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PRESENTACION

Este manual de practicas de laboratorio cubre el programa de estudios de la Unidad de
Ensefianza Aprendizaje (UEA) de “Microbiologia” del area de formacién basica de la Licenciatura
en Ingenieria Biolégica de la Universidad Auténoma Metropolitana, Unidad Cuajimalpa.
Numerosos procesos Yy tecnologias derivadas de la Ingenieria Biolégica involucran
microorganismos, algunos de sus componentes o productos de su metabolismo, por lo que
este manual integra conocimientos practicos basicos para el estudio de microorganismos de
manera segura y eficiente.

Las practicas aqui descritas contemplan el empleo de material, medios de cultivo y equipos
basicos utilizado en los laboratorios de microbiologia, asi como la realizacién de experimentos
sencillos que ilustran el buen manejo de los microorganismos. Los temas abordados en el
manual incluyen la microscopia éptica, esterilizacién, preparacién de medios de cultivo, técnica
aséptica, inoculaciéon y aislamiento en medio sélido, tincién de Gram, recuento de bacterias en
placa, turbidimetria, curva de crecimiento, pruebas bioquimicas, antimicrobianos, observacién
de hongos filamentosos y columna de Winogradsky. Si bien la practica de Winogradsky es la
ultima de este manual, se recomienda iniciar con ella para dejar tiempo suficiente a lo largo del
trimestre para que se establezcan las diferentes zonas de crecimiento estratificadas en funcién
de la concentracion de oxigeno en las columnas.

Cada practica contiene los siguientes apartados:

* [Introduccién: se presentan algunos antecedentes bdasicos para el posterior entendimiento
y desarrollo del tema.

= Materiales, reactivos y equipo: se enlistan los materiales, reactivos y equipos necesarios
para realizar la practica (cantidades por equipo).

» Métodos: se explica paso a paso como llevar a cabo el experimento.

» Resultados: orienta acerca de lo que hay que observar, calcular, reportar y cémo presentar
los datos.

= Discusion: se enlistan preguntas especificas que permitiran un mejor analisis y discusién
de los resultados obtenidos en el reporte de Practica que entregaran los alumnos.

= Cuestionario: se enlistan preguntas generales para ampliar el tema de la practica. Las
respuestas deberdn ser incluidas en el reporte después de la Discusion de los resultados.

Durante las sesiones, el profesor deberd estar disponible para resolver dudas acerca del
desarrollo de las Practicas, guiar los alumnos en la interpretacién de los resultados vy
profundizar la informacién necesaria para discutir los resultados y contestar las preguntas del
cuestionario.



Los reportes deberan incluir un marco teérico, describir de manera concisa los experimentos
que se llevaron a cabo y los resultados obtenidos, asi como discutir los resultados y responder
las preguntas del cuestionario. Los requisitos detallados y el formato de los reportes seran
indicados por el profesor durante la primera sesion de laboratorio.

Es responsabilidad de los alumnos anotar los detalles del desarrollo de las Practicas y los
resultados obtenidos en una bitacora.

La metodologia utilizada en ocasiones es especifica para el equipo disponible en nuestro
laboratorio, pero cualquiera de estos experimentos puede ser optimizado para equipos
similares, para ampliar las sesiones prdacticas de otras UEAs de la UAM, asi como en cursos de
Microbiologia general de otras universidades.



INSTRUCCIONES GENERALES EN EL LABORATORIO DE
MICROBIOLOGIA

Para el desarrollo de las practicas es conveniente tener en cuenta algunas normas elementales
que deben respetarse para la seguridad del estudiante y su entorno.

10.

11.

12.
13.
14.

15.
16.

No introducir alimentos ni bebidas al laboratorio.
Se debera lavar meticulosamente las manos con jabén y agua antes de salir del laboratorio.

Se debe de recoger el cabello largo para trabajar en el laboratorio, asi como tener las ufas
cortas, limpias y sin esmalte.

No se admitirdan visitas que distraigan la atencién y pongan en riesgo la seguridad en el
trabajo que se realiza.

Usar bata blanca bien abotonada.

No sacar del laboratorio ninglin equipo, medios o cultivos microbianos (a menos que el
profesor indique lo contrario).

Evitar la acumulacion sobre la mesa de trabajo de objetos no relacionados con la practica
de laboratorio.

Colocar todos los objetos personales (libros, mochilas, etc.) debajo de la mesa de trabajo.

Antes del dia de la practica, debe leerse detenidamente para adquirir una idea clara de su
objetivo, fundamento vy técnica. Los resultados deben ser siempre anotados
cuidadosamente en una bitacora apenas se conozcan.

El orden y limpieza deben persistir en todas las practicas de laboratorio. En consecuencia,
al término de cada sesién practica se procedera a limpiar cuidadosamente el material que
se ha utilizado.

Es necesario limpiar la mesa de trabajo antes y después de cada practica con alcohol y
finalmente agua.

Cada equipo sera responsable de su zona de trabajo y de su material.
Utilizar guantes, lentes, pinzas y propipetas cuando se requiera, para prevenir accidentes.

