portaobjetos este extremadamente limpio. De
preferencia, los portas deben ser nuevos y nunca haber sido tocados con las
manos excepto porlos bordes. Otro problema con esta tincidon es que los flagelos
son tan delgados y fragiles que tienden a romperse con facilidad. Debido a esto,
en cualquier preparacion donde se hayan tenido flagelos se observardn gran
canfidad de flagelos libres, despegados de las células y desparramados por
todo el frotis. Sin embargo, su paciencia y afencion a los detalles lo
recompensardn con una preparacion excelente.

La células bacteriana puede tener uno o mds flagelos dispuestos en distinta manera y
en base a eso se clasifican en :

e polar :flagelo en un extremo.(A) \ -
e lofotrico: penacho de falagelos en un extremo (B)
e anfitrico:flagelos en ambos extremos.(C) ) %
e peritrico: flagelos alrededor de toda la celula.(D) ' — S
C o,
T Pl
. e~
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-
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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 refractiles, cuando se observan al microscopio sin
tenir. Con colorante de Azul de Toluidina u otros tintes azules, se tornan de color
violdceo o ligeramente rojo violdceo; de ahi el nombre de metacromdtico.
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Los bacilos diftéricos (Corynebacterium diphteriae), y difteroides como
poseen numerosos granulos de este material; los primeros son agentes
causantes de la differia y solo estdn presentes en casos agudos. Los segundos,
saprofiticos, constituyen una material Util para las experiencias de coloracion.
Se pueden encontrar en muestras de saliva de humanos

E. DEMOSTRACION DE PARED CELULAR BACTERIANA: METODO DE ROBINOW

La pared celular bacteriana se puede tornar visible, a pesar de que ésta no
se distingue como entidad discreta en las coloraciones ordinarias. La fincion
para la pared celular se aprovecha del hecho de que los contenidos
citopldsmicos se pueden hidrolizar diferencialmente o fijar dejando la pared
celular sin afectar. Después de tenir correctamente, se puede observar la
pared celular con citoplasma como "ahuecado”. También es posible tornar
visible la pared celular de una manera indirecta aprovechdndose del hecho
de que ciertos colorantes simples (por ejemplo, azul de metileno) no tinen la
pared celular mientras que oftros (violeta cristal) tinen tanto la pared celular
como el citoplasma. Esta es la razdn por la cual las mismas células se ven mds
pequenas cuando se finen con azul de metileno que cuando se tinen con
violeta cristal.

F. COLORACION DE MEMBRANA CELULAR: METODO DE KNAYSI
La membrana citoplasmdatica es de naturaleza lipoproteica y da una

reaccion acida uniéndose intensamente con colorantes bdsicos y neutros.
No obstante esta propiedad, el doble contorno de la membrana se aprecia
mejor cuando se retrae el protoplasma o cuando se trata con algin
solvente orgdnico que pueda diluir las grasas y deje expuesto el contorno a
la accién de los colorantes.

G. TINCION DE NUCLEO BACTERIANO: METODO DE ROBINOW

Una estructura abundante pero dificil de visualizar dada su complejidad, es el
nucleo bacteriano, pues el RNA vy el citoplasma se colorean tan intensamente
que impiden la visualizacién del DNA. Esto se evita tratando los frotices con
ribonucleasa o con dcidos para destruir la afinidad del citoplasma por el
colorante y aumentar la del DNA.

H. TINCION DE LEVADURAS
Ciertos factores citoplasmaticos (que normalmente interfieren con el
tenido del nucleo) deben hidrolizarse antes de aplicar la fincion nuclear
(azul de toluidina). En este experimento también se estudiara la
morfologia general de la levadura tipica.
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CANTIDAD EQUIPO
8 MICROSCOPIOS
4 COCINILLAS
1 BANO MARIA
8 MECHEROS EN BUEN ESTADO
| MICROSCOPIO BINOCULAR CON SU LAPTOD
CANTIDAD MATERIAL CAPACIDAD
4 Gradillas
4 Rollos de algoddn algoddn 500 gr
4 Probeta graduada 100, 500 m
4 Varillas o braguetas de vidrio
8 Pipetas Tml, 10ml
4 Vasos beaker 100; 250 ml
1 Frasco de finta china
4 Propipetas
4 Placas Petri.
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64 Portaobjetos

64 Cubreobjetos

8 Asas de siembra

8 Pinzas de madera

1 Caja de fosforos

1 Caja de laminas de coloracién gram vy
estructura bacteriana

4 Caja de vidrio para tincion completa
(portaobjetos)

4 Frascos con azul de metileno

4 Frascos con cristal violeta

4 Frascos con lugol

4 Frascos con alcohol acetona

4 Frascos con safranina

4 Frascos con verde de malaquita al 5%

4 Frascos con azul de metileno loeffler

4 Frascos con colorante Giensa

4 Frascos con colorante leifson

16 Portaobjetos limpios y secos remojados
24 horas en acido créomico y enjuagados
con agua destilada.

16 Pipetas pasteur

4 Frascos con Fijador de Bouin

4 Frascos con Acido tdnico

4 Frascos con Lugol fuerte

8 Cultivos de Bacillus subfiles en caldo

corriente de 5 dias.
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8 Cultivo de Kleisiella Pneumonice de 24
horas
8 Cultivo de Stafilococus
8 Cultivo de proteus vulgaris de 12 horas
8 Cultivo de Pseudomona auriginosa.
8 Cultivo de Eschericha coli
8 Cultivo de Saccharomice cerevisae 12
Horas

CANTIDAD | UNIDAD DE MEDIDA | REACTIVO

250 ml solucion Etanol al 70%

250 ml solucion HCI TN

250 ml solucion Buffer fosfato 0.01 M pH
7.0

200 ml Solucion Etanol (40%)

200 ml Solucion Hidréoxido de potasio
(0.1%)

200 ml Solucién Toluidina  0.1% en
etanol 10 %

200 ml Solucién Etanol al 10%

2. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL:

2.1 Realizacion del frotis y la fijacidon de los diferentes cultivos de bacterias

Preparacion del frotis o extendido de la muestra

Se limpia y desengrasa un portaobjetos, flamedndolo suavemente.

Coloque la ldmina sobre la mesa con el lado flameado hacia arriba.

Caliente el asa bacterioldgica hasta el rojo vivo.

Ponga con el asa una gota de agua en el centro de la Idmina, en el caso de que
el cultivo sea liquido no hace falta este paso.

Ealb o
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5. Flamee suavemente el asa, tome conla mano izquierda el tubo que contiene

la cepa y remueva el tapdn con el dedo menique y borde cubital de la mano

derecha.

Flamee el borde del tubo y retire una pequena cantidad del cultivo.

7. Flamee nuevamente la boca del tubo y coloque el tapdn de algoddn. Regrese

el tubo ala gradilla.

Emulsione el crecimiento en la gota de agua.

Extienda la suspensiéon en una capa delgada y uniforme, sin llegar a los bordes

del portaobjetos.

10. Flamee nuevamente el asa y coldquela 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

0 0

Fijacion del frotis o extendido

13. Fije el extendido por pasajes rdpidos (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 decoloracion cuando
la haya).

2.2 Redlizar Tinciones Simples, Diferenciales y Especiales

2.2.1 TINCION SIMPLE:

MATERIALES:

e Cultivo de bacterias de E. coli y Bacillus subfilis.
e Azul de metileno o Safranina
e Laminas limpias, asas de siembra, I&piz graso
¢ Microscopio
e Aceite de cedro. Papel lente. Solucidn desinfectante.

a) 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 preparacion con los objetivos de 10 X y 40 X y observe la
preparaciéon con objetivo de inmersion (100x) empleando el aceite de
inmersién apropiado.

o=

b) Coloracion Simple con Safranina:
Repita los pasos anteriores (1 -4) con safranina.

RESULTADOS:

uvcontinental.edu.pe | 42



[ e— Gestiéon Curricular

Tine de azul oscuro restos de dcidos nucleicos, y los proteoglicanos dcidos en
varios tonos de violeta

Esta técnica permite observar la morfologia y tamano de las bacterias, asicomo
los tipos de agrupaciones que forman.

Az
252

s

'

Tincion simple de S. uareus

c) TINCIONES DIFERENCIALES
B) TINCION GRAM

MATERIALES:

1. Cultivo de bacterias de E. coli y B. subtilis.

2 Bateria Gram: Cristal violeta, Fucsina Basica, Lugol, Alcohol acetona.
3. Laminas limpias, asas de siembra, Iapiz graso, gradillas.

4 Microscopio

5 Aceite de cedro. Papel lente. Solucidn desinfectante.

PROCEDIMIENTO:

1. Se prepara el frofis, 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 actUa como mordiente aumentando la
afinidad del colorante por la bacteria.

5. Lavar con agua corriente el exceso de lugol.

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

7. Lavar enseguida con agua abundante.

8. Se cubre la preparacion con safranina por 60 segundos (Safranina es colorante de
contraste)
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9. Se lava con agua y se seca al aire.

10. Observar a continuacion con el objetivo de inmersion.

RESULTADOS:
Bacterias Gram-positivas: Presentardn una coloracion violeta

Bacterias Gram-negativas: Presentardn una coloracién roja o rosa.

Tincion Gram

C) TINCION DE ZIEHL NEELSEN

MATERIALES:

e Muestra: Esputo de enfermos tuberculosos (Mycobacterium tuberculosum)

e Bateria de coloracién: Fucsina fenicada de Ziehl, Azul de metileno al 0,3%, alcohol
dcido al 33%

e Laminas limpias, asas de siembra, |dpiz graso, gradillas.

e Microscopio, aceite de cedro, papel lente.

PROCEDIMIENTO:

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

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

e Lavar abundantemente con agua corriente.

e 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).

e Lavar con agua corriente

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

uvcontinental.edu.pe | 44



Lavar con agua corriente durante 30 segundos.
Secar el extendido

Gestion Curricular

Cubrir el extendido con una gota de aceite de inmersidon y observar al

microscopio Optico, con aumento 100X.

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 tenirdn de diferentes
tonalidades de azul. g
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COLORACIONES .. ESPECIALES,  SELECTIVAS
ESTRUCTURALES ‘ €

A) COLORACION DE ESPORAS: METODO DE WIRTZ-CONKLIN

MATERIAL

Cultivo sdélido de 5 dias de Bacillus subtilis & Bacillus cereus

Bateria de coloracion: Verde de malaquita al 5%, Safranina o Fucsina Basica al 0.5%,

agua destilada o corriente.
Gradilla, Idpiz graso, asa de siembra.

PROCEDIMIENTO

Realizar la extension de la muestra vy fijar al

calor moderado del mechero. ﬁ%"\
Cubrir con Verde de Malaquita por 1 minuto e
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. Anadir F CALENEAR (3 min)
mds colorante si éste se evapora; es

importante que la muestra no se seque A
T — ==

&

1. VERIVE BAALACUITTA

Dejar enfriar y lavar con abundante agua f’;’"’?‘\

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

3. LAVAR

o

4. SAFRANTNA (1 mim)

& SECAR

Tincion de esporas

Cubrir el extendido con una gota de aceite de inmersion y observar al

microscopio 6ptico, con aumento 100X.
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RESULTADOS.-Esporas color verde intenso y el resto del cuerpo bacteriano color rojo. Posicion
de la espora central o subcentral, sin deformacion del bacilo.
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B) COLORACION DE CAPSULAS: METODO DE TINCION NEGATIVA

MATERIALES:

e Cultivos de 24 horas de Klebsiella pneumoniae y Staphylococcus epidermidis
en agar-fosfato-triptosa inclinado.

e Tinta china (recientemente filtrada).

e Papel absorbente

PROCEDIMIENTO:

e Prepare una suspension diluida de Klebsiella pneumoniae, mezclando sobre el
porta una colonia de la bacteria con unas gotas de agua destilada._Si la bacteria
esta en medio liquido, colocar una gota de este medio en un portaobjetos.

e A esta suspension diluida, anadir una gota de tinta china y mezclar
suavemente sin extender la muestra. Después de mezclar bien la suspension
quedard de un gris obscuro.

e Colocar suavemente un cubreobjetos sobre la suspension de células con tinta

china. Evitar que se formen burbujas.

Colocar los portaobjetos con los cubreobjetos entre dos papeles absorbentes.

Presionar con los dedos sobre el portaobjetos.

El exceso de suspension serd absorbido por los papeles.

Tirar el papel en un contenedor para material contaminado y lavarse las

manos con jaboén.

e Observar al microscopio, con gran cuidado coloque una gota de aceite de

inmersién sobre el cubreobjetos y examine la preparacidén con el objetivo de inmersidn.

Trabajar con el diafragma del condensador cerrado para aumentar el

contraste de las células. Enfocar hasta que la célula se tome algo obscura.

Enfoque criticamente, encuentre un campo demostrativo y dibujelo.

Repita el mismo procedimiento ahora con Staphylococcus epidermidis
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RESULTADOS: Fondo negro, cuerpo bacteriano tenido de negro y cdpsula
incolora.

Capsulas de neumococo observadas con tincién negativa (tinta china)

C) COLORACION DE FLAGELOS: METODO DE LEIFSON

MATERIALES:

e Cultivo joven y de alta motilidad de Profeus vulgaris (de é6 a 12 horas) vy
Pseudomonas aerugionsa sembrados en Agar nutritivo + Gelatina al 2%

e Portaobjetos quimicamente limpios (remojados 24 horas en dcido cromico y

enjuagado con agua destilada). Estos se le distribuirdin individualmente.

Colorante Leifson para flagelos (recientemente filtrados).

Agua destilada estéril

Pipeta estéril de 1 ml.

Pipeta Pasteur estéril

Aceite de cedro

Requisitos a tener en cuenta:

Para que la tincion de los flagelos sea efectiva se requiere cumplir con los
siguientes requisitos

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

e Los cultivos tienen que ser jovenes.

e Las ldminas portaobjetos y cubreobjetos deben ser nuevas y estar
escrupulosamente limpias sin el mas minimo vestigio de grasa: Sumergir en
mezcla cromica 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)

e Las I&dminas a emplear deben calentarse previamente y enfriarse a la
temperatura corporal, para que los frotis se sequen con rapidez.

PROCEDIMIENTO:

Preparacion de la suspension bacteriana:
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e Agregar agua destilada estéril por las paredes del tubo sembrado con Proteus vulgaris,
de tal manera que el agua entre en contacto 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.

e Luego infroducir cuidadosamente una pipeta pasteur estéril, y tomar una suspension
bacteriana (dejar que la suspensién suba por capilaridad) de la regidon mas superficial
de la suspensién acuosa de Proteus vulgaris (aqui se encontfrardn los organismos con
mads motilidad)

¢ Sacar la pipeta pasteur suavemente y colocar una gota del germen en el extremo de
un portaobjeto.

Coloracion de Flagelos

e Cologue sobre la mesa de trabajo 3 [dminas portaobjetos limpias y acabadas
de calentar.

e Deposite una gota grande de una suspension bacteriana joven, procedente
de un cultivo liquido o del agua de condensacion de un cultivo sélido, casi al
extfremo de cada una de las tres Iaminas

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

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

e Eche sobre cada Idmina portaobjetos TmL 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.

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

e Secaralaire.

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

RESULTADOS: Se observardn flagelos como finos flamentos de color rojo.

A i i i
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Tincion de Leyfson para evidenciar el flagelo en Vibrio cholerae

D) COLORACION DE CORPUSCULOS METACROMATICOS: METODO DE EPSTEIN

MATERIAL

e Muestra de saliva de los alumnos. (El género Corynebacterium estd presente
en la saliva y presenta éstos corpusculos metacromaticos)

e Solucion colorante de Azul de Metileno de Loeffler.

e Agua corriente.

e Ldminas limpias, asa de siembra, [apiz graso.

e Microscopio, aceite de cedro.

PROCEDIMIENTO

e 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.

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 oxidacion del colorante por el dlcali que lleva la férmula.
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Tincion de Epstein para evidenciar corpisculos metacrmaticos en Corynebacterium
diptheriae (Los corpUsculos se observa en forma de letras chinas, empalizada o en V)

E) COLORACION DE PARED CELULAR BACTERIANA: METODO DE ROBINOW
MATERIALES

Cultivo inclinado joven de Bacillus subtilis (12- 18 horas).
Fijador de Bouin.

Acido tdnico (5-10%)

Cristal violeta (0.02%)
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e Aceite de inmersion

PROCEDIMIENTO

e Prepare un frotis relativamente concentrado de Bacillus subtilis sobre un
portaobjetos limpio.

e Antes de que la suspensidon bacteriana se seque sobre el porta, cubrala
directamente con el fijador de Bouin y déjelo reaccionar unos 10 minutos.

¢ Incline completamente el portaobjeto para drenar totalmente el fijador.

e Luego agregue el acido tanico durante 20-30 minutos.

e Lave suavemente con agua corriente. Es inevitable que al lavar en la llave, algo

de material se desprenda del frofis; frate de minimizar el desprendimiento pero al

mismo tiempo lave bien, hasta que el agua ya no arrastre colorante.

Colorear con cristal violeta por 10-15 segundos.

Lavar con agua

Secar a temperatura ambiente

Observar al microscopio. Examine con aceite de inmersion.

RESULTADOS: Las paredes celulares aparecerdn de un azul intenso, mientras que el
citoplasma se verd de un color amarillo. Con esta tincidon es necesario examinar bien
hasta encentrar el campo mds demostrativo.

/

%f

Coloracioén de pared celular de Bacillus sp.

F) COLORACION DE MEMBRANA CELULAR: METODO DE KNAYSI
MATERIAL

e Cultivo de Bacillus subtilis.
e Fijador de Bouin.

e Lugol fuerte

e FEfer

PROCEDIMIENTO-
e Preparar un frotis y dejar actuar vapores de éter sobre él durante cinco minutos;
¢ Fijar con fijador de Bouin durante 10 minutos.
e Transcurrido este tiempo escurrir el liquido de Bouin
e Depositar una gota de lugol fuerte sobre la preparacion,
e Colocar un cubreobjeto
e Observar.

RESULTADOS:

La membrana se visualizard de un color pardo oscuro y el citoplasma amairillo.

G) TINCION DE NUCLEO BACTERIANO: METODO DE ROBINOW
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MATERIAL

e Cultivo de Bacillus subtilis. y/o Escherichia coli.

e Fijador de Bouin.

e Etanol al 70%.

e HCLIN

e Buffer fosfato 0.01 M pH 7,0

e Solucién Giemsa diluida 1/100 en buffer fosfato 0.01 M pH 7

PROCEDIMIENTO
e  Preparar un frotis

Fijarlo con el fijador de Bouin durante 1 a 2 minutos a 45 - 50°C.

Enjuagarlo quitando el exceso de fijador.

Sumergirlo en etanol al 70% hasta su coloracion;

luego sumergirlo en HCI 1N previamente calentado a 60°C por 8-10 minutos. La

hidrolisis dcida extrae el ARN de la célula.

e Eliminar el dcido con agua de cano. Sumergir inmediatamente en agua destilada
4 a 5 veces para evitar que continte la hidrolisis.

e Sumergirla preparacién en una solucion de buffer fosfato al que se le han afadido
dos a fres gotas de colorante Giemsa por mililitro, colorear por 30 minutos a 37°C.
La tincién revela el ADN

e Lavar con abundante agua,

e Secar entre dos papeles de filtro

e Observar con el objetivo de inmersion.

RESULTADOS:Observard el nicleo de color azul y el citoplasma incoloro.

Tincién de la zona nuclear con hidrolisis por HCI a 60°C por 10 min
(Robinow)

H) TINCION DE NUCLEO DE LEVADURAS:

MATERIAL

e Cultivo fresco de (6 a 12 horas) de Saccharomyces cerevisae en agar
Sabouraud inclinado.

Solucién de etanol (40%)

Solucién de hidréoxido de potasio (KOH) (0.1M)

Solucién de Toluidina 0.1% en etanol 10%

Solucion de etanol (10%)
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PROCEDIMIENTO

Prepare un frotis de regular densidad con las células de levadura en suspension
en agua destilada, y secar a temperatura ambiente.

Fije la llama muy suavemente.

Bane el porta durante 1 minuto con solucion de etanol al 40 %,

Lave con agua destilada.

Bane el frotis con solucion de KOH y déjelo reaccionar una hora, si empieza a
deshidratar agregue mas KOH.

Lave bien con agua corriente

Luego aplique el azul de toluidina por dos minutos.

Lave con etanol al 10%, sacuda el exceso de alcohol y seque al aire.
Examine las preparaciones con el objeto de aceite de inmersion y dibujelas.

Prepare un segundo portaobjetos como el anterior pero proceda Unicamente
hasta el tercer paso, es decir, hasta el bano con etanol al 40 %. Omita el
tfratamiento con KOH.

Aplique el azul de toluidina por dos minutos y continle como en el primer frotis.

Compare ambas muestras. El segundo portaobjeto demuestra que la que la
hidrolizacion previa del citoplasma (tfratamiento con KOH) es necesaria antes de
aplicar el colorante.

RESULTADOS:

Los nucleos se tinen de azul oscuro o rosa y el citoplasma de un rosa mucho mds
claro.

FRRL
3. RESULTADOS:
ESTRUCTURAS Y CORPUSCULOS | METODOS | TIPO DE TINCION OBSERVACIONES
. Wirtz- Estructural Para la observacion de esporas,
r r r . .
Sporas Conklin SrUetura es necesario que el cultivo tenga
3 -5 dias
. Tincion
Cdapsula .
negativa
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Flagelo

Corpusculos
Metacromdaticos.

Pared Celular

Membrana celular

NUcleo bacteriano

NUcleo en levaduras

Observaciones microscépicas de:

Genero/ Especie:
Aumento:

Tincién:

Forma celular:

Color celular:

Oftras observaciones:

4. CONCLUSIONES:
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5. CUESTIONARIO

En su estado natural gqué color y aspecto tienen las bacterias?

2Qué usted entiende por colorantes?

e ;Cudles son las ventajas de la toxicidad que ocasionan los colorantes a
los microorganismos?

e 3En qué consiste el método de coloracion simple?

e Investigue cuales son las moléculas responsables de la tincion simple

realizada. De ejemplos de otros colorantes que se podrian utilizarse.

e ;Cudles son las ventajas o ilimitaciones de la tincion simple?

e Qué tipo de morfologia y de agrupacion ha podido observar en las
muestras de los cultivos de E.coli y stafilococus aureus cuando se realiza la
tincidon Simple?¢ No responder, porque no se readlizd en la prdctica.

e Con los resultados de una tincidon simple se puede saber si la muestra
tenida es un culfivo puro?

e ;Cudles son las principales precauciones de manejo del microscopio y
porque se debe de utilizar el aceite de inmersidon al hacer el estudio
microscopio de bacteriase

e sEn qué consiste el método de coloracion diferencial?
e Responder a las siguientes preguntas:

o Describa brevemente el procedimiento o los pasos para la Tinciéon
Gram (coloqgue los tiempos para cada paso)

o sExplica en forma completa la teoria que explica la tincion Gram.
Explicar desde el punto de vista de su pared celular.
Cudl es la funcion del lugol?
Como reaccionan la bacterias cuando se adiciona el alcohol
acetona?¢
Que funcion tiene la Safranina?
Como se clasifican las bacterias después de haber sido tenidas?

e Responder a las siguientes preguntas:

o Describa brevemente el procedimiento o pasos para la Tincion Ziehl
Neelsen (cologue los tiempos para cada paso)
sExplica en forma completa la teoria que explica de Ziehl Neelsen
Porque se debe calentar la fucsina en la tincion?
Cual es el colorante de contraste en esta tincion?

e 3Cudles son las fuentes de error mds frecuentes en la preparacion del
frotise
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e Indigue que etapas debe de seguir para preparar una extension o frotis de
las siguientes muestras:  yogurt, saliva, una colonia bacteriana
resuspendida en agua, sedimento de un rio.

e sQué finalidad tiene fijar las muestras cuando se realiza un frotis

bacteriano.

e Senale las ventajas y desventajas de la tincion simple respecto del examen
en fresco.

e Expligue el fundamento de la tincidn de esporas con el Metodo de Wirtz-
Conklin

e Como se apreciarian tanto la célula vegetativa como la endospora si
Uunicamente las visualizamos tras una tincion de gram.

e A gue puede deberse que no se vea endosporas en todas las células de
una preparacion de bacterias formadoras de endosporas como Bacillus

sp.

e 5Con qué objetivo son fratadas con acido tanico las bacterias, antes de
aplicar una coloracion de flagelos?e

e 5sQué requisitos han de tenerse en cuenta para realizar una coloraciéon de
flagelos?

e Describa el procedimiento para la coloracion de cdpsula. Especifique los
tiempos.

e Explique el fundamento de la tincion de Cdapsula. Cudl es la funcion de la
tinta china o nigrosina?

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

e MANUAL DE BIOSEGURIDAD EN EL LABORATORIO [en linea]. [Consulta: 20 de febrero de 2015]. Disponible
en web:http://www.who.int/csr/resources/publications/biosafety/CDS CSR LYO 2004 11SP.pdf

¢ LANSING M. PRESCOTT. 2004 Microbiologia. Quinta Edicion. Mc Graw Hill.
(Biblioteca UC: 616.01 / P85 2004)
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Guia de practica N° 4

Evolucion microbiana

SECCION 1o Docente:

Fecha D [, /2017 Duracion:

1. Propésito:
« Describe la historia de la evolucion de la tierra y el origen de los seres vivos.
« Clasificalos taxones del arbol filogenético de los seres vivos.
o Comprende la division de los dominios del darbol flogenético

2. Conceptos bdsicos

2.1 Origen de la tierra.

La hipdtesis actualmente mds aceptada para explicar el origen de la Tierra
propone que nuestro planeta se formd hace aproximadamente 4600 millones
de anos a partir de una nebulosa estelar que estaba compuesta por materia
proveniente de una o mds supernovas pasadas; miriada de procesos masivos
sucedidos en esta enorme aglomeracion material derivaron en la formacioén
de la estrella y los planetas que conforman el Sistema Solar.

Durante los primeros 500 millones de anos, la superficie terrestre estuvo
sometida a un continuo bombardeo por meteoritos, y la temperatura adn no
habia descendido lo suficiente como para permitir la condensacion (cambio
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de estado gaseoso a liquido) del agua que se encontraba en estado
gaseo0so.

2.2 Evidencias de vida microbiana

La evidencia de vida microbiana en las rocas mds antiguas conocidas es
escasa y reside en los restos fosilizados de material carbonatado y en la
abundancia del isotopo “ligero” del carbono en estas rocas. Algunas rocas
anfiguas contienen microfésiles que poseen forma de bacterias,
generalmente tan simples como cocos y bacilos.

Se han descubierto restos fosiles de células procariotas de unos 3500 a 1800
millones de anos en los estromatolitos y rocas sedimentarias.

Los estromatolitos son rocas laminadas o estratificadas, a menudo
abovedadas gque se forman por la incorporacidon de sedimentos minerales
en comunidades microbianas laminadas. Las [dminas estdn formadas por
microrganismos (Figura 1). Los estromatolitos o camas de piedra son fruto de
células que se agrupan en colonias formando rocas sedimentarias. Las
células fosilizadas mds numerosas se enconfraron en tales rocas originadas
al borde de mares cdlidos.

Los estromatolilos modernos estdn formados por cianobacterias (Figura 2):
cabe suponer que al menos algunos estromatolitos fosilizados se formaron
de la misma manera. Por consiguiente, la vida procariota surgié muy poco
después del enfriamiento terrestre.

Figura 1. Estromatolitos Figura 2. Microfdsiles que se asemejan a
cianobacterias
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Es muy probable que los primeros procariotas fueran anaerobios. Las
cianobacterias y la fotosintesis productora de oxigeno se desarrollaron
probablemente hace unos 2500 a 3000 millones de anos. La diversidad
microbiana aumenté de forma notable a medida que el oxigeno fue
haciéndose mds abundante.

2.3 Condiciones de la tierra primitiva.

La atmésfera primitiva de la Tierra era muy diferente de la actual. Los gases mds
abundantes en ella eran el diéxido de carbono y el nitrégeno y, en menor
proporcién, habia amoniaco, diéxido de azufre y dcido clorhidrico. Es también
probable que en la tierra primitiva se produjera una cantidad considerable de
cianuro de hidrogeno HCN a partir de la reaccion del NHz y el CHa.

Ademds, tenia ofro componente muy importante: el agua salvo por la presencia
de agua, la atmdsfera primitiva de nuestro planeta era muy parecida a las que
existen en la actualidad en otros planetas del Sistema Solar, como Venus y Marte.
Se cree que esta atmodsfera era bastante inestable y que se producian con
frecuencia lluvias dacidas y fuertes tormentas eléctricas. Se supone que tenia
mucha importancia el vulcanismo. De hecho, la mayor parte de los gases de la
atmosfera primitiva tenian su origen en las emisiones volcdnicas.

Las estimaciones geoquimicas de la temperatura de la superficie también
sugieren que la Tierra primitiva era un planeta mucho mas caliente que en la
actualidad. Durante los primeros 500 millones de anos de su existencia es
probable que la temperatura de la superficie de la Tierra excediera los 100°C y
fuera bombardeada por meteoritos. Asi, en la tierra primitiva no existiia agua
liguida pero se acumularia mds tarde al enfriarse el planeta. No se conoce la
rapidez como se enfrio la Tierra pero se ha sugerido que las primeras entidades
autorreplicativas aparecieron cuando la Tierra era mucho mas caliente que en
la actualidad. Asi las formas primitivas de vida eran probablemente tolerantes al

uvcontinental.edu.pe | 58



o 7 .
[ e— Gestiéon Curricular

calor y a este respecto, podrian haberse asemejado a los procariotas fermofilos
actuales que habitan los ambientes termales.