Antes de utilizar un compuesto quimico, se debe revisar su etiqueta para asegurarse de
que es el que se necesita y de los posibles riesgos de manipulacién, en particular verificar
si se debe manipular dentro de campanas de extraccion. No devolver nunca a los frascos
de origen los sobrantes de los productos utilizados sin consultar con el profesor.

No tocar con las manos, y menos con la boca, los productos quimicos.

Todo el material, especialmente los aparatos delicados, como lupas y microscopios, deben
manejarse con cuidado evitando los golpes o forzar sus mecanismos.



17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

Las pipetas se usaran con una propipeta en su extremo superior para regular la caida de
liguido. Nunca pipetear con la boca.

Los productos inflamables (gases, alcohol, éter, etc.) deben mantenerse alejados de las
llamas de los mecheros. Si hay que calentar tubos de ensayo con estos productos, se hard a
bafio Maria, nunca directamente a la flama. Si se manejan mecheros de gas se debe tener
cuidado de cerrar las llaves de paso al apagar la flama.

Cuando se manejen productos corrosivos (como acidos) debera hacerse con cuidado para
evitar que salpiquen el cuerpo o las ropas. Nunca se verteran bruscamente en los tubos de
ensayo, sino que se dejaran resbalar suavemente por su pared.

Cuando se quiera diluir un acido, nunca se debe echar agua sobre ellos; al contrario: acido
sobre el agua.

Cuando se vierta un producto liquido, el frasco que lo contiene se inclinara de forma que la
etiqueta quede en la parte superior para evitar que si escurre liquido se deteriore dicha
etiqueta y no se pueda identificar el contenido del frasco.

Los medios inoculados deben colocarse en las camaras de cultivo con su identificacion
respectiva, ej.: numero de equipo, fecha, nombre del medio, naturaleza del espécimen o
sustrato del cual se aisla.

En caso de accidentes, si se trata de una herida punzocortantes deberan lavarse
inmediatamente la herida con agua corriente y jabon, secarse y aplicar algin antiséptico.
En caso de quemaduras debe aplicarse sobre la lesion una pomada.

Durante las Practicas, los alumnos deberan colocar los materiales de desecho bioldgico y
objetos contaminados en recipientes habilitados y lugares apropiados como lo indique el
profesor. Al final de las sesiones, los alumnos deberan seguir las instrucciones del profesor
para la descontaminacion, tratamiento, desecho y lavado de los materiales y objetos
contaminados. A continuacién, se indican algunas pautas generales:

= Utilizar guantes para manipular los desechos.

* Los cultivos y sobrenadantes de cultivos seran recogidos en un recipiente que
contenga una solucién de hipoclorito sodico recién preparada antes de ser
eliminados por los desagiies.

* Las pipetas de vidrio, matraces, tubos, tapas, porta-objetos y otros materiales de
vidrio contaminados, deberan ser enjuagados con hipoclorito sédico antes de ser
lavados.

* Los cultivos en medios solidos serdan recogidos en bolsas de plastico especiales para
posteriormente ser esterilizados y descartados.

* Los materiales de plastico desechables contaminados como puntas de micropipetas,
tubos, tapas y otros, deberdn ser colocados en bolsas de plastico especiales para
posteriormente ser esterilizados y descartados.



* Los materiales de vidrio desechables como cubre-objetos y pipetas Pasteur deberan
ser enjuagados con hipoclorito sdédico antes de ser desechados en contenedores
especiales.

25. Los restos de colorantes deben ser vertidos en los bidones de residuos toxicos.
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LISTA DEL MATERIAL QUE CADA EQUIPO NECESITA ADQUIRIR PARA
LAS SESIONES PRACTICAS

caja de guantes

tapabocas (individual)

rollo de papel aluminio

franela y jerga delgada

rollo de toallas de cocina

plumén negro indeleble punto fino (individual)

cinta masking tape

tijeras

encendedor

paquete de algoddn

paguete de gasas

bote de plastico para desechos (0.5 -1 L)
1 caja de palillos
10 ampolletas de agua inyectable de 1 mL
1 bata (individual)

1
1
1
1
1
1
1 plumén negro indeleble punto medio (individual)
1
1
1
1
1
1
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PRACTICA 1 - OBSERVACION DE MICROORGANISMOS EN CULTIVOS Y
MUESTRAS AMBIENTALES MEDIANTE MICROSCOPIA OPTICA

INTRODUCCION

La invencién del microscopio en el siglo XVII permitié por primera vez la observacién de los
microorganismos, ya que sus dimensiones no nos permiten observarlos a simple vista (Fig. 1.1).
El uso de este dispositivo es indispensable para el estudio de la morfologia y estructura de los
microorganismos, asi como su reaccion a diferentes colorantes, lo cual junto con otros
criterios, permitird su identificaciéon. Todos los microscopios utilizan lentes para aumentar
varias veces el tamafio real de la imagen observada y asi poder distinguir diferentes estructuras.

Escherichia coli

Lactococcus lactis

Staphylococcus aureus

Glébulo rojo \k
Spirillum sp.

&~ Virus del ébola

2.5um

Saccharomyces cerevisiae Pseudoanabaena

Figura 1.1. Tamano de los microorganismos.

Existe una gran variedad de microscopios que, segun la fuente de iluminacion utilizada, se
agrupan en:

= Microscopios 6pticos: La fuente de iluminacién es la luz. También se les conoce como
microscopios de luz o compuestos, porque constan de dos series de lentes, oculares vy
objetivos, para formar una imagen. Existen varios tipos de microscopios compuestos: de
campo claro, campo oscuro, contraste de fases, interferencia y fluorescencia. El microscopio
de campo claro, el que usaremos en esta practica, es el mas utilizado y se llama asi porque
forma una imagen oscura sobre un fondo claro.

= Microscopios electrénicos: La fuente de iluminacién es un haz de electrones y las lentes son
electroimanes. Existen dos tipos: de transmision y de barrido.

En el microscopio 6ptico de campo claro, la luz procedente de la muestra iluminada se enfoca

12



con uno de los cuatro objetivos, creando dentro del microscopio una imagen aumentada. El
ocular aumenta todavia mas esta primera imagen (Fig. 1.2). El aumento total se calcula
multiplicando los aumentos del objetivo y del ocular. Por ejemplo, si se utiliza un objetivo 40x
con un ocular 10x, el aumento total de la muestra serd 400x. El aumento dependera de las
lentes y podrd incrementarse casi sin limite, sin embargo, la resolucién, que depende de las
propiedades fisicas de la luz, es la que marca los limites de un microscopio, que en el
microscopio compuesto es de 0.2 micrometros.

( : ) . ( b) :/ri‘;zifi:ada

Ojo

Oculares

400x

-~

Revélver

Objetivos

Pinzas

Platina VAR

Condensador

40x Objetivo

Control de Tornillo #O Muestra
intensidad macrométrico
de luz

Tornillo < Condensador

micrométrico
Fuente

de luz Base

Fuente de luz

Figura 1.2. El microscopio 6ptico compuesto. a) Componentes del microscopio éptico
compuesto; b) Trayectoria de la luz a través del microscopio compuesto.

OBJETIVOS

Que el alumno conozca las partes del microscopio optico y los principios basicos para lograr
observaciones de microorganismos de preparaciones frescas a partir de diferentes muestras
ambientales, utilizando diferentes aumentos.
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MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPO

1.- Equipo

= Microscopio dptico (1 por equipo)
= Campana de flujo laminar (1 por grupo)

2.- Materiales y reactivos
a) Proporcionados por el profesor
= Cultivos liquidos y sélidos de levaduras, hongos, micro-algas para cada equipo
b) Proporcionados por los alumnos (por equipo)

= 1 encendedor

= 1 plumdn negro indeleble punto fino

= 1 rollo de toallas absorbentes

= Agua inyectable (al menos 10 mL)

= Al menos 3 muestras ambientales: suelo, agua de charca, yogurt, fruta contaminada,
pan con moho, células epiteliales de la boca, etc.

¢) Solicitados al laboratorista

Los materiales y reactivos descritos a continuacién son por equipo (considerando 4 a 5 alumnos
por equipo), salvo que se indique que es por grupo (considerando grupos de 25 alumnos
maximo).

= 1 mechero o 1 lampara de alcohol

= 10 portaobjetos

= 10 cubreobjetos

= 1 frasco gotero con aceite de inmersion
= 1 hoja de papel seda

= 10 pipetas Pasteur estériles

= 1 bulbo para pipetas Pasteur

= 1 asa de siembra

= 3 pisetas (agua destilada, etanol, cloro)

14



METODOS

1.- Manejo del microscopio 6ptico

Procedimiento:

10.

Transportar el microscopio sujetdndolo del brazo con ambas manos, colocarlo en una
mesa firme y limpiar las lentes con papel seda.

Enchufar el microscopio al transformador y éste a la red. Siempre que no se esté
observando por el microscopio hay que apagar la luz.

Los portaobjetos y cubreobjetos deben estar limpios y libres de grasa. Lavarlos con
detergente y posteriormente con alcohol. Secarlos con una toalla de papel. Marcar cada
portaobjeto a ser utilizado con el nombre del microorganismo o muestra a observar.

Colocar la preparacion sobre la platina de modo que la estructura a observar quede en
el orificio central. Subir la platina con el tornillo macrométrico, mirando la preparacion
desde fuera hasta alcanzar el tope superior para no tocar la preparacién con los
objetivos.

Enfocar con el objetivo de menor aumento (10x) para facilitar el hallazgo de
estructuras importantes. Mirando por los oculares, bajar lentamente la platina con el
tornillo macrométrico hasta conseguir ver el objeto a observar lo mas nitido posible.
Ajustar el enfoque con el tornillo micrométrico hasta verlo claramente. Para mejorar la
nitidez de la imagen, disminuir la intensidad de la luz cerrando el diafragma de la
[Ampara.

Para observar otros campos en la misma preparacion, mover los tornillos de la platina
suavemente hacia el campo deseado, siempre observando por el ocular para ubicar
campos visuales que pudieran ser interesantes.

Para observar la preparacién con mayores aumentos, cambiar de objetivo con un
simple giro del revélver, sin mover en ningun caso el tornillo macrométrico, y corregir
con el tornillo micrométrico.