De las fuentes de energia que impactan sobre la Tierra primitiva, la mas
importantes era la radiacién ultravioleta (UV) del sol, pero los reldmpagos, la
radiactividad, el calor de los impactos de los meteoritos y la energia térmica de
la actividad volcdnica eran también significativos. Silas mezclas de gases que se
cree que estaban presentes en la Tierra primitiva se irradian con UV o se someten
a descargas eléctricas en el laboratorio, se pueden generar una amplia
variedad de moléculas bioguimicamente importante, tales como azucares,
aminodcidos, purinas, pirimidinas, varios nucledtidos, tioesteres, y dcidos grasos.
Moléculas bioguimicas criticas, tal como el piruvato, se han producido también
altas presiones y temperaturas caracteristicas de las fuentes hidrotermales
submarinas; por esta y otras razones, muchos cientificos creen que tales fuentes
hidrotermales pudieron haber engendrado las primeras formas de vida.

2.4 Aparicion de las primeras formas de vida

Las primeras células aparecieron en una atmosfera reductora (no habia oxigeno)
y probablemente obtuvieron la energia de combustibles inorgdnicos como el
sulfuro ferroso (FeS) y el carbonato ferroso, ambos muy abundantes en la Tierra
primitiva. Por ejemplo, la reaccion:

FeS + HS — FeSz + Hz

Es sorprendente que muchas Archaea hipertermofilas (son los organismos
actuales mas cercanos a los organismos mads primitivos de la tierra) puedan llevar
a cabo este tipo de reaccion.

Los organismos primitivos pudieron haber obtenido carbono de varias fuentes,
tales como carbono orgdnico de sintesis abidtica e incluso de CO2, un gas que
era abundante en la Tierra primitiva. La ufilizacion del didéxido de carbono (CO2)
debid continuarse con la evolucion hacia la autotrofia, el proceso en que el CO2
se convierte en todos los compuestos orgdnicos de la célula.
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Origen del agua en la tierra

La teoria volcdnica plantea que el agua se formd en el centro de la Tierra, por
reacciones a altas femperaturas (800 °K) enfre dtomos de hidrégeno y oxigeno.
Las moléculas formadas por esta reaccion fueron expelidas a la superficie
terrestre en forma de vapor (por la temperatura a la que se enconfraban); algo
de este vapor de agua pasd a formar parte de la atmdsfera primitiva (esta
atmosfera primitiva carecia de oxigeno molecular), y ofra parte se enfrid y
condensd para formar el agua liquida y sélida de la superficie terrestre. Este
proceso fomod millones de anos

Oxigenacion de la atmosfera

En la atmdsfera primitiva no habia oxigeno, y los primeros fotosintetizadores lo generaron.
Pero, no existen organismos fotosintetizadores (con fotosintesis oxigénica) anaerobios, ya
que tanto las plantas y algas como las cianobacterias respiran con oxigeno. Entonces, 3qué
tipo de organismo se supone que era el que empezd a fotosintetizar, pero no disponia de
oxigeno para respirare Los primeros organismos fotosintéticos fueron los anaerobios.

El planeta primitivo ya existia una atmdsfera de cardcter fuertemente reductor (totalmente
reductor), debido a la heterogeneidad de la mezcla gaseosa que la componia, en la cual
los procesos metabdlicos eran simples, anaerobios y de baja eficiencia energética.

Es altamente probable que las cianobacterias evolucionaran a partir de
fototrofos anoxigenicos mediante el desarrollo de un fotosistema que pudiera
utilizar el agua como un donador de electrones para la reduccion fotosintética
de COg, liberando O, como subproducto

CO, +H20 CH2 + Oz

Fotosintesis por cianobacterias
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Esta reaccidon muestra el origen del oxigeno molecular (O2) a partir de la ruptura de las
moléculas de agua, y de esta forma se fue aportando —durante millones de anos— el O2 a
la atmdsfera, incrementando su concentracion hasta cambiar su cardcter de reductora a
oxidante. Esta reaccidn sustenta que las cianobacterias fueron responsables de la presencia
de oxigeno molecular O2 en la atmdsfera.

La evolucion de la fotosintesis anoxigenica tuvo enormes consecuencias sobre
el ambiente de la Tierra ya que a medida que se acumuld el Oz la atmosfera
cambio de anoxica a oxica. Por lo tanto, la fransicion de la atmdsfera andxica a
oxica estd vinculada a la aparicion y proliferacion temprana de cianobacterias
fotosintéticas (procariotas fotosintéticos).

Al existir abundante O2 como aceptor de electrones pudieron evolucionar los
organismos aerdbicos. Estos organismos eran capaces de obtener mds energia
de la oxidacion de compuestos orgdnicos que los anaerobios, lo que permitié
alcanzar densidades de poblacion mds altas e incrementd las posibilidades de
evoluciéon de nuevos tipos de organismos y esquemas metabdlicos.

Existe buena evidencia procedente del registro fosil de que cuando la atmosfera
de la fierra se hizo oxidante la velocidad de la evolucion se incrementd
enormemente, lo que condujo en la aparicion de microorganismos eucaridticos
con orgdanulos, y a partir de ellos, la rapida diversificacion de los metazoos
(organismos pluricelulares) y finalimente la aparicion de plantas y animales
superiores.

Los primeros organismos unicelulares fueron adquiriendo gradualmente la
capacidad de obtener energia a partir de compuestos de su entorno y de utilizar
sU energia para sintetizar una cantidad creciente de sus propias moléculas
precursoras para ser gradualmente menos dependientes de fuentes externas.

Formacion de la capa de ozono

Por otro lado, la capa de ozono en la Tierra se formd como consecuencia de la aparicién
del oxigeno molecular atmosférico (02), puesto que las moléculas de oxigeno que se
encontraban a mayor altura fueron alcanzadas por la radiacion ultravioleta produciendo
una molécula triatémica de oxigeno (Os), denominada ozono. La acumulacién del ozono
seria otro de los factores que marcd el rumbo de la evolucidn orgdnica en la Tierra, ya que
esta capa actia como un filtfro muy eficiente de la radiacion UV, danina para el DNA de
los organismos vivos.
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Finalmente, los procesos de generacion del agua y del oxigeno molecular en la
Tierra son los principales responsables de la amplia variedad de formas en la que
se manifiesta la vida hoy en dia. Estas dos sustancias son los principales reactivos
metabdlicos de los organismos vivos en todos sus niveles de organizacion vy
complejidad. El agua es necesaria para la formacion y combinacion de las
diferentes moléculas inorgdnicas y orgdnicas que dieron origen a los
coacervados, los cuales posteriormente originaron las primeras células, a partir
de las que se desarrollaron todas las demds formas de vida.

En resumen, la vida se origind en ausencia de oxigeno molecular; en un medio
con condiciones extremas de temperatura, radiacion y potencial Redox, la
atmosfera  primitiva  era fuertemente reductora y los organismos eran
heterotrofos, pero el aporte de oxigeno molecular, producto de reacciones
quimicas y metabdlicas, dio lugar a uno de los cambios mds importantes en el
planeta: una atmodsfera oxidante rica en O2. El oxigeno molecular, que es
metabdlicamente mds eficiente como aceptor final de electrones, posibilitd
aumentar la cantidad de energia obtenida, lo que posiblemente permitid pasar
de las formas unicelulares mdas simples a formas pluricelulares tan complejas
como un vertebrado o una angiosperma, a lo largo de millones de anos de
evolucion orgdnica.

2.5 TAXONOMIA

Debido a la desconcertante diversidad de los organismos vivos es deseable
clasificarlos u ordenarlos en grupos en funcion de sus semejanzas.

La taxonomia (del griego faxis “estructuracion u orden; y nomos “distribuir o
gobernar”) se define como la ciencia de la clasificacion bioldgica.

Partes: La faxonomia, se compone de fres partes independientes pero
interrelacionadas:

Clasificacion: es la organizacién de los organismos en grupos o faxones en
funciéon de sus semejanzas o de su parentesco evolutivo.

Nomenclatura: es la rama de la taxonomia que se ocupa de la asignaciéon de
nombres a los grupos taxondmicos de conformidad con normas publicadas

|dentificacion constituye el lado prdctico de la taxonomia, el proceso de
determinar que un aislamiento en particular pertenece a un taxdn reconocido.

2.5.1 Importancia de la Taxonomia
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Nos permite organizar canfidades ingentes de conocimientos sobre los
microorganismos, ya que fodos los miembros de un grupo especifico
comparten numerosas caracteristicas. En cierto sentido es similar a un sistema
gigante de archivo o a un catdlogo de biblioteca que proporciona un facil
acceso a la informacion. Cuanto mas precisa sea la clasificacion, mayor
informacion contiene y mayor es su utilidad.

La taxonomia nos permite hacer predicciones y formular hipdtesis para
nuevas investigaciones sobre la base de los conocimientos existentes acerca
de organismos similares. Si un microorganismo afin fiene cierta propiedad, el
microorganismo en cuestion puede tener también la misma caracteristica.

La taxonomia ubica alos microorganismos en grupos Utiles y significativos con
nombres precisos que permiten a los microbidlogos frabajar con ellos vy
comunicarse de forma eficiente. Al igual que una comunicaciéon escrita
eficaz no es posible sin un vocabulario suficiente, una ortografia correcta y
una buena gramdtica; la microbiologia no es posible sin la taxonomia.

La taxonomia es esencial para la identificacion exacta de los
microorganismos.

2.5.2 Filogenia microbiana revelada por la secuencia del RNAr

Las técnicas del DNA recombinante nos ayudan a clasificar a los organismos
de un modo mdas correcto, de acuerdo a su filogenia. Estos estudios podemos
hacerlos estudiando la secuencia total de nucledtidos del genoma del
microorganismo, pero actualmente se utilizan los estudios del rRNA 16S o 188,
porgue son secuencias que se han mantenido bastante uniformes a lo largo
de la evolucion, y por eso se ven claramente las diferencias entre los distintos
microorganismos y se pueden readlizan drboles filogenéticos y esquemas
evolutivos.

El paso principal llegd con Carl Woese, quién comparando secuencias de
rRNA establecié un drbol filogenético que puede ser usado para relacionar
todos los organismos, asi como para reconstruir la historia de la vida. Asi se
reconocieron las tres lineas primarias de evolucion, denominadas dominios:
Eukarya (eucariotas), Bacteria (Bacterias) y Archaea (Arqueobacterias).

Los estudios de la subunidad pequena del rRNA han hecho que haya una
revision de todos estos conceptos y nociones. Estos estudios filogenéticos
basados en el rRNA nos dan una informacion que hace organizar a los
distintos organismos de otro modo como podemos ver en el drbol de la vida.
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Arbol Filogenético

Los estudios de Carl Woese y sus colaboradores sobre las secuencias de rRNA
en células procariotas sugieren que los procariotas se separaron muy
precozmente en dos grupos bien diferenciados: Archaea y Eukarya.

Posteriormente, el arbol se divide en tres ramas principales, que representan
los Tres grupos primarios: Bacteria, Archaea y Eukarya. Las Archaea vy la
Bacteria fueron las primeras en separarse, y posteriormente se desarrollaron
los Eukarya. Estos tres grupos primarios se denominan dominios y se ubican
por encima del nivel de reino (los reinos tradicionales se distribuyen entre
estos fres dominios). Los dominios difieren notablemente enfre si.

Dominio Eukarya: Son organismos eucariotas con y rARN eucariético. vy lipidos
de membrana llamados fosfolipidos, Los fosfolipidos estdn formados
fundamentalmente por dcidos grasos de cadena recta con enlaces éster.

Dominio Bacteria: Corresponde alas células procariotas con rARN bacteriano
y lipidos de membrana constituidos principalmente por fosfolipidos. Los
fosfolipidos estan formados por acidos grasos de cadena recta con enlaces
éster que se asemejan a los lipidos de membrana de las célula eucariotas.

Este dominio comprenden a la inmensa mayoria de los procariotas, que
tienen una pared celular de peptidoglicano que contiene dcido murdmico.

Dominio Archaea: Son células procariotas cuyas membranas estdn
compuestas por lipidos isoprenoides del fipo éter de diglicerol y rRNA
arqgueano.

Las arequeas difieren de las bacterias en muchos aspectos y se asemejan a
los eucariotas en ofros. Las arqueas se diferencias de las bacterias en que
carecen de dcido murdmico en sus paredes celulares y presentan lipidos de
membrana con cadenas alifdticas ramificadas con enlace éter.
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FIGURA 3-1 Arbol filogenético con base en la informacion del rRNA, mostrando la separacion de las familias de bacterias, arqueobacterias
y eucariotas. Los grupos de bacterias patogena r conocidas se encuentran en color azul. El Gnico grupo de bacterias patdgenas que no se

acumula en esta drea sombreada es el grupo Bacte

Este arbol se ha realizado teniendo en cuenta las distancias evolutivas entre
los distintos organismos. Como se ve, cuando los datos son estructurados en
drboles se observan tres dominios o grupos primarios: Archaea, Bacteria y
Eukarya. Y podemos observar cosas curiosas insospechadas hasta ese
momento, como que aunque Archaea y Bacteria son ambas procariotas, no
por ello estdn mdas emparentadas, pues de hecho lo estdn mucho mds
Archaea y Eucarya a pesar de diferencias a priori.

Hipotesis de como las células eucariotas se originaron de las procariotas:

Diversos autores, sostienen 2 hipodtesis para poder explicar como las células
eucariotas modernas se originaron de los procariotas hace 1400 millones de
QANos.

Primera Hipétesis: Los nUcleos, las mitocondrias y los cloroplastos se originaron
por invaginacion de la membrana plasmdatica para formar estructuras de
doble membrana que contenian material genético y eran capaces de sufrir
un desarrollo y una especializacidon adicional. Las semejanzas entre lo
cloroplastos, las mitocondrias y las bacterias actuales; se deben a que estos
orgdnulos (cloroplatos y mitocondrias) estdn sometidos a un lento proceso de
cambio y han conservado caracteristicas procaridticas primitivas

Hipétesis endosimbidtica: El primer acontecimiento fue la formacion de un
nucleo en la célula proeucariota. La célula eucariota ancestral pudo
haberse desarrollado de la fusion de antiguas bacterias y arqueas.

Posiblemente una célula huésped bacteriana Gram negativa que habia
perdido su pared celular incorpord a su interior una arquea para formar una
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asociacion endosimbidtica. La arquea perdid subsiguientemente su pared y
su membrana plasmdatica, mientras la bacteria huésped desarrollaba
pliegues interiores de la membrana. Con el tiempo, el genoma del huésped
se transfirid a la arquea original y se formaron un nudcleo y un reficulo
endoplasmdtico. Durante la formacion del genoma eucariético pudieron
perderse genes tanto bacterianos como arqueanos

Debe senalarse que muchos autores consideran que Archaea y Eukarya
estdn mds estrechamente relacionados de lo que cabria esperar en funcion
de este hipotético escenario. Estos autores proponen que la linea eucaridtica
divergid de Archaea y a continuacion se formd el nucleo posiblemente a
partir del aparato de Golgi. Las mitocondrias y los cloroplastos parecen
haberse desarrollado con posterioridad.