Para utilizar el objetivo de 100x, que es el de mayor aumento, colocar una gota de
aceite de inmersidn en el centro de la preparacién sobre el porta-objeto antes de girar
el revolver.

Para cambiar de preparacidn, bajar la platina con el tornillo macrométrico, colocar el
objetivo de menor aumento y quitar la preparacién. Limpiar con papel seda la lente del
objetivo de 100x y colocar la siguiente preparacién siguiendo las indicaciones
anteriores.

Para desconectar el microscopio, primero asegurarse de quitar la preparacion, solo
limpiar la lente del 100x con papel seda y, en caso necesario, la platina. Apagar y

15



desenchufar el transformador de la red, tapar el microscopio con su funda y
transportarlo sujetdndolo del brazo con ambas manos.

2.— Observacion de cultivos en fresco

Procedimiento:

1. En condiciones de asepsia, tomar una alicuota de la muestra con ayuda de una pipeta
Pasteur para los cultivos liquidos o con un asa de siembra flameada para los cultivos
sélidos.

2. Depositar una pequefia gota de la muestra en el centro de un portaobjetos LIMPIO en
el caso de cultivos liquidos y, en el caso de cultivos sdélidos, colocar primero una gota
de agua estéril en el centro del portaobjetos y mezclar la muestra con el agua con
ayuda del asa de siembra.

3. Colocar un cubreobjetos LIMPIO sobre la gota e inmediatamente llevar la muestra al
microscopio para su observacién, segun se indica arriba.

3.- Observacion de muestras ambientales en fresco

Procedimiento:

1. En condiciones de asepsia, tomar una alicuota de muestra con ayuda de una pipeta
Pasteur para las muestras liquidas o con un asa de siembra flameada para las muestras
sélidas. En el caso del suelo, diluir 1g de suelo en 9 mL de agua estéril y tomar una
alicuota de liquido.

2. Depositar una pequefia gota de la muestra en el centro de un portaobjetos LIMPIO en
el caso de cultivos liquidos. En el caso de cultivos sélidos, colocar primero una gota de
agua estéril en el centro del portaobjetos y mezclar la muestra con el agua con ayuda
del asa de siembra.

3. Colocar un cubreobjetos LIMPIO sobre la gota e inmediatamente llevarlo al microscopio
para su observacién, segun se indica arriba.

RESULTADOS

Reportar las observaciones de las preparaciones en fresco y anotar los datos importantes de la
preparacion y observacién: tipo de muestra, aumento total usado, descripcién de lo observado
en cada aumento con esquemas, etc.
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DISCUSION

Comparar las diferentes preparaciones observadas. Menciona las diferencias que pudiste
observar entre diferentes tipos de los organismos eucariontes y procariontes en cuanto a
tamano, forma, movimiento, agrupacién etc. y si pudiste observar algiin tipo de procariontes.

CUESTIONARIO

1. Localizar y describir brevemente la funcién de cada una de las partes del microscopio
mostrado en la Fig. 1.3.

2. Definir indice de refraccion, magnificaciéon, poder de magnificacién, resolucién, poder
de resolucién, contraste, apertura numérica.

3. ¢Cual es la funcién del aceite de inmersiéon?

4. Explicar brevemente las diferencias entre los microscopios de contraste de fases,
campo oscuro y fluorescencia. ;Cudles son las principales aplicaciones de cada uno de
ellos?

5. Mencionar las principales diferencias entre células eucariotas y procariotas en cuanto a
sus componentes estructurales y morfologia.

6. Mencionar las diferencias entre Protistas autétrofos y Protistas heterétrofos en cuanto
a sus componentes estructurales, morfologia y funciéon que cumplen en el ecosistema.
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Figura 1.3. Partes del microscopio de campo claro.
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PRACTICA 2 - ESTERILIZACION DE MATERIAL, PREPARACION DE
MEDIOS DE CULTIVO Y ASEPSIA

INTRODUCCION

El concepto de esterilizacion en microbiologia implica la eliminacién de todas las formas vivas.
Otras metodologias, como desinfeccién, pasteurizacién, etc., conllevan una eliminacién parcial
de los microorganismos existentes. En el sector salud es muy importante destruir a los
patdgenos para prevenir su transmision, mientras que en diversas industrias, incluyendo la
alimentaria, es importante eliminar microorganismos para conservar su calidad. Hace
aproximadamente 150 afios que se comenzaron a utilizar técnicas para controlar el crecimiento
microbiano, desde los primeros estudios de Pasteur hasta Chamberland, quien en 1884 invento
la autoclave que se basa en el uso de calor hiimedo a presién. Actualmente en los laboratorios
se utilizan de manera rutinaria diversos procesos fisicos, quimicos y mecanicos (Fig. 2.1) para
controlar el crecimiento microbiano.

METODOS METODOS
FISICOS QUIMICOS
CALOR GASES LiQuipos
Oxido de metileno Antibiéticos
) Desinfectantes
FILTRACION | pm— g RADIACION
—_— eco

Autoclave  Flama de mechero
Horno caliente
Aire Liquidos lonizante No ionizante

Filtros de membrana Rayos gamma uv

Figura 2.1. Métodos de control microbiano.

El método de esterilizacion por calor himedo consiste en el uso de vapor saturado en una
autoclave. La autoclave destaca entre los procedimientos mds comunes para esterilizar los
medios de cultivo y el material de laboratorio (Fig. 2.2). Este equipo utiliza el vapor de agua
contenido en una olla cerrada, para elevar la presién en su interior hasta 1 atm y la temperatura
hasta los 121°C durante 15 minutos, que es el tiempo adecuado para lograr la destruccion de
virus, bacterias, hongos y esporas bacterianas y fungicas (Fig. 2.3).
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Figura 2.2. Material de laboratorio de Microbiologia. 1) placas de Petri con medio de cultivo
sélido; 2) tubos de ensayo con medio de cultivo liquido (caldo); 3) tubos de ensayo con medio
de cultivo sélido; 4) matraz con brazo lateral para turbidimetria; 5) mechero Bunsen; 6) pipetas;
7) microplacas de 96 pocillos; 8) asas de siembra; 9) varilla de vidrio acodada; 10) micropipeta
automatica; 11) pipeteador manual; 12) puntas de pipeta automatica; 13) placas de Petri; 14)
Jarra para el crecimiento de microorganismos anaerobios; 15) placas de contacto RODAC; 16)
[dmina para analisis de superficies.

A finales del siglo XIX, Koch entendié la necesidad de utilizar cultivos puros. El segundo de sus
postulados plantea la necesidad de cultivar y aislar los microorganismos de interés en el
laboratorio para estudiarlos. Los microorganismos son demasiado pequefios para ser
estudiados como individuos por lo tanto se manejan como colonias, que son grupos de células
idénticas que derivan del mismo individuo por divisiones sucesivas. La multiplicacion de los
microorganismos en el laboratorio se logra en ambientes artificiales especiales denominados
medios de cultivo. El medio de cultivo constituye el aporte de nutrientes indispensables para el
crecimiento de los microorganismos y su composicion quimica o nutricional es muy variada.
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Para crecer y obtener microorganismos en cultivos puros, Koch desarrollo varios métodos. El
primero de ellos fue el uso de rebanadas de papa como superficies naturales conteniendo los
nutrientes necesarios para el anclaje y desarrollo de colonias microbianas. También desarroll6
los primeros medios de cultivo solidos basados en soluciones liquidas de nutrientes,
solidificadas con gelatina y posteriormente agar. El agar es una sustancia derivada de un alga
marina que se solidifica como la gelatina. Mas tarde se inventaron las placas de Petri en las
cuales se vacian y solidifican los medios de cultivo (Fig. 2.4).

Valvula de escape Volante de apertura/cerrado

Valvula de
seguridad
& Mandémetro
Pantglla de Tapa
funciones
Manguera

Camara

para desagle 4 4
Empaque  Resistencia de vapor

Canastillas

Figura 2.3. Autoclave.

Los medios mas comunes son los caldos (medios liquidos), tubos con agar inclinado, tubos con
agar y cajas de Petri con agar (medios semi-solidos y sélidos). Es necesario eliminar a los
microorganismos del ambiente que pudiesen interferir con el estudio del microorganismo de
interés, lo cual se logra esterilizando los medios antes de usarlos para evitar que los
microorganismos presentes en el ambiente puedan desarrollarse en ellos. De la misma manera,
es necesario esterilizar los cultivos antes de disponer de ellos para no contaminar el ambiente.
Asimismo, en la manipulacién de los medios esterilizados es necesario trabajar en condiciones
de asepsia para evitar su contaminacion.

La manipulacién de microorganismos es una actividad de riesgo, por lo que se requiere de la
aplicacion de medidas de seguridad, de la utilizacion de areas restringidas, de la desinfeccion
de las superficies antes y después de trabajar y de la disposicién correcta de los desechos
biolégicos. Las mesas de laboratorio y las estufas, por ejemplo, deben ser desinfectadas
periodicamente y las autoclaves deben ser revisados constantemente y manejados
adecuadamente para asegurar una esterilizacién segura y efectiva.
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Figura 2.4. Fotografia de colonias de bacterias y hongos formadas
sobre agar solido en caja Petri.

OBJETIVOS

Que el alumno conozca la esterilizaciéon por vapor de agua y presién (autoclave), la preparacién
de medios de cultivo y la importancia de las condiciones de asepsia en el laboratorio.

MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPO

1.- Equipo

= Autoclave (1 por grupo)

= Balanzas (2 por grupo)

= Parrilla de calentamiento/agitacion (1 por equipo)

= Campana de flujo laminar (1 por grupo)

* Incubadora con temperatura controlada a 35°C (1 por grupo)
= Bafo Maria a 45-50°C (1 por grupo)

2.- Materiales y reactivos

a) Proporcionados por los alumnos (por equipo)

= 1 encendedor
= 1 bolsa de algodén
= 1 plumén negro indeleble punto medio
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= 1 rollo de cinta masking tape
= 1 rollo de papel aluminio
= 1 rollo de toallas absorbentes

b) Solicitados al laboratorista

Los materiales y reactivos descritos a continuacién son por equipo (considerando 4 a 5 alumnos
por equipo), salvo que se indique que es por grupo (considerando grupos de 25 alumnos
maximo).