El eucariota con nUcleo ancestral fermentador de vida libre establecié una
relacion simbidtica permanente con bacterias fotosintéticas, que a
continuacion evolucionaron a cloroplastos. Las cianobacterias se han
considerado los antecesores mds probables de los cloroplastos.

Arquebacteria (
y Celulas eucanobcas
Bactenas plantas, algunos prolistas
fotosintéticas k)
0 ancestrales
Jesped anle 4 Q b -.l y
NIV (oo ; se convierten A &
< en cloroplasto ¢
) - 4
// et o / v
[ A
Endosimbiosis H i
v —>
Las bacterias se -~
; convierten en i)
Bacteria / 2 &
Gram peroxisoma
ADN negativa mitocondna

http://www.youtube.com/watch?
v=mnFRwP Rl ImmPFwy

Figura 5. Teoria endosimbidtica

2.5.3 Sistemas de Clasificacion

Clasificacion Natural

Estructura a los organismos en grupos, cuyos miembros comparten muchas
caracteristicas y refleja la naturaleza bioldgica de 1os mismos. Los dos tipos
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principales de clasificacion natural son los sistemas filogenéticos y sistemas
fenéticos

A. Sistemas Fenéticos
Los organismos pueden agruparse en funcion de las similitudes globales

para formar un sistema fenético, aquel que agrupa los organismos en
funcidon de las semejanzas en sus caracteristicas fenotipicas.

Es evidente que la mejor clasificacion fenética es la que se desarrolla por
comparacion del mayor nUmero posible de atributos. Los organismos que
comparten muchas caracteristicas constituyen un grupo Unico o taxon.
El andlisis de los datos para producir clasificaciones fenéticas se realiza
utilizando ordenadores, a este proceso se denomina taxonomia
numeérica.

B. Sistemas Filogenéticos o Filéticos
Estos son sistemas basados en relaciones evolutivas mds que en

semejanzas generales. El término filogenia hace referencia al desarrollo
evolutivo de una especie.

Pueden agruparse en funcion de probables relaciones evolutivas para
generar un sistema filogenético, formas para determinar las relaciones
flogenéticas. Dentro de este sistema tenemos los arboles filogenéticos.

Arboles filogenéticos

Las relaciones filogenéticas se representan en diagramas ramificados o
drboles. Un drbol filogenético es un grafico compuesto de ramas que
conectan nudos. Los nudos representan unidades taxondmicas como
especies o0 géneros, los nudos externos, situados en los extremos de las
ramas, representan organismos vivos. Los arboles filogenéticos se
desarrollan comparando secuencias moleculares de mARN.

2.5.4 Rangos taxonémicos

Al preparar un esquema de clasificacién, los microorganismos se situan en un
pequeno grupo homogéneo al que pertenece, a su vez, a grupos mdas amplios
siguiendo una estfructura jerdrquica sin superposiciones. Una categoria de
cualguier rango une grupos en el nivel por debajo del mismo en funcidon de
propiedades comunes.

En la taxonomia bacteriana, los niveles o rangos utilizados con mayor frecuencia
(en orden ascendente) son los siguientes: especies, género, familias, érdenes,
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clases, phyla y dominio. Los nombres de 1os grupos microbianos de cada nivel o
rango tienen terminaciones (sufijos) caracteristicos de ese nivel.

ESTRUCTURACION JERARQUICA EN TAXONOMIA

Copyright © The McGraw-Hill Companies, Inc. Permission required for reproduction or display.
Domain Bactena
Phylum Proteobacteria
Class a-protecbactena p-protecbactena y-protecbacteria &-protecbactena e-protecbacteria

Order Chromatiales Thiotrichales Legioneliales Pseudomonadales  Vibnonales Enterobacteriales Pasteurellales

Family Enterobacteriaceae
\

Genus Enterobacter Escherichia Klebsielia Proteus Saimonella Serratia Shigelia Yersinia
1 \

Species S. boydii S. dysenteriae S. flexneri S. sonnei

Figura é6: Estructuracion jerdrquica en taxonomia.

Tabla 1. Efemplos de rangos y nombres taxondmicos

Rango Nombre taxonémico

Dominio Bacteria
Phylumo Proteobacteria

Reino
Clase y-Proteobacteria
Orden Enterobacteriales

Familia Enterobacteriaceae
Género Shigella
Especie S. dysenteriae

Las principales divisiones de los seres vivos:

Dominios o Superreinos

En 1990, Carl Woose vy sus colaboradores han utilizado los estudios de rRNA para
agrupar todos los organismos vivos en fres dominios: Archaea. Bacteria y Eukarya.
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Este sistema de fres dominios es el mds aceptado actualmente para la
clasificacion de los seres vivos

Reinos o Phylum

Reino representa cada una de las grandes subdivisiones en que se consideran
distribuidos los seres vivos, por razdn de sus caracteres comunes. En la actualidad,
reino es el segundo nivel de clasificacion por debajo del dominio.

Especie
El grupo taxondmico bdsico en taxonomia microbiana es la especie. Los

taxonomistas que trabajan con organismos superiores definen el término especie
de forma distinta a los microbidlogos.

Definicion de especie:

En organismos superiores, especie se entiende como grupos de poblaciones
naturales que se cruzan entre si o que tienen la capacidad potencial de hacerlo
y que estan aisladas de otfros grupos. Desde el punto de vista de la reproduccion,
ésta es una definicion satisfactoria para los organismos capaces de reproducirse
sexualmente, pero fracasan con muchos microorganismos porque  su
reproduccion es sexual y asexual.

En organismos procariotas, especie se entiende como: Una especie procariota
es una coleccion de cepas que comparten numerosas propiedades estables y
que difieren de forma significativa de ofros grupos de cepas. Las especies
procariotas se caracterizan por diferencias fenotipicas y genotipicas.

Oftra definicidn mds precisa, define a especie como una coleccidén de cepas
que tienen composicion de G + C similar y una similitud de un 70 % o superior en
base a experimentos de hibridacion de DNA. Idealmente una especie también
se deberia de distinguir fenotipicamente de ofras especies similares.

Definicion de cepa: “Una cepa es una poblacion de organismos que desciende
de un Unico organismo o de un aislamiento en cultivo puro”.

Cada especie se asigna en un género, que es el siguiente rango en la jerarquia
taxondmica. Un género es un grupo bien definido de una o mds especies que
estd claramente separado de otros géneros.

Sistema Binomial:

Los microbidlogos usan el sistema binomial de nomenclatura establecido
inicialmente por Linneo para designar animales y plantas. El sistema binomial
consta de dos nombres: el género y la especie. El género es un nombre que se
aplica a ciertos organismos relacionados; dentro del género, cada tipo de
organismo recibe un nombre de especie. Los nombres de género y especie se
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usan siempre juntos para describir un tipo especifico de organismo, ya sea una
célula aislada o un grupo de células. La primera palabra corresponde al nombre
cientifico del género y se escribe la primera letra con mayUscula y en cursiva,
mientras que la segunda palabra corresponde a la especie, la cual se escribe en
minUsculas y en cursiva. Por ejemplo, la bacteria Bacillus subtfilis, o
abreviadamente B. subtilis, tiene una designacion de género, Bacillus, y un
nombre de especie, subtilis.

Nombre cientifico
Se escribe en cursiva. Si se
escribe a mano va subrayado

Género: Especie:
empieza empieza
con con
mayuscula minuscula

2.5.5 Sistemas de clasificacion en reinos biolégicos:

Histéricamente, Aristoteles propuso el sistema de 2 reinos (animal y vegetal), posteriormente
Linneo agrega el reino mineral a los reinos propuestos por Aristoteles. Posteriormente, con la
aparicién del microscopio aparecié un nuevo mundo de investigacion bioldgica llegando
ha encontrarse hasta 7 reinos a través del tiempo. En la siguiente tabla se presenta una
comparacion de los sistemas de clasificacion en reinos bioldgicos mds notables:

Linneo  Haeckel Chatton Copeland Whittaker Woese etal. Woese et al. Cavalier-Smith 1998' Ruggiero eral. 20153

1735 1866°  1937°  1956°  1969° 1977' 19907 2 imperios 2 superreinos
2reinos  Jreinos 2imperios 4reinos Sreinos  Greinos 3 dominios y 6 reinos y 7 reinos
Eubacteria Bacteria
Prokaryota Monera Monera Bacteria R
. Archaebacteria  Archaea Bacteria
(no tratados| Protista -
rotozoa
Protista Protista Frotozoa
Protista Chromista Chromista
Eukaryota Fungi Fungi Eukarya Fungi i
Vegetabilia Plantae v - - v - Fungi
Plantae Plantae Plantae Plantae Plantae
Animalia Animalia Animalia Animalia  Animalia Animalia Animalia

Cinco reinos

En 1969, Whittaker reconoce el reino adicional de los hongos (Fungi). El resultado fue
el sistema de los 5 reinos, que se convirtid en un estndar muy popular y que, con algunas
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modificaciones, aun hoy se utiliza en muchas obras o constituye la base para nuevos
sistemas propuestos. Se basa principalmente en las diferencias en materia de nutricion:

Animalia: Pluricelulares heterotrofos

Plantae : En su mayoria pluricelulares autdtrofos

Fungi: Pluricelulares saprofitos

Protista

Monera (procariotas), incluyen organismos unicelulares o coloniales.

oD =

Seis reinos

En los anos 1980s se produjo un gran avance en filogenia procariota gracias al advenimiento
del andlisis genético. Sobre la base de estudios de ARNr (mds especificamente ADN que
codifica para el ARN ribosomal 16S procariota y 18S eucariota).

En 1990, Woese renombrd los nuevos grupos por lo que postuld el sistema de tres
dominios formado por Bacteria, Archaea y Eukarya. Este sistema es el mds aceptado
actualmente para la clasificacion de los seres vivos.

Estos dos Dominios procariotas Archaea (o Archaebacteria) y Bacteria (o Eubacteria), son
considerados por otros autores como reinos junto con plantas, animales, hongos y protistas,
lo que constituye el sistema de seis reinos, sistema que se ha convertido en estandar.

En 1977, Woose propone los 6 reinos, en los cuales Archaea y Bacteria estdn considerados
como dominios o superreinos pero su frato también es de reino, pues se subdividen siempre
en filos. Los Archaeabacteria y los Bacteria anteriormente eran catalogados como
organismos del reino Monera, pero en los anos 70 y 80 se encontré una diferencia
principalmente en la estructura de pared y membranas celulares lo cual hace que se divida
el reino en 2 partes.

Tabla 2: Sistema de Clasificacion de los seres vivos en 6 reinos
propuesta por Woese

3 DOMINIOS 6 REINOS
Archaea o
Archaebacteria Archaea
Bacteria o Eubacteria Bacteria

Protista (algas, protozoarios)
Fungi (hongos)

Eukarya
Plantae (plantas,algas)

Animalia (animales)

Siete reinos
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Cavalier-Smith, propone al reino Chromista para abarcar organismos tales como algas
pardas, algas verde-amarillas, algas doradas, diatomeas, oomicetos y otfros relacionados; y
al reino Protozoa (de los protozoarios) como un grupo eucariota basal. Esta propuesta ha
ido recibiendo atencion paulatinamente, aunque la cuestidn de las relaciones y division en
grupos de los seres vivos sigue siendo todavia materia de discusion.

Cavalier-Smith presenta la siguiente clasificacién en dos superreinos o Dominios y siete reinos:

Tabla 3: Sistema de Clasificacion de los seres vivos en 7 reinos

2 DOMINIOS 7 REINOS
Archaea
Bacteria
Bacteria
Protozoa (algas, protozoarios)
Chromista
Eukarya Fungi (hongos)

Plantae (plantas,algas)

Animalia (animales)

RESUMEN

1. La tierra primitiva presentaba una atmdsfera reducida, compuesta por
gases como el CO2, NH3, SO2, vapor de aguaq, altas temperaturas (>
100°C) vy rayos UV, reldmpagos; y ausencia total de la molécula de
Oxigeno (O2)

2. Las cianobacterias fueron las responsables de producir oxigeno molecular
(O2) en la tierra, y convertir la atmosfera reductora a una atmdsfera
oxidante.

3. Los micoorganismos vivos pueden dividirse en tres dominios: Eukarya,
Bacteria y Archaea y en seis reinos: Archaea, Bacteria, Protista, Fungi,
Plantae y Animalia.

4, La célula eucariota puede haberse originado a partir de las células
procariotas por procesos de endosimbiosis: Teoria endosimbidtica.
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5. La taxonomia es la ciencia de la clasificacion bioldgica se compone de
tres partes independientes pero interrelacionadas: clasificacion,
nomenclatura e identificacion.

6. En taxonomia microbiana se ufiliza ampliamente las caracteristicas
morfoldgicas, fisiologicas, metabdlicas y ecoldgicas para clasificar a los
microorganimos. La taxonomia ubica a los microorganismos en grupos
Utiles y significativos con nombres precisos. La taxonomia es esencial para
la identificacion exacta de los microorganismos.

7. Los dos ftipos principales de clasificacion natural son los sistemas
flogenéticos y sistemas fenéticos

8. En elsistema de clasificacion natural, los sistemas filogenéticos se basa en
las relaciones evolutivas o filogenéticas de una especie, y se muestran en
forma de diagramas ramificados denominados arboles filogenéticos.

9. Las secuenciasr ARN 16 S se utiliza para generar arboles flogenéticos

10.La definicion de especie es diferente para organismos con reproduccion
sexual y asexual.
Una especie bacteriana es una coleccion de cepas que comparten
numerosas propiedades estables y difieren de forma significativa de ofros

grupos de cepas.

11.Los microorganismos se nombran de acuerdo con un sistema binomial

12.Los estudios de las secuencias de r ARN 16 S y ofras propiedades
moleculares, sugieren que los procariotas se dividen en dos grupos muy
diferentes: Bacteria y Archaea. Las arqueas se diferencian de las baterias
en la composicidon de la pared celular, los lipidos de la membrana, la
estructura del tARN, ribosomas y muchas otras propiedades.

13.En el sistema de clasificacion de los reinos, la teoria mds aceptada es la
propuesta de los 6 reinos por Woose.

CUESTIONARIO
1. Defina los siguientes términos: Taxonomia, clasificacion, nomenclatura,
identificacion, especie, cepas y sistema binomial

2. Describa brevemente los 3 dominios en que pueden clasificarse los seres
vivos. Dibuje el drbol filogenético.
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3. De qué forma podria haber surgido la célula eucariota segun la hipotesis
endosimbidtica. Realizar un esquema.