= 1 espatula

= 1 mechero o 1 lampara de alcohol

= 2 botellas de vidrio de 250 mL para medio de cultivo con tapa de rosca
= 2 botellas de vidrio de 50 mL para medio de cultivo con tapa de rosca
= 8 cajas de Petri desechables de 60 x 90 mm

= 12 tubos de cultivo de 13 x 100 mm con tapa de rosca

= 1 gradilla para los tubos de cultivo

= 4 pipetas seroldgicas de vidrio de 10 mL

= 1 pipeteador manual para pipetas serolégicas de 10 mL

= 1 probeta 250 mL

= 1 probetade 50 mL

= 1 asa de siembra

= 2 agitadores magnéticos

= 3 pisetas (agua destilada, etanol, cloro)

Los siguientes materiales y reactivos son por grupo:

= Agar PDA (papa y dextrosa) comercial en polvo

= Agar nutritivo comercial en polvo

= Caldo YPD (extracto de levadura, peptona y dextrosa) comercial en polvo
= Caldo nutritivo comercial en polvo

= Cinta testigo para autoclave (1 rollo)

= Pisetas son agua destilada, etanol, cloro

= Guantes de asbesto
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METODOS

1.- Uso del autoclave

Procedimiento:

10.

11.

Agregar agua destilada hasta cubrir la resistencia de la autoclave.

Colocar un tapon de algodén en el extremo opuesto a la punta de las pipetas de vidrio
y esterilizarlas dentro de contenedores de acero inoxidable o envueltas en papel
aluminio.

Cerrar sin apretar los frascos y tubos de cultivo con tapdn de rosca.

Colocar un tapon de algodén en la boca de los matraces que contengan medios de
cultivo y cubrir con un papel aluminio.

Cerrar las llaves de seguridad de la autoclave en forma paralela, conectar y encender.

Purgar, manteniendo la valvula de presidn ABIERTA, hasta que se expulse el aire de la
camara.

Cerrar la vdalvula de presién cuando comience a salir el vapor.

Ajustar el botén de temperatura al maximo hasta que se haya alcanzado la
temperatura y presion deseada, generalmente 121°C y 1 atm de sobrepresién.

Mantener el tratamiento durante al menos 15 min, regulando el boton de temperatura
para mantener la presién constante.

Al finalizar el tiempo de esterilizacion, apagar el botén de encendido y dejar enfriar
hasta que la presion haya BAJADO totalmente. La aguja del mandmetro debe indicar
cero.

Para abrir la autoclave, primero asegurarse que esté APAGADO, abrir la valvula de
presidon completamente y luego las llaves de seguridad.

Recomendaciones:

Debe expulsarse completamente todo el aire de la cdmara o ésta no alcanzara los 121°C,
incluso aunque llegue a la presion de 1 atm.

La cantidad de material dentro de la autoclave no debera exceder 2/3 de la capacidad de la
autoclave, pues el vapor necesita circular libremente y entrar en contacto con todos los
objetos en la autoclave.

Utilizar guantes de asbesto para introducir o sacar el material de la autoclave. El interior, la
tapa, asi como las paredes de la autoclave, estan calientes.
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2.- Preparacion de medios de cultivo y material

Procedimiento:

Cada equipo preparara los siguientes medios de cultivo: 150 mL de agar PDA y de agar nutritivo

y 20 mL de caldo YDP y de caldo nutritivo en botellas de vidrio para medio de cultivo.

5.

6.

Lavar la cristaleria con agua y jabon y enjuagar con agua destilada.

Introducir una espatula LIMPIA en el frasco del reactivo para pesar la cantidad deseada

de medio de cultivo e inmediatamente CERRAR el frasco. Antes de introducir

nuevamente la espatula en otro frasco, limpiar la espatula.

Medir el volumen de agua deseado con una probeta. Para volUmenes pequefios usar

preferentemente pipetas seroldgicas.

Para los dos caldos:

a.

Colocar un agitador magnético en el interior del vaso de precipitado
conteniendo el volumen deseado de agua y, sobre una base de agitacion,
agregar lentamente el polvo del medio o los reactivos, agitando hasta
disolver. No es necesario calentar.

. Verter 3 mL de cada caldo en 3 tubos de rosca, cerrarlos sin apretar y

esterilizar en autoclave.

. Verter el resto del caldo en botellas, cerrarlas sin apretar y esterilizar en

autoclave.

Para los dos medios con agar:

a.

a.

Colocar un agitador magnético en el interior de las botellas conteniendo el
volumen deseado de agua y, sobre una base de agitacidén, agregar lentamente
el polvo del medio o los reactivos, agitando hasta disolver con calor. Es
necesario hervir el medio para lograr la disolucion del agar.

. Verter 3 mL de cada agar nutritivo en 3 tubos de rosca, cerrarlos sin apretar y

esterilizar en autoclave.

. Cerrar sin apretar las botellas con agar nutritivo y PDA vy esterilizar en

autoclave.

Tubos con medio liquido:

Una vez esterilizados los tubos con caldo, apretar las tapas y mantenerlos en
una gradilla (nunca acostados en la mesa de trabajo, ni en la bata).
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7. Tubos con medio sdlido:

a. Una vez esterilizados los tubos con agar, apretar las tapas, disponerlos en
posicién inclinada con un 4angulo de 45°C para su solidificacién.
Posteriormente, pasarlos a una gradilla.

8. Cajas de Petri:

a. Una vez esterilizados los medios de cultivo con agar, enfriar las botellas en el
chorro de agua (teniendo cuidado de no mojar la boca de los frascos) y
mantenerlos en un bafo Maria a temperatura de 45-50°C (si se cuenta con un
bafio), hasta verterlos (para evitar la formacion de vapor de condensacién en
las tapas de las cajas).

9. Limpiar la superficie de trabajo con alcohol, prender mecheros y trabajar cerca de la
flama, aproximadamente entre 10-15 cm en el area aséptica, o de preferencia dentro
de la campana de flujo laminar. Para verter el medio en las cajas de Petri, abrir las
botellas y las cajas en condiciones asépticas y verter aproximadamente 30 mL de
medio por caja, tapar y dejar solidificar.

10. Realizar pruebas de contaminacion para comprobar la esterilizacién y manipulacién
correcta de los medios de cultivo preparados:

a. Colocar las cajas de Petri en posicién invertida y los tubos con medio liquido y
sélido en la incubadora a 35°C durante 24 a 48 horas.

b. Revisar los tubos y las cajas para detectar la presencia de contaminantes:
aparicion de turbidez, nata superficial, depdsito de material en el fondo de los
tubos con medio liquido o formacién de colonias en la superficie de los
medios sélidos.

3.- Importancia de las condiciones de asepsia

Procedimiento:

1. Marcar las cajas Petri preparadas con agar nutritivo y PDA de la siguiente manera (4
cajas de cada agar por equipo):

a. Caja 1: Puntas de los dedos.
b. Caja 2: Hablar frente a la caja.
c. Caja 3: Abierta.

d. Caja 4: Control

2. Proceder de la siguiente manera alrededor de la flama del mechero o dentro de la
campana de flujo laminar (cuando sea necesario -cajas 1 y 2-):
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a. Para la caja 1, tocar suavemente la superficie del agar con las puntas de los
dedos.

b. Destapar la caja 2 y sostenerla a una distancia de 10 a 15 cm de la boca.
Repetir tres veces el trabalenguas “Tres tristes tigres tragaban trigo en un
trigal en tres tristes platos. En tres tristes platos, en un trigal, tragaban trigo
tres tristes tigres”. Tapar de nuevo la caja.

c. La caja 3 se dejara destapada durante toda la sesién de laboratorio.
d. La caja 4 se conservara sin abrir.

3. Colocar las cajas en la incubadora en posicion invertida a 35°C durante 24 a 48 horas
(comprobar el crecimiento).

4. En la siguiente sesidon, examinar las cajas y registrar los resultados para cada tipo de
medio de cultivo (Cuadro 1).

5. Regresar las cajas al profesor para que se desechen adecuadamente.

RESULTADOS

Reportar el crecimiento observado en las diferentes cajas de forma cualitativa en el Cuadro 2.1:
(-) no hay crecimiento, (+) poco crecimiento, (++) crecimiento regular y (+++) crecimiento
abundante.

Realizar la descripcidon morfoldgica de las colonias (si es que hay) obtenidas en las cajas con los
distintos tratamientos siguiendo las guias proporcionadas en la literatura (Prescott et al. 2002;
Stanchi et al. 2007).

MEDIO DE Puntas de los | Hablar frente | Abierta al aire Control
CULTIVO dedos a la placa

RESULTADOS

Cuadro 2.1. Descripcién morfolédgica de microorganismos en cajas de Petri con diferentes
tratamientos.
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DISCUSION

En esta seccién se analizardn los resultados obtenidos, tratando de dar respuesta a las
siguientes preguntas:

1. ;Debes tocar las cajas de agar con tus manos?
2. Puedes encontrar organismos en el aire?
3. ¢Cuando trabajas con cultivos microbianos, puedes hablar?

4. ;Por qué las placas de agar deben mantenerse invertidas durante la incubacion?

CUESTIONARIO

1. Definir los siguientes términos: desinfeccidn, esterilizacidon, sanitizacién, antisepsia,
quimioterapia, germicida, bactericida, bacteriostatico, biocida, agar, cultivo puro,
cultivo axénico, colonia, medio de cultivo, incubacién, contaminacion.