2Qué es una clasificacion natural?
. 8En qué consisten los sistemas de  clasificacion filogenético (filética) y
fenética? sEn qué se diferencian?

oo

I. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS:

e LANSING M. PRESCOTT. 2004 Microbiologia. Quinta Edicion. Mc Graw Hill.
(Biblioteca UC: 616.01 / P85 2004)

Guia de practica N° 5

Estructura y funcion de la célula procariota

SECCION 1 Docente:

Fecha D [, /2017 Duracion:

1. Propésito:
« Identifica las partes morfoldgicas internas y sus funciones en la célula
procariota.
1. Conceptos bdsicos

Cabe preguntarse si la estructura celular es reflejo de una relacién evolutiva. La
respuesta a esta interrogante es si 0 no, por una parte se puede afirmar que todas las
células procariotas conocidas son distintas flogenéticamente de las eucariotas pero
también se puede decir que las células procariotas estdn relacionadas en un sentido
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evolutivo. El Sistema de los Tres Dominios, propuesto por Woese, €s un modelo evolutivo
de clasificacion basado en las diferencias en las secuencias de nucleotidos en los
ribosomas y r RNA 16 S de la célula, la estructura de los lipidos de la membrana, vy la
sensibilidad a los antibidticos. Este sistema propone que una célula antepasada comun
(progenitor) dio lugar a tres tipos diferente de célula, cada una representaria un
dominio. Los tres dominios son Archaea (archaebacterias), Bacteria (bacterias),
y Eukarya (eucariotas).

El nombre “procariota” viene del griego: (pro = antes de y karion = nicleo) En su mayoria
constituyen el grupo que comunmente conocemos como “bacterias”. La estructura de
una célula procariota es muy sencilla: no presenta nucleo definido en su interior y
tampoco tiene (al menos en la mayoria de los casos) compartimentos internos
delimitados por membranas. Esta aparente simplicidad no significa que las procariotas
sean células inferiores a las células eucariotas: aun siendo evolutivamente mucho mds
antiguas y simples, han conseguido dominar la Tierra y sobrevivir durante miles de
millones de anos. Tal éxito proviene de una serie de ventagjas:

e Pequeno tamano, con una muy buena relacion superficie/volumen.
e Sureproduccion rapida.
e Tasa de mutaciéon elevada.

El metabolismo de los procariotas es enormemente variado, a diferencia de los
eucariotas, y muchos resisten condiciones ambientales extremas en pardmetros como
la temperatura o la acidez.

Cuando se considera la diversidad de los metabolismos, se observa que en toda su
extension es propia de los procariontes, y que la diversidad metabdlica de los
eucariontes es sélo un subconjunto de la anterior.

1. FORMA Y TAMANO DE LAS CELULAS PROCARIOTAS

Forma:

La mayoria de las bacterias conocidas presentan forma de coco o de bacilo,
también en forma de espirilos, filamentosas, bacterias con apéndice vy
pleomoérficas.
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Figura 1. Forma de células procariotas
a)Cocos

Son células esféricas, también pueden ser ovalados y alargados. Pueden
existir como células individuales, pero cuando se dividen para reproducirse,
pueden permanecer unidos uno a otro,

Estas agrupaciones caracteristicas son Utiles frecuentemente para identificar
a las bacterias.

Disposicion de los cocos:

e Diplococos se forman cuando los cocos se dividen y permanecen juntos
para constituir pares (Neisseria).

e Streptococos: Cuando las células después de dividirse repetidamente en
un mismo plano no se separan, se forman cadenas largas de cocos; este
modelo se observa en los géneros Streptococcus, Enterococcus vy
Lactococcus.

e Estafilococos: se dividen en planos al azar, y forman células en paquetes
iregulares similares a racimos de uvas. Ejm: Género Staphylococcus
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e Tetradas: Las divisiones en dos o fres planos consecutivos perpendiculares
enfre si pueden producir racimos simétricos de cocos: los miembros del
género Micrococcus se dividen a menudo en dos planos para formar
paqguetes cuadrados de cuatro células denominados tétradas.

e Sarcinas: Se dividen en tres planos, formando paquetes cUbicos de ocho
células. Ejm: El género Sarcina

Bacilos

La ofra forma comun bacteriana es el bastoncillo, denominado bacilo. La
forma del extremo del bacilo varia a menudo entre especies; puede ser planag,
redondeada, en forma de puro o bifurcada

Bacillus megaterium es el ejemplo cldsico de una bacteria con forma de
bastoncillo y forma cadenas largas.

Disposicion de los bacilos:

e Diplobacilos: Aparecen en parejas tras la division.

e Estreptobacilos: Se presentan en cadenas

e Cocobacilos: Bacilos ovalados que se parecen a los cocos
¢ Bacilos en letras chinas

e Bacilos en empalizada

Aungue muchos bacilos aparecen aislados, pueden permanecer juntos
después de dividirse, formando diversas disposiciones.

A parte de estas dos formas mas frecuentes (cocos y bacilos), las bacterias
pueden adquirir una gran variedad de formas.

Espirilos
Las bacterias en espirales pueden tener una o mds vueltas; nunca aparecen

rectas.

e Vibrios: Bacilos en forma de coma o de espiral incompleta

e Espirilos: Morfologia helicoidal caracteristica, parecido a un sacacorchos,
con un cuerpo celular rigido.

e Espiroquetas: Bacterias en espirales, con cuerpo celular flexible.

Bacterias con apéndices

El microorganismo Hyphomicrobium, de forma ovalada a pera, produce una
yema al final de la larga hifa.

Otras bacterias como Gallionella forman pedinculos.
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e) Filamentosas
Los actinomicetos forman largos filamentos multinucleados caracteristicos, o
hifas, que pueden ramificarse para constituir una red denominada micelio.

f) Pleomérficas:
Finalmente, algunas bacterias pueden presentar formas variables; a estas se

denominan pleomérficas, aunque, generalmente, pueden tener forma
bacilar, como Corynebacterium.

Tamano:

En conjunto, el grupo bacteriano también varia en famano tanto como en
forma. Se da una gran variedad de tamanos. La mayoria de bacterias oscila
entre 0.2 y 2.0 um de didmetro.

Las mads pequenas (p. €., miembros del género Mycoplasma) tienen
aproximadamente 0.3 um de didmetro, casi el tamano de los virus mdas grandes
(poxvirus).

Escherichia coli, bacilo de tamano medio, mide 1.1-1.5 um de ancho y 2.0-6.0 um
de largo.

Recientemente, se han publicado investigaciones sobre células incluso menores:
Las nanobacterias o ultramicrobacterias tienen un didmetro aproximado de
entre 0.2 um y menos de 0.05 um.

Algunas bacterias son bastante grandes; la cianobacteria Oscillatoria tiene un
didmetro de casi 7 um (el mismo que un eritrocito), y algunas espiroquetas
pueden alcanzar ocasionalmente una longitud de 500 um.

La bacteria Epulopiscium fishelsoni presenta un tamano de 600 por 80 um, algo
menor que un guidn impreso.

Mds recientemente, ha sido descubierta una bacteria aun mds grande en
sedimentos ocednicos, Thiomargarita namibiensis.

En definitiva, algunas bacterias fienen un tamano incluso mayor que la media de
las células eucariotas (las tfipicas células de plantas y animales presentan un
didmetro de 10-50 um).
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Oscillatoria
8 x S50 um

Bacillus
megaterium
1.5 x 4 um

Escherichia coli
1x3 um

—

Streptococcus
prneumoniae
0.8 um diametro

Haemophilus
influenzac

0.25 x 1.2 um
—

Comparacién de tamanos de diferentes
procariotas. La mayoria de las bacterias tienen
un didmetro celular en el range 0.5-2 um.

Figura 2. Forma de células procariotas

2. ORGANIZACION DE LAS CELULAS PROCARIOTAS
Las células procariotas contienen numerosas estructuras. Sus funciones

principales se resumen en la siguiente tabla:

Tabla 1. Estructura y funciones de las células procariotas

ESTRUCTURA

Membrana plasmdtica:

Vacuola de gas:
Ribosomas:
Cuerpos de inclusién:

Nucleoide:

Espacio peripldsmico:

FUNCIONES DE LAS ESTRUCTURAS DE LAS CELULAS PROCARIOTAS

Barrera permeable selectiva, frontera mecdnica de la célula,
transporte de nutrientes y residuos, localizacién de muchos
procesos metabdlicos (respiracion, fotosintesis, etc), deteccién de
senales ambientales quimio tdcticas.

Hincha la célula para flotar en un medio acudtico.
Sintesis de proteinas.

Almacenamiento de carbono, fosfato y otfras sustancias
Localizacion del material genético (DNA)

Contiene enzimas hidroliticas y proteinas de union para la captura
y transporte de nutrientes.
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Da la forma celular ya que confiere a las bacterias una forma
Pared celular: rigida, protege ala célula frente a la lisis osmdtica y papel en la
patogénesis

Cdapsulas vy «slimey: Resistencia frente a la fagocitosis, adherencia a superficies.
Fimbriae y pili sexual: Adherencia a superficies/ conjugacion bacteriana.
Flagelos y pili movimiento | Movimiento.

Endospora: Supervivencia en condiciones ambientales adversas.

Las células procariotas casi siempre estdn limitadas por una pared celular
quimicamente compleja. Separada de ésta por un espacio peripldsmico, se
sitba la membrana plasmatica. Esta membrana puede estar invaginada para
formar estructuras membranosas internas. Como la célula procariota no contiene
orgdnulos _internos rodeados por membrana, su interior parece
morfoldgicamente muy simple. El material genético se localiza en una region
discreta, el nucleoide, que no estd separado del resto del citoplasma por
membranas. Los ribosomas y otros cuerpos de mayor tamano, denominados
cuerpos de inclusidon, estdn dispersos por la matriz del citoplasma. Tanto las
células Gram positivas como las Gram negativas pueden utilizar flagelos para
desplazarse. Ademds, muchas células estdn rodeadas por una cdpsula o capa
mucosa, externa a la pared celular.

Las células procariotas son morfoldgicamente mucho mas sencillas que las
eucariotas. Estos dos tipos celulares se comparardn cuando se repase la
estructura de la célula eucariota
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Figura 3.4 Morfologia de una bacteria Gram positiva. La mayoria
de las estructuras que se muestran cn esta figura se encuentran cn
todas las células Grum positivas. Unicamente se ha incluido una
pequena parte de las proteinas de la capa S para simplificar ¢l dibujo;
cuando cxisten, estas proteinas cubren toda la superficie.

Figura 3. Morfologia de una bacteria

2.1 . Membranas de la célula procariota
Las membranas son un componente imprescindible para todos los

organismos vivos. Las células deben interactuar reciprocamente con su
ambiente de forma selectiva, tanto si se trata del medio interno de un
organismo multicelular como de un medio externo, menos protegido y mas
variable.

Las células no deben ser sélo capaces de tomar nutrientes y eliminar residuos,
sino también de mantener su interior en un estado constante, muy
organizado frente a cambios externos.

La membrana plasmatica rodea el citoplasma de las células procariotas vy
eucariotas. Esta membrana es el punto clave de contacto con el entorno
celulary, por ello, es responsable de gran parte de su relacion con el mundo
exterior. Para comprender la funcidbn de la membrana es preciso
familiarizarse con su estructura y, particularmente, con la de la propia
membrana plasmdtica.
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2.1.1 Membrana plasmatica
Las membranas contienen tanto proteinas como lipidos, aunque las

proporciones exactas de unas y ofros varian ampliamente. Las
memlbranas plasmaticas bacterianas presentan una proporcion mads alta
de proteinas que las de eucariotas, probablemente debido a las
numerosas funciones que readlizan; en el caso de eucariotas, dichas
funciones se llevan a cabo en membranas de orgdnulos internos.

La mayoria de los lipidos asociados a membranas son estructuralmente
asimétricos, con extremos polares hidrofilicos y no polares hidrofébicos,
por tanto son anfipdticos. Los exiremos no polares son insolubles en agua
y tienden a asociarse entre si. Esta propiedad de |os lipidos les confiere la
capacidad de formar membranas en bicapa. Las superficies externas son
hidrofilicas, mientras que los extremos hidrofébicos quedan inmersos en el
interior, lejos del agua circundante.

Muchos de estos lipidos anfipaticos son fosfolipidos.

Meio extracelular
Acidos graxos
Fosfolipideos Regido [

el Ui
i

\
-rv,"‘.‘x J J J \3
‘ Regido [ §

g g y : .
Proteinas hidrofilica D I i
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Meio intracelular O st
2 Fosfato Glicerol

Figura 4. Membrana plasmdatica de procariotas

Las membranas bacterianas se diferencian normalmente de las de
eucariotas en que carecen de esteroles, como colesterol. Sin embargo,
muchas membranas bacterianas contienen moléculas pentaciclicas,
tipo esteroles, denominadas hopanoides, presentes en gran cantfidad en
nuestro ecosistema. Los hopanoides se sintetizan a partir de los mismos
precursores que los esteroides. Estas sustancias, cumplirian en procariotas
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la misma funcidn que los esteroides en eucariotas, estabilizar la
membrana.

El modelo de estructura de membrana mds aceptado actualmente es el
modelo de mosaico fluido de S. Jonathan Singer y Garth Nicholson. Estos
investigadores diferenciaron entre dos tipos de proteinas de membrana.
Las proteinas periféricas estdn débiimente conectadas a la membrana 'y
pueden eliminarse fdcilmente. Son solubles en soluciones acuosas, vy
constituyen aproximadamente el 20-30 % del total de las proteinas de
membrana.

El resto, 70-80 % de las proteinas de membrana, son proteinas integrales,
qgue no se exiraen faciimente y son insolubles en soluciones acuosas
cuando se eliminan los lipidos. Las proteinas integrales, al igual que los
lipidos de membrana, son anfipdticas; sus regiones hidrofébicas estdn
inmersas en la fracciéon lipidica, mientras que las porciones hidrofilicas
sobresalen de la superficie de la membrana. Algunas de estas proteinas
atraviesan completamente la capa lipidica. Estas proteinas pueden
difundir lateralmente en la superficie hasta una nueva posicion, pero no
giran. A menudo, la membrana presenta hidratos de carbono unidos a su
superficie externa, que parecen poseer funciones importantes.

La nueva imagen de la membrana celular estd formada por un sistema
muy organizado y asimétrico, flexible y dindmico a la vez.

Glucol ipido Ohgosacando

Proteina
integral

o Proteina

Heélice a
hidrofébica

Proteina
periférica

Figura 3.7 Estructura de la membrana plasmatica. Este diagrama del modelo de mosaico fluido de la estructura de la membrana plasmatica
bacteriana muestra a las protefnas integrales (azul) flotando en una doble capa lipidica. Las proteinas periféricas (morado) estin asociadas

intimamente con la superficie de lu membrana. Las esferas pequefias representan los extremos hidrofilicos de los fosfolipidos de membrana, y las
colas onduladas. las cadenas de dcidos grasos hidrofébicos. Puede haber también otros lipidos de membrana, como hopanoides (rosa). Para que quede
mis claro, los fosfolipidos se muestran con un tamaio proporcionalmente muy superior al que poseen en las membranas verdaderas

Figura 5. Membrana plasmdtica de procariotas
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Las membranas plasmaticas de las células bacterianas fienen que
desempenar satisfactoriamente un nimero increible de funciones.

e Barrera selectivamente permeable: permite el paso de iones y moléculas
particulares, tanto hacia dentro como hacia fuera de la célula, mientras
que evita el trafico de ofras. Por ello, esta membrana evita la pérdida de
componentes esenciales, mientras que permite la difusion o tfransporte de
otras moléculas. Como muchas sustancias no pueden atravesar la
membrana plasmdtica sin ayuda, hay que facilitar este movimiento
cuando sea necesario. Se pueden emplear sistemas de transporte para
esas actividades, como la absorcidon de nutrientes, la excrecidon de
residuos y la secrecidon de proteinas.

e Frontera mecadnica de la célula: La membrana plasmdatica retiene el
citoplasma, particularmente critico en las células sin pared, y lo separa del
medio exterior.

e Locadlizacion de procesos metabdlicos: La membrana plasmdatica de
procariotas es también el lugar donde se desarrollan numerosos procesos
metabdlicos: respiracion, fotosintesis, sintesis de lipidos y de constituyentes
de la pared celular y, probablemente, la segregacion cromosémica.

o Deteccion de seiales ambientales quimiotacticas:

La membrana contiene moléculas receptoras especiales que ayudan a
las bacterias a detectar y responder a sustancias quimicas del medio
exterior. Resulta evidente que la membrana plasmdtica es esencial para
la supervivencia de los microorganismos
2.2 Sistemas internos de membrana
Aungue el citoplasma bacteriano no contiene orgdnulos membranosos

complejos como mitocondrias o cloroplastos, se pueden observar varias
clases de estructuras membranosas.

Una comun es el mesosoma.

d. Mesosomas: son invaginaciones de la membrana plasmdatica,
conformando vesiculas, tUbulos o lamelas. Se observan tanto en las
bacterias Gram positivas como en las Gram negativas, aungue son mas
prominentes, en general, en las primeras.

Los mesosomas a menudo se encuentran proximos a los septos o tabiques

que dividen a las bacterias, y a veces parecen unidas al cromosoma
bacteriano. Por ello, se piensa que deben participar en la formacion de
la pared celular durante la division o desempenar un papel en la
replicacion del cromosoma y su distribucion a las células hijas.
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Figura 6. Mesosomas

b. Agregados de vesiculas esféricas, vesiculas aplanadas, o membranas
tubulares: Muchas bacterias poseen otros sistemas internos de membrana
mas evidentes diferentes de los mesosomas. Los plegamientos de la
membrana plasmdatica pueden ser extensos y complejos en bacterias
fotosintéticas, como las cianobacterias y las bacterias pUrpuras, o en
bacterias con una intensa actividad respiratoria, como las nitrificantes.
Pueden constituir agregados de vesiculas esféricas, vesiculas aplanadas,
o0 membranas tubulares.

Su funcion seria la de ofrecer una superficie amplia de membrana para

realizar una mayor y mas rdpida actividad metabdlica.

2.3La matriz citoplasmatica

La matriz citoplasmdtica es la sustancia situada entre la membrana
plasmatica y el nucleoide. La matriz estd compuesta fundamentalmente por
agua (casi el 70 % de la masa bacteriana es agua). La de las células
procariotas, a diferencia de la de eucariotas, carece de orgdnulos limitados
por una membrana unitaria. No posee rasgos distintivos en microfotografias
electronicas, pero a menudo esta compactada con ribosomas y se
encuentra muy organizada. Proteinas especificas se situan en lugares
particulares, como el polo celular y el punto donde Ia célula bacteriana se
divide; asi, aunque la bacteria carezca de un verdadero citoesqueleto, su
matriz citoplasmatica presenta un sistema proteico con esa funcién. La
membrana plasmatica y fodo el contenido interior se denomina protoplasto;
por tanto, la matriz citoplasmatica es una parte principal del protoplasto.

a. Cuerpos de inclusidn
Numerosos cuerpos de inclusion, granulos de material orgdnico o

inorgdnico, visibles a menudo con el microscopio de luz, se encuentran
en la matriz citoplasmatica. Estos cuerpos normalmente se utilizan como
reserva (p. ej., de compuestos de carbono, sustancias inorgdnicas, y de
energia), y también pueden reducir la presion osmadtica mediante |a
agregacion de moléculas en forma particulada.
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Algunos no estan rodeados por una membrana y permanecen libres en
el citoplasma ejem: granulos de polifosfato, cianoficina y de glucégeno.
Otros cuerpos de inclusion estan rodeados por una membrana no unitaria
de una sola capa de aproximadamente 2.0 a 4.0 nm de grosor. Ejemplos:
granulos de poli-p-hidroxibutirato (PHB) , algunos de glucogeno y de
azufre, carboxisomas y vacuolas de gas. La composicion de los cuerpos
de inclusion es variable.

Algunos son de naturaleza proteica, mientras que otros confienen lipidos.
Debido a que algunos cuerpos de inclusion se utilizan como cuerpos de
almacenamiento, su cantidad variard dependiendo del estado
nutfricional de la célula. Por ejemplo, los grdnulos de polifosfato
desaparecerdn en hdbitats acudticos en donde el fosfato sea limitante.

Cuerpos de inclusién orgdnicos:

e Los cuerpos de inclusion de glucégeno y de PHB: Son reservas de
carbono, que aportan material para obtener energia y realizar la
biosintesis.

e Granulos de cianoficina y carboxisomas estdn presentes en las
cianobacterias

e Vacvuola de gas: estd presente en muchas cianobacterias, asi como
en bacterias fotosintéticas purpuras y verdes. Estas bacterias flotan en
o cerca de la superficie, gracias a las vacuolas de gas que les
confieren flotabilidad
Las bacterias con vacuolas de gas pueden regular su flotabilidad
para permanecer en la profundidad necesaria para obtener una
infensidad de luz, concentracidon de oxigeno y niveles de nutrientes
adecuados. La bacteria desciende tras el colapso de las vesiculas, y
flotan hacia arriba cuando se forman ofras nuevas.

Cuerpos de inclusidn inorgdnicos:

e Grdnulos de polifosfato o granulos de volutina: ActUan como
reservas de fosfato, un componente importante de los
constituyentes celulares, como los dcidos nucleicos

e Granulos metacromaticos: En algunas células actian como reserva y
fuente de energia directa para reacciones quimicas.

e Granulos de azufre: Algunas bacterias acumulan también
temporalmente azufre en gréanulos.

Los cuerpos de inclusion inorgdnicos pueden utilizarse para otros
propdsitos diferentes al de reserva. Un excelente ejemplo es el de los
magnetosomas, utilizado por algunas bacterias para orientarse segin
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el campo magnético terrestre. Estos cuerpos de inclusion contienen
hierro en forma de magnetita

b. Ribosomas:
La matriz citoplasmdtica contiene numerosos ribosomas; éstos también

pueden enconftrarse adheridos débilmente a la membrana plasmdatica.

En microfotografias electronicas de pocos aumentos, los ribosomas
aparecen como particulas pequenas, sin caracteristicas distintivas, pero
son realmente objetos muy complejos, compuestos de proteinas y de
dcido ribonucleico (RNA).

Funcién: Son el lugar de la sintesis de proteinas. Los ribosomas de la matriz
citoplasmdtica sintetizan proteinas destinadas a permanecer dentro de
la célula, mientras que los ribosomas de la membrana plasmdtica
elaboran proteinas que son transportadas al exterior.

Composicion:

Los ribosomas en procariotas se denominan comunmente ribosomas 708,
y estdn constituidos por subunidades de 50S y de 30S (unidades
Svedberg).

Recuerde que los ribosomas de procariotas son mds pequenos que los de
eucariotas.

Los ribosomas de la matriz citoplasmatica de las células eucariotas son de
80S y con un didmetro de aproximadamente 22 nm. A pesar de las
diferencias generales en tamano, ambos ribosomas estdn compuestos
de forma similar, por una subunidad grande y ofra pequena.

La unidad Svedberg es la unidad del coeficiente de sedimentacion,
medida de la velocidad de sedimentacion en una centrifuga; cuanto
mayor sea la velocidad de desplazamiento de una particula al ser
centrifugada, mayor serd su valor Svedberg, o coeficiente de
sedimentacidn. Este coeficiente depende del peso molecular, volumen'y
forma de la particula. Las particulas mdas pesadas y compactas suelen
tener normalmente valores de coeficiente de sedimentaciéon o unidades
Svedberg superiores.
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2.4 El nucleoide

Probablemente, la diferencia mds caracteristica enfre organismos
procariotas y eucariotas es la forma de organizacion del material genético.
Las células eucariotas tienen dos 0 mds cromosomas dentro de un orgdnulo
delimitado por una membranag, el nucleo. Por el contario, las procariotas
carecen de un nucleo limitado por membrana.

El cromosoma procaridtico, casi siempre constituido por un Unico circulo de
doble cadena de dcido desoxirribonucleico (DNA), estd iregularmente
distribuido en una zona amplia denominada nucleoide (se emplean también
otros términos: cuerpo nuclear, cuerpo de cromatina, region nuclear).

Normalmente, los procariotas contienen un Unico anillo de doble hebra de
acido desoxirribonucleico (DNA), aunque algunos tienen un cromosoma
linear, y otros, mds de un cromosoma. Aungue el aspecto del nucleoide varia
segun el método de fijacion y fincién, a menudo se observan fibras en
microfotografias electronicas que probablemente se fraten de DNA. El
nucleoide es visible también con el microscopio dptico, después de tenir la
preparacion con la técnica de Feulgen, que reacciona especificamente con
DNA. Una célula puede tener mds de un nucleoide cuando se produce la
division celular, después de duplicarse el material genético.

Se han aislado nucleoides intactos vy libres de membranas. Andlisis quimicos
revelan que estdn compuestos por casi el 60 % de DNA, algo de RNA y una
pequena cantidad de proteinas.

Plasmidos

Numerosas bacterias poseen plasmidos, ademds de su cromosoma. Se trata
de moléculas circulares, de doble cadena de DNA, que pueden existir y
replicarse independientemente del cromosoma o pueden integrarse en este;
en _cualquier caso, son _heredados por las células hijas. Sin embargo, los
pldsmidos no estdn normalmente unidos a la membrana plasmdtica, por lo
que, a menudo, durante la division celular una de las células hijas no lo
adqguiere. Los pldsmidos no son necesarios para el crecimiento y la
mulfiplicacion del huésped, aunque pueden llevar genes que aportan a la
bacteria huésped una ventaja selectiva. Los genes plasmidicos pueden
conferir _a las bacterias resistencia a farmacos, nuevas capacidades
metabdlicas, transformarlas en patogenas o dotarlas de otras numerosas
propiedades. Frecuentemente, se produce lo que se denomina
dtransferencia horizontal de pldsmidos entre bacterias, facilitdndose que
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algunas caracteristicas se extiendan facilmente entre la poblacion
bacteriana, como por ejemplo la resistencia a farmacos.

La pared de las células procariotas

La pared celular es la capa, normalmente muy rigida, que se encuentra justo
por encima de la membrana plasmdtica. Es una de las partes mads
importantes de una célula procariota por varias razones. Salvo algunos
micoplasmas y algunas Archaeaq, la mayoria de las bacterias tienen una
fuerte pared que les da forma celular y protege de la lisis osmotica; tanto la
forma como la integridad de la pared celular se deben fundamentalmente
al peptidoglicano.

2.5.1 Funcién de la Pared Celular:

e Da la forma celular, la pared celular les confiere a las bacterias una forma
rigida

e Protege frente ala lisis osmética, la pared puede proteger a una célula frente
a sustancias toxicas y es el lugar de accion de varios anfibidticos.

e Papel en la patogénesis: La pared celular de muchos microorganismos
patdgenos tienen componentes que contribuyen a su patogenicidad.

Después de que Christian Gram desarrollase la fincion que lleva su nombre, en
1884, se comprobd que las bacterias podian clasificarse en dos grupos
principales, segun su respuesta a este método de fincion. Las bacterias Gram
positivas se tinen de color azul-morado, mientras que las Gram negativas
adquieren un color rosa a rojo. La diferencia estructural verdadera entre estos
dos grupos se puso de manifiesto con el desarrollo del microscopio electronico
de transmision.

La pared de una célula Gram positiva estd formada por una Unica capd
homogéneaq, de 20 a 80 nm de grosor, de peptidoglicano o mureing, situada por
encima de la membrana plasmadtica.

Por el confrario, la pared de la célula Gram negativa es bastante compleja.
Posee una capa de peptidoglicano (2-7 nm de grosor), rodeada por una
membrana externa (7-8 nm).

Precisamente debido a su gruesa capa de peptidoglicano la pared celular de
las bacterias Gram positivas es mas fuerte que la de las Gram negativas. En
ocasiones, los microbidlogos denominan envoltura o envoltura celular a todas las
estructuras exteriores; éstas incluyen la pared y estructuras como cdpsulas,
cuando existen.
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5. Pared celular de Procariotas

Bacteria Gram-positiva. Bacteria Gram-negativa
Capa gruesa de peptidogilicano (20- 80 nm ), Capa delgada de peptidoglicano (2-7 nm),
situada por encima de la membrana plasmatica rodeada por una membrana externa (7-8 nm).
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1-membrana citoplasmatica,
2-peptidoglicano
3-fosfolipidos

4-proteina periférica
5-acido lipoteicoico.

6. Acido Teicoico
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1-membrana citoplasmatica (membrana interna),
2-espacio periplasmatico

3-membrana externa,

4-fosfolipidos

5-peptidoglicano,

6-lipoproteina de Braun,
T-proteina periférica
8-lipopolisacaridos (LPS)
9-porinas.

Figura 7. Pared celular de bacterias Gram positivas y Gram negativas

Espacio Periplasmico

Con frecuencia, en microfotografias electronicas, se observa un espacio entre
la membrana plasmdatica y la membrana externa de bacterias Gram negativas,
y a menudo se puede observar un espacio similar, pero mds pequeno, entre la
membrana plasmdtica y la pared celular en bacterias Gram positivas. Este
espacio se denomina espacio peripldsmico.

Estudios recientes han demostrado que este espacio peripldsmico estd ocupado
por el entramado de peptidoglicano. Posiblemente, se trate de un espacio
ocupado por un gel, mdas que por un liquido. La sustancia que ocupa el espacio
periplasmico se denomina periplasma. Las celulas Gram positivas pueden
presentar un periplasma aun cuando carezcan de un espacio como tal.

Espacio peripldsmico en Gram Negativas

El espacio periplasmico se ubica entre la membrana plasmdatica y la membrana
externa de |la bacteria.

El tamano estimado del espacio peripldsmico varia de 1 nm hasta 71 nm..
Cuando las paredes celulares se rompen con cuidado o se exiraen sin alterar la
membrana plasmdtica subyacente, se liberan enzimas peripldsmicas y otras
proteinas.
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El espacio periplasmico de las bacterias Gram negativas contiene muchas proteinas
que participan en la captacién de nutrientes —p. ej., enzimas hidroliticas frente a dcidos
nucleicos y moléculas fosforiladas, y proteinas ligadoras que participan en el transporte
de sustancias hacia el interior de la célula. Las bacterias desnitrificadoras vy
quimiolitoautotrofas poseen a menudo proteinas transportadoras de electrones en su
periplasma. El espacio periplasmico contiene también enzimas que participan en la
sintesis del peptidoglicano y en la modificacion de compuestos toxicos que podrian
lesionar a la célula.