2. Enlistar algunos de los factores que pueden alterar la eficacia de un agente
antimicrobiano.

3. Explicar por qué el calor es el agente de esterilizacion mas eficaz.

4. Explicar en que difiere la esterilizacion de medios de cultivo de la pasteurizacién de
productos lacteos.

5. Definir endospora bacteriana. ;Cémo se eliminan las endosporas bacterianas de un
material contaminado?

6. Describe la funcion de los siguientes materiales: caja Petri, pipeta, probeta, cinta
testigo.

7. ¢Cual es la composicion y utilidad de los medios de cultivo utilizados en esta practica?
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PRACTICA 3 - INOCULACION DE MEDIOS SOLIDOS Y AISLAMIENTO
DE CULTIVOS PUROS

INTRODUCCION

En la naturaleza los microorganismos crecen en poblaciones mixtas, formadas por muchas
especies que interactian entre si, por lo que para poder aislar microorganismos es necesario
obtener cultivos puros a partir de resiembras consecutivas en un medio sélido conteniendo
agar, un polisacarido obtenido de algas marinas, como agente gelificante (Fig. 3.1). Esta técnica
de aislamiento se utilizé por primera vez en el laboratorio de Koch en 1881 y continlia siendo
ampliamente usada en diversas areas microbiolégicas debido a su simplicidad y utilidad.

(a) Agarosa (c)

0] )
: OH "™

D-galactosa

Agarobiosa

(b) Agaropectina

L-galactosa (d)
OB
oc 0
sl s 0 6
2 OH
o} 2 (0]
H oA 131 2 57
D-galactosa e n

D-galactosa y L-galactosa modificadas

A)H, SO,

B) H, SO,, COOH

C) H, CH,, SO5", COOH
D) H, CH,, SO

Figura 3.1. Agar. a) y b) Estructura del agar: el agar es una mezcla de dos tipos de
polisacaridos, la agarosa (a), presente en mayor proporcion (70%) y la agaropectina (b), una
mezcla heterogénea de moléculas mas pequefias. c) y d) El agar en microbiologia: medios
sélidos en cajas Petri (c) y colonias de bacterias y levaduras (d).
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En el laboratorio, los microorganismos como bacterias, hongos y algas se cultivan en medios de
cultivo para caracterizar su crecimiento, identificarlos y determinar sus actividades metabdlicas.
Los microorganismos necesitan condiciones fisicoquimicas adecuadas de temperatura, pH,
concentracién de sales y de oxigeno, ademas de nutrientes como carbono, nitrégeno, fosforo,
azufre, minerales y factores de crecimiento, que deben ser suministrados en el medio de cultivo
y dependeran de los requerimientos propios de la especie que se desea cultivar.

Los componentes indispensables de un medio de cultivo son agua, nutrientes organicos
(hidratos de carbono, aminoacidos, etc.), nutrientes inorganicos (P, N, Mg, S, etc.). Algunos
componentes alternativos pueden ser factores de crecimiento (vitaminas), isosmotizantes
(NaCl), agente gelificante (agar-agar), tampones, colorantes, indicadores de pH, etc. Existen
diferentes tipos de medios de cultivo, que pueden clasificarse segln sus componentes
quimicos, naturaleza fisica y funcién. Algunos medios, por su composiciéon, permiten el
crecimiento de una gran diversidad de microorganismos. Otros en cambio, se utilizan para la
seleccién de determinados grupos de organismos, o se desarrollan para el estudio de
determinadas pruebas fisiol6gicas o bioquimicas.

OBJETIVOS

Que el alumno aprenda a trabajar en condiciones de asepsia y sea capaz de inocular medios de
cultivo sélidos mediante el uso de dos diferentes métodos de inoculacién.

MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPO

1.- Equipo

Los equipos descritos a continuacién son por equipo (considerando 4 a 5 alumnos por equipo),
o por grupo (considerando grupos de 25 alumnos) de acuerdo a lo indicado.

* Campana de flujo laminar (1 por grupo)

» Estufa con temperatura controlada a 35°C (1 por grupo)

* |ncubadora con agitacidn orbital y temperatura controlada a 35°C (1 para el profesor)

» Espectrofotometro (1 para el profesor) (su uso se ensefiard a los alumnos en la Practica 6)

2.- Materiales y reactivos

a) Proporcionados por el profesor

Los materiales y reactivos descritos a continuacién por equipo (considerando 4 a 5 alumnos por
equipo), o por grupo (considerando grupos de 25 alumnos) de acuerdo a lo indicado.
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= 24 cajas de Petri con agar nutritivo por equipo

= Cajas de Petri de agar nutritivo con colonias aisladas de muestras de suelo (1 por
equipo)

= Cultivos de enriquecimiento saturados en caldo nutritivo (con la mayor cantidad posible
de células en fase estacionaria) y diluidos (con una baja concentraciéon de células, y se
refleja en una densidad éptica a 600 nm de ~0.1) obtenidos a partir de muestras de
suelo (1 muestra de cada cultivo por equipo)

b) Proporcionados por los alumnos

Los materiales descritos a continuacién son por equipo.

= 1 encendedor

= 1 bolsa de algoddn

= 1 plumdn negro indeleble punto medio
= 1 rollo de toallas absorbentes

c) Solicitados al laboratorista

Los materiales y reactivos descritos a continuacién son por equipo (considerando 4 a 5 alumnos
por equipo), salvo que se indique que es por grupo (considerando grupos de 25 alumnos).

= 2 lamparas de alcohol

* lvarilla de vidrio acodada (en “L”")

* 1 bote con 60-70 perlas