Espacio peripldsmico en Gram Positivas

Es posible que las bacterias Gram positivas no tengan un espacio peripladsmico tan
visible, ni tengan tantas proteinas peripldsmicas; mds bien, secretan varias enzimas, que
serian normalmente peripldsmicas en bacterias Gram negativas. Estas enzimas
secretadas se denominan a menudo exoenzimas. Algunas enzimas permanecen en el
periplasma asociadas a la membrana plasmdatica.

El dominio Archaea se diferencia de ofros procariotas por muchos motivos. Aunque
tintorialmente pueden ser tanto Gram positivas como Gram negativas, sus paredes
celulares son distintivas en cuanto a estructura y composicion quimica; carecen de
peptidoglicano y estdn constituidas por proteinas, glicoproteinas o polisacdridos. (Ver
mds adelante, Clase de Archaeaq)

Espacio periplasmatico:

Bacteria Gram-positiva.

Espacio entre la membrana plasmatica
y la pared celular (peptidoglicano)

Tamano: Mas delgado

= —
- m— 5

=

T

El espacio periplasmico en Gram (+) es
mas pequefio que las Gram (-)

©

Jococos coocoal

Jecooas o000
|
®

1-membrana citoplasmatica (membrana interna),

.. 9-peptidoglicano

Bacteria Gram-negativa

Espacio entre la membrana
plasmatica y la membrana externa

Tamano: Mas grueso (1-71 nm)
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,3-membrana externa,

Figura 8. Espacio peripldsmico de bacterias Gram positivas y Gram
negativas
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2.5.2 Composicién de la Pared Celular:
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Compuesta por peptidoglicano o mureina, polisacdridos, proteinas.

El peptidoglicano le confiere la forma y rigidez a la pared celular de las
bacterias.

Estructura del peptidoglicano

El peptidoglicano o mureina es un gran polimero compuesto por muchas
subunidades idénticas. El polimero contiene dos derivados de aziUcar, N-
acetilglucosamina y dcido  N-acetfimurdmico (éter lactiio de N-
acetilglucosamina) y varios aminodcidos, tres de los cuales — D-alanina, dcido
D-glutdmico, y acido meso-diaminopimélico (DAP) — no estdn presentes en las
proteinas.

La presencia de D-aminodcidos protege frente a la mayoria de peptidasas. La
subunidad de peptidoglicano que normalmente se encuentra en las bacterias
Gram negativas y muchas de las Gram positivas. El esqueleto de este polimero
estd constituido por residuos alternantes de N-acetilglucosamina (NAG) y acido
N-acetimurdmico (NAM). Una cadena peptidica de cuatro aminodcidos (D- vy L-
alternantes) estd conectada a un grupo carbodxilo del dcido N-acefilmurdmico
(NAM). Las bacterias Gram negativas sustituyen la Lisina de la tercera posicion
por otro diaminodcido, el dcido meso-diaminopimélico (DAP)

Gram-positivos Gram-negativos

L-Alanina L-Alanina

L-Lisina €Iy
D-Alanina

D-Alanina D-Alanina

D-Alanina

L-Alanina L-Alanina

n n

NAM: dcido N-acetilmuramico; NAG: N-acetilglicosamina; DAP: dcido diaminopimélico; Gli: glicina.

Figura 9. Pared celular de bacterias Gram positivas y Gram negativas
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Las cadenas de subunidades de pepfidoglicano estdn enfrecruzadas por sus
péptidos. A menudo, el grupo carboxilo de la D-alanina terminal de una mureina
estd conectado directamente al grupo amino del dcido diaminopimélico (DAP)
de una mureina de ofra cadena paralela, pero en otras ocasiones se puede
emplear en su lugar un interpuente peptidico. La mayoria de los peptidoglicanos
de las bacterias Gram negativas carece de este fipo de puente. Este
entrecruzamiento produce un saco de peptidoglicano de gran tamano, que
realmente es una malla densa, interconectada. Se han aislado estas mallas en
bacterias Gram positivas y son lo suficientemente fuertes como para mantener
su forma e integridad, aunque son eldsticos y pueden estirarse en cierto grado,
al contrario que la celulosa. También, deben ser porosos, para que puedan
atravesarlos las moléculas.

2.5.3 Pared celular de las bacterias Gram positivas

Normalmente, la gruesa pared celular de las bacterias Gram positivas estd
constituida principalmente por peptidoglicano, cuyas mureinas a menudo estan
entrelazadas por puentes peptidicos, este entrecruzamiento produce un saco de
pepftidoglicano de gran tamano y son lo suficientemente fuerte como para
mantener su forma e integridad

Presenta 2 clases de dcidos: dcidos teicoicos y lipoteicoicos.

a. Acidos Teicoicos

e Solamente se wune a la capa de
peptidoglicano mediante enlace covalente.  pying asociadam Acidos

e Se exftiende hasta la superficie del ala pared Teicoicos
peptidoglicano, y como estdn cargados
negativamente, confribuyen a dotar a la
pared celular de su carga negativa

e Los Acidos teicoicos no estdn presentes enlas
bacterias Gram negativas.

] Acidos
Lipoteicoicos

Peptidoglicano 1},
LR, | I
»

b. Acidos Lipoteicoicos e
RSN "ogiﬁ

Membrana

e Se une a los lipidos de la membrana o
Plasmatica

plasmatica.

e Se encuentran unidos a la membrana
plasmdtica, empotrados en la capa de
pepftidoglicano y se extienden hasta la superficie.
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e Por lo tanto, en las Gram (+); la pared celular se une a la membrana
citoplasmdtica mediante moléculas de dcido lipoteicoico

Las funciones de estas moléculas estdn todavia por aclarar, pero pueden ser
fundamentales para mantener la estructura de la pared.

2.5.4 Pared celular de las bacterias Gram negativas

Incluso una observacion rdpida revela que la pared celular de las bacterias
Gram negativas es mucho mds compleja que la de las Gram positivas, debido a
que presentan una membrana externa. La capa delgada de peptidoglicano,
proxima a la membrana plasmdatica no constituye mas del 5 al 10 % de todo el
peso de la pared

Membrana externa
La membrana externa estd situada por fuera de la capa fina de peptidoglicano.
Funciones de la membrana externa:

e Una de las funciones mdas importantes es servir como barrera protectora: Evita
o disminuye la entrada de sales biliares, antibidticos y ofras sustancias toxicas
que podrian destruir o lesionar a la bacteria.

e La membrana externa es incluso mas permeable que la plasmatica y permite
el paso de moléculas pequeinas, como glucosa y otros monosacdridos. Esto
se debe a la presencia de proteinas porinas. Se agrupan tres moléculas de
porina y se extienden a fravés de la membrana externa para formar un canal
estrecho a través del cual pueden pasar moléculas menores de 600 a 700
dalton. Moléculas mayores, como la vitamina B12, pueden tfransportarse a
través de la membrana externa mediante fransportadores especificos.

e La membrana externa evita la pérdida de constituyentes como las enzimas
peripldsmicas.
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a. Lipoproteina de Braun
La proteina de membrana mdas abundante es la GRAM NEGATIVAS

lipoproteina de Braun, una pequena lipoproteina 0 0 i ) o

(

. . . : 8
unida covalentemente al  peptidoglicano ¢ ... LPS
subyacente, e incluida en la membrana externa : é’ \ g’

-.‘- |‘ ‘\ u:

por su exiremo graso hidrofébico. La membrana
externa 'y el peptidoglicano estan tan
frmemente unidos por esta lipoproteina que
pueden aislarse como una unidad.

BavA "‘? > Lipido A
\ \. I\ l(y ”)

“4—— Lipoproteina de Braun

Pared celular

Membrana externa
A

+” Pepldoglucaro. .

b. Lipopolisacraidos (LPS):
Posiblemente, los constituyentes mds inusuales y caracteristicos de la membrana

externa sean sus lipopolisacaridos (LPS).

No existe una estructura de LPS universal, el LPS que mds se ha estudiado es el de
Salmonella typhimurium.

El LPS es importante por varias razones, ademds de las ya mencionadas de
defensa frente al huésped. Contribuye a la carga negativa de la superficie
bacteriana, ya que el polisacdrido central contiene normalmente azdcares
cargados y fosfato. El LPS facilita la estabilizacion de la estructura de la
membrana. Ademas, el lipido A es a menudo téxico, como consecuencia, el LPS
puede actuar como una endotoxina y causar algunos de los sintomas que se
desarrollan en las infecciones por bacterias Gram negativas.

La pared celular y proteccién osmoética

La pared celular es necesaria normalmente para proteger a las bacterias frente
a la destruccion por presion osmotica.

En hdbitat hipoténicos, los solutos estdn mucho mds concentrados en el
citoplasma bacteriano que en la mayoria de hdbitats microbianos. Durante la
osmosis, el agua se desplaza a través de membranas selectivamente
permeables, como |la membrana plasmdtica, desde soluciones diluidas
(concentracién mayor de agua) a soluciones mds concentfradas (concentracion
menor de agua). Por ello, el agua entra normalmente en las células bacterianas,
y la presion osmética puede alcanzar 20 atmdsferas (20 kg/cm?2).
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La membrana plasmdtica no podria soportar estas presiones v la célula se
hincharig, alterdndose fisicamente y destruyéndose, proceso denominado lisis,
sin la presencia de la pared, que resiste la hinchazon celular y la protege.

Por el confrario, en habitat hiperténicos los solutos estdn mds concentrados al
exterior de la célula, por ello, el agua fluye hacia fuera y el citoplasma se
contrae. Este fendmeno se denomina plasmélisis y es Ufil en la conservacion de
alimentos, pues muchos microorganismos no pueden crecer en alimentos
deshidratados. La importancia de |la pared celular en |la proteccidon bacteriana
frente a la lisis osmdtica se ha demostrado al tratarlas con lisozima o penicilina.
La enzima lisozima ataca al peptidoglicano, al hidrolizar el enlace que une el
dcido N-acetilmurdmico con el carbono cuatro de la N-acetilglucosamina.

La penicilina inhibe la sintesis del peptidoglicano. Si se incuban bacterias con
penicilina en una solucion isotonica, las bacterias Gram positivas se convierten
en protoplastos, sin pared celular, pero en medios isotdnicos pueden continuar
creciendo.

X : l4)>4
{
|

Figura 10. Formacion de protoplasto: Formacién de protoplasto inducida por incubacién con
penicilina en un medio isotdnico. La transferencia a un medio diluido (hipotdnico) producird su
lisis

Las células Gram negativas conservan la membrana externa después del
tratamiento con penicilina y se denominan esferoplastos porque conservan
parte de su pared celular. Los protoplastos y esferoplastos son osmoticamente
sensibles. Si se fransfieren a una solucion diluida se lisardn debido a la enfrada
descontrolada de agua.

Aunqgue la mayoria de las bacterias precisan de una pared celular intacta para
sobrevivir, algunas carecen de ella por completo. Por ejemplo, los micoplasmas
no la tienen, aunque pueden crecer en medios diluidos o ambientes terrestres
porgue su membrana plasmdtica es mds resistente de lo normal. Se desconoce
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la razén exacta de ello, aunque la presencia de esteroles en las membranas de
muchas especies puede ofrecer una resistencia anadida. Sin una pared celular
rigida, los micoplasmas tienden a ser pleomarficos, variables en cuanto a forma.

2.6 Componentes externos a la pared celular

Las bacterias fienen una variedad de estructuras fuera de la pared celular que
sirven para proteger a la célula, fijarla a objetos o permitir su desplazamiento. A
continuacion, se describen algunas de estas estructuras: Cdapsulas, uslimen,
capas S y pili, fimbriae y flagelo

a. Capsulas
Algunas bacterias poseen una capa de material fuera de la pared celular

llamada cdpsula.

Es una capa bien organizada, con limites o bordes definidos y unida frmemente
a la bacteria

La cdpsula es una capa rigida organizada en matriz impermeable que excluye
colorantes como la tinta china.. Generalmente contiene glicoproteinas y un gran
nUmero de polisacdridos.

Las cdpsulas son claramente visibles con el microscopio optico cuando se
emplean tinciones negativas o especiales para cdpsulas, pero se pueden
estudiar fambién con el microscopio electronico.

Aunqgue las cdpsulas no son necesarias para el crecimiento y multiplicacion
bacteriana en cultivos de laboratorio, confieren varias ventajas a las bacterias
cuando éstas crecen en su hdbitat normal.

Funciones:

e Las cdpsulas actuan como una cubierta protectora: ayudan a resistir la
fagocitosis por células fagociticas. Streptococcus pneumoniae es un ejemplo
cldsico. Cuando carece de cdpsula se destruye fdcimente y no causa
enfermedad, mienfras que la variante capsulada mata rdpidamente a
ratones infectados.

e La cdpsula contiene una gran cantidad de agua disponible en condiciones
adversas y puede proteger a las bacterias frente a la desecacion.

o Evita el ataque de los bacteriéfagos y la mayoria de los materiales téxicos
hidrofébicos, como detergentes.

e Permite la adhesion de la bacteria a las células del hospedador
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b. «Slimen
Es una capa de material difuso, no organizado, que se puede eliminar

facilmente.
El «slimen estn compuestos normalmente por polisacdridos.

Las bacterias deslizantes a menudo producen un «slime» que le ayuda en su
movilidad.

c. Glicocalix
Material polimérico extracelular producido por algunas bacterias

El glicocdlix se puede encontrar justo fuera de la pared celular de la bacteria. Es un material
extracelular que se deforma con facilidad, que no tiene limites definidos y que se une de
forma laxa a la bacteria

Al conftrario de la cdpsula, el glicocalix es una capa de material extracelular que se deforma
con facilidad, es incapaz de excluir particulas y no tiene un limite definido.

@ @
& |

Figura 11: 1. Bacteria con cdpsula. 2. Bacteria con glicocalix

Es una red de polisacdridos que se extiende desde la superficie de las bacterias
y ofras células (en este sentido, englobaria los términos cdapsula y «slimey).

Funciones:

e El glicocdlix puede ayudar a proteger a las bacterias contra los fagocitos.

e El glicocdlix tiene la propiedad de fijar agua, evitando que la célula se
seque.

e El glicocdlix ayuda también a las bacterias a fijarse a objetos sélidos en
medios acudticos, o a superficies tisulares en huéspedes vegetales y
animales.

e También ayuda a la formacién de biopeliculas, como por ejemplo, las
capas que se forman sobre superficies inertes tales como dientes o rocas.

d.Capa $
La capa S (capa superficial) es la parte mds externa de la envoltura celular

bacteriana presente en muchas bacterias y en la mayoria de las arqueas. Consiste en una
capa superficial de estructura cristalina bidimensional y monomolecular integrada
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por profeinas o glicoproteinas, que se autoensambla rodeando toda la superficie de la
célula.

Muchas bacterias Gram positivas y Gram negativas tienen una capa
regularmente estructurada, denominada capa $, sobre su superficie. Las capas
S son también comunes en Archaeaq, en las que pueden constituir la Unica
estructura de pared, fuera de la membrana plasmdtica. La capa S estd
compuesta por proteinas y glicoprotfeinas. En las bacterias Gram negativas, la
capa S se adhiere directamente a la membrana externa; en las Gram positivas,
estd asociada con la superficie del peptidoglicano.

Cuerpos de
Nucleoide Ribosoma inclusién Céapsula

\ -—— e e e :
N s ....}. 5=
|
] Membrana Pared
Capa S plasmatica celular

" Flagelo

Figura 12. En Gram positivas, capa S estd asociada con la superficie del
peptidoglicano

Puesto que para muchas bacterias la capa S es la parte mds externa que interaciona con
el ambiente, sus funciones son muy diversas y varian dependiendo de la especie

Funciones:

e Proteccion contra bacteridfagos y la fagocitosis: protege a algunos agentes
patdgenos frente al ataque del complemento y de la fagocitosis,
contribuyendo con ello a su virulencia.

e Puede proteger a la célula frente a fluctuaciones idnicas y de pH (da
resistencia frente a pH dcidos), estrés osmaotico, enzimas liticas, o frente a la
bacteria depredadora Bdellovibrio.

e Puede facilitar la adhesion a superficies.

e Estabilizacidon de membrana: Ayuda a mantener la forma y rigidez de la
envoltura en, al menos, algunas células bacterianas.

e. Fimbriae:
Es un apéndice proteinico presente en muchas bacterias, mds delgado, fino y

corto que un flagelo y que, normalmente, no participan en la movilidad celular.
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Se denominan en plural: fimbriae y en singular: fimbria.

Aparecen como fubos delgados, compuestos por subunidades de proteinas
organizadas helicoidalmente, estos apéndices oscilan entre 3-10 nm de didmetro
y hasta varios um de largo y corresponden a evaginaciones de la membrana
citoplasmdtica que asoman al exterior a fravés de los poros de la pared celulary
la cdpsula.

Las fimbriae pueden estar repartidas uniformemente por toda la superficie de la
célula o estdr situadas solo en los polos. Las fimbriae se encuentran tanto en las
bacterias Gram-negativas como Gram-positivas

El término Fimbria se suele reservar para los pelos cortos que utilizan las bacterias
para adherirse a las superficies

Funcion:

e Las fimbrias son utilizadas por las bacterias para adherirse a las superficies, unas a otras,
o alas células animales

e Algunos tipos de fimbriae fijan las bacterias a superficies sélidas, como rocas
en riachuelos

e Enmuchas bacterias, las fimbrias son necesarias para la colonizaciéon durante el proceso
de infeccién o para iniciar la formacidn de una biopelicula.

f.Pili:
Son estructuras en forma de pelo, mds cortas y finas que los flagelos que se encuentran en
la superficie de muchas bacterias. Los pili corresponden a la membrana citoplasmdatica a
fravés de los poros de la pared celular y la cdpsula que asoman al exterior.

Se denominan en plural: pili y en singular: pilus.

Los pili son apéndices de aproximadamente 1 a 10 por célula, que se diferencian
de las fimbriae por lo siguiente:

Los pili sexuales son mdas anchos que las fimbriae (aproximadamente, de 9 a 10
nm de didmetro), estdn determinados genéticamente por factores sexuales o
pladsmidos conjugativos, y son necesarios para la conjugacion bacteriana.
Algunos virus bacterianos se fijan especificamente a receptores en los pili
sexuales al comienzo de su ciclo de multiplicacion.

Pili sexual

Pili sexual, suele referir a los pelos ligeramente mds largos que se utilizan en la
conjugacion bacteriana para fransferir material genético desde la célula
donadora hasta la receptora y a veces en el desplazamiento.
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Un pilus sexual interconecta dos bacterias de la misma especie o de especie
diferente construyendo un puente enfre ambos citoplasmas. Esto permite la
transferencia de pldsmidos entre las bacterias. El intercambio de pldsmidos
puede anadir nuevas caracteristicas a la bacteria

Durante la conjugacion bacteriana, un pilus sale de la bacteria donante y se une
a la bacteria receptora, desencadenando la formacidén de un puente de
apareamiento que interconecta los citoplasmas de las dos bacterias a través de
un poro controlado. Este poro permite la transferencia de ADN bacteriano. A
través de este mecanismo de fransformacién genética, nuevas caracteristicas
ventajosas para la supervivencia pueden fransferirse entre bacterias, incluso
pertenecientes a especies diferentes. Sin embargo, no todas las bacterias tienen
la capacidad de crear pili.

ADN cromosémico Plasmido movil ADN cromosémico

RelaxosomaTransferosoma

Plasmido movil Plasmido movil
Pilus

Antiguo donante Nuevo donante

Figura 13. Conjugacion bacteriana: 1-La célula donante genera un pilus. 2-El pilus se une a la célula
receptora y ambas células se aproximan. 3-El pladsmido maévil se desarma y una de las cadenas de
ADN es transferida a la célula receptora. 4-Ambas células sintetizan la segunda cadena y regeneran
un pldsmido completo. Ademds, ambas células generan nuevos pili y son ahora viables como
donantes.

Pili para el movimiento

Algunos pili, clasificados como pili de fipo IV, generan fuerzas moviles. El
extremo del pilus se adhiere al sustrato sélido u otra bacteria, y la posterior
contraccion del pilus desplaza la bacteria hacia delante, de forma no muy
diferente a la de un gancho de agarre. El movimiento producido por el pilus de
tipo IV suele ser a "tirones", en confraste con otras formas de movilidad
bacteriana, como por ejemplo, la realizada por flagelos.
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g. Flagelos
El flagelo bacteriono es una estructura filamentosa que sirve para impulsar

la célula bacteriana.

La mayoria de las bacterias moviles se desplazan mediante flagelos, apéndices
locomotores en forma de hilos que se extienden hacia fuera de la membrana
plasmdatica y de la pared celular. Los flagelos son tan delgados que no pueden
observarse directamente con un microscopio de campo claro, sino que deben
tenirse con técnicas especiales para aumentar su grosor. La estructura detallada
de un flagelo puede verse solamente con el microscopio electronico.

Las especies bacterianas difieren a menudo claramente por sus modelos de
distribucion de flagelos.

Las bacterias monotricas (frichous significa

. . . . Monotri
pelo) tienen solo un flagelo; si se situa al final, se ( ) enoeas
denomina flagelo polar. ¢ ) Lofotricas

¢ ) Anfitricas

Las bacterias lofotricas (lopho significa ‘
mechdn) poseen un grupo de flagelos en uno . ) Peritricas
O ambos extremos.

Las bacterias anfitricas (amphi significa en ambos lados) tienen un Unico flagelo
en cada polo.

Las bacterias peritricas (peri significa alrededor), los flagelos se distribuyen
bastante uniformemente sobre toda la superficie

Figura 14. Disfribucion de
flagelos

Los modelos de distribucion de los flagelos son muy Utiles para identificar las
bacterias.
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2.7 Otras esructuras de los procariotas
Endospora bacteriana

Diversas bacterias Gram positivas pueden formar una estructura latente, de
especial resistencia, denominada endospora. Las endosporas se desarrollan
dentfro de células bacterianas vegetativas de tan solo algunos géneros como:
Bacillus y Clostridium (bacilos), y Sporosarcina (cocos).

Estas estructuras son extraordinariamente resistentes a situaciones estresantes
ambientales, como calor, radiacion ultravioleta, desinfectantes quimicos y
desecacion. De hecho, algunas endosporas han permanecido viables durante
unos 100 000 anos, habiéndose recuperado vivas endosporas de actinomicetos
(que no son auténticas endosporas), después de haber estado enterradas en el
barro durante 7500 anos.

Debido a su resistencia y al hecho de que varias especies de bacterias
formadoras de endosporas son agentes patdgenos peligrosos, las endosporas
tienen una gran importancia en microbiologia alimentaria, industrial y médica.
Las endosporas sobreviven a menudo la coccidn durante una o mdas horas; por
ello, hay que emplear autoclaves para esterilizar muchos materiales.

Como las bacterias producen estas entidades infrincadas de una manera muy
organizada, en pocas horas, la formacion de endosporas es un tema muy
conveniente parainvestigar la construccion de estructuras bioldgicas complejas.
En el ambiente, las endosporas permiten la supervivencia de las bacterias
cuando la humedad o los nutrientes son escasos.

Las endosporas se pueden examinar con los microscopios Optico y electronico.
Como las endosporas son impermeables a la mayoria de los colorantes, a
menudo se observan como dreas incoloras en bacterias fratadas con azul de
metileno y otros colorantes; se han utilizado finciones especiales para
endosporas con el fin de poder verlas mejor.

La situacion de la endospora en la célula madre, o esporangio, difiere
frecuentemente seguin la especie, teniendo por ello un valor considerable en la
identificacion.

a) Endospora central: Endosporas situadas centralmente

b) Endospora Subterminal: Situada cerca de un extremo

c) Endospora Terminal: Situada en el extremo

d) Endospora Terminal con esporangio hinchado: A menudo, una endospora
es tan grande que hincha el esporangio.
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Figura 3.40 Ejemplos de localizacion y tamano de endosporas.

(a) Endospora central. (b) Endospora subterminal. (¢) Endospora
terminal. (d) Endospora terminal con esporangio hinchado

Figura 15. Localizacion y tamano de esporas.

AUN no se ha determinado con precision por qué la endospora es tan resistente
al calor y a otros agentes letales, aunque se dispone de algunos datos muy
sugerentes. Por ejemplo, tanto como el 15 % del peso seco de la endospora
consiste en acido dipicolinico formando complejos con iones de calcio en el
protoplasto. Desde hace mucho tiempo se ha creido que el dcido dipicolinico
era responsable directo de la resistencia al calor de las endosporas, aunque
recientemente se han aislado mutantes termorresistentes que carecen de dcido
dipicolinico.

La formacion de endosporas, esporogénesis o esporulacion, comienza
normalmente cuando cesa el crecimiento debido a una falta de nutrientes. Se
trata de un proceso complejo y puede dividirse en varias fases.
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Cytoplasmic

Fase I: Primero se forma un filamento axial de cotyat memTane
. . ODNA is replicated. .
material nuclear. DNA es replicado.

&3 oA aligns along
the cell’s long axis.

Fase I: DNA se alinea alo largo del eje de la célula

E) Cytoplasmic membrane
invaginates to form
forespore.

Fase lll: Plegamiento interno de la membrana
celular para englobar una de las hebras de DNA,

e ) Cytoplasmic membrane
formdandose el septo de la pre espora grows and enguits

forespore within a
second membrane
Vegetative cell's DNA
disintegrates.

B3 A cortex of caldum and
dipicolinic acid is

Fase IV: La membrana continla creciendo y deposited between
engloba a la endospora inmadura con una
segunda membrana B spore coat forms

around endospore.

=— Outer
spore coat

€2 endospore matures

Fase V: Se elabora el cértex en el espacio situado ;:p'da"lb
to heat and chemicals Yy

entre las dos membranas, donde se acumulan unknenn process

tanto calcio como dcido dipicolinico. W rdopors fe eleased trom

Endospore

Outer
spore coat

Fase VI: Después, se forman las cubiertas de proteinas

Fase VII: Madura la endospora, completa su capa de espora e incrementa su
resistencia al calor y a quimicos.

Fase VII: Finalmente, las enzimas liticas destruyen el esporangio liberando la
endospora.

La esporulaciéon precisa solamente de 10 horas en Bacillus megaterium.
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RESUMEN

1. Las bacterias pueden ser de formas esféricas (cocos), bastones (bacilos), espirales o
flamentosas, forman yemas o apéndices, o incluso no tienen una forma caracteristica
definida (pleomaérficas)

2. Las células bacterianas pueden permanecer juntas después de dividirse para formar
pares, cadenas y racimos de varios famanos y formas.

3. Todas las bacterias son procariotas y mucho mds sencillas que las eucariotas. La Tabla 1
resume las principales funciones de las estructuras de la célula bacteriana.

4. La membrana plasmdatica y otras membranas (membrana externa de las Gram
negativas) estdn formadas por una capa doble de lipidos, en la que estdn incluidas las
proteinas integrales y periféricas. Las proteinas periféricas estdn mds débilmente unidas a
las membranas (Figura 5 )

5. La membrana plasmdtica puede invaginarse para formar algunas estructuras simples,
como los sistemas de membrana que contienen los sistemas respiratorios y fotosintéticos
y posiblemente los mesosomas. (Figura 6)

6. La matriz citoplasmatica contiene los cuerpos de inclusidon y los ribosomas (70 S)

7. El material genético (Unico circulo de doble cadena de ADN) se localiza en un drea
denominada nucleoide, que no estd cubierto por una membrana

8. La mayoria de las bacterias tienen una pared celular por fuera de la membrana
citoplasmdtica para darles forma y protegerlas frente a la lisis osmbtica.

9. Algunas bacterias como los micoplasmas, carecen de pared celular

10. Las pared celular de las bacterianas son quimicamente complejas y contienen
peptidoglicano o mureina

11. Las bacterias pueden clasificarse como Gram positivas o Gram negativas, segun las
diferencias en la estructura de la pared celular y su respuesta a la tincién Gram (Figura 7)

12. Las paredes de las bacterias Gram positivas tiene capas gruesas y homogéneas de
peptidoglicano, y presenta acidos teicoicos vy lipoteicoicos. Por el contrario, las baterias
Gram negativas tienen una capa fina de peptidoglicano rodeada por una membrana
externa que contiene Lipopolisacdridos (LPS) y Lipoproteina de Braun (Figura 7)

13. Estructuras como la capsula, fimbriae y pili sexuales se localizan por fuera de la pared
celular.

14. Muchas bacterias son maéviles, gracias orgdnulos locomotores como los flagelos y pili
para el movimiento.

15. Las especies bacterianas difieren en el nimero y disposicién de sus flagelos.

16. Algunas bacterias sobreviven a condiciones ambientales adversas formando
endosporas, estructuras latentes que son resistentes al calor, desecacion y a muchas
sustancias quimicas.
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V. ACTIVIDADES DE APRENDIZAJE

1. 5Cudl es la clasificacion mds reciente que se emplea para el estudio de
los microorganismos? 3En que se basa esta clasificacion?

2. sCudles son las diferencias de una célula procarionte y una célula
eucarionte?

3. Describa brevemente: capsula, glicocalix y capa S. y 3Cudles son sus

funciones?e

Distinga entre fimbriae y pili sexuales y explique la funcidon de cada uno.

Dibuje los modelos de distribucion flagelar de procariotas

Describa con detalle la composicion y la estructura del peptidoglicano, y

de la pared celular de las bacterias Gram positivas y Gram negativas.

Incluya diagramas con leyendas en la respuesta.

7. Expligue el papel de la pared celular como protectora frente a la lisis
osmdtica, y como puede demostrarse experimentalmente.

8. 3Qué son los protoplastos y esferoplastos?

9. sQué clases de cuerpos de inclusion poseen los procariotase 3Cudles son
sus funciones?

10. 5Qué es una vacuola de gas? Explique su estructura y funcion.

o O
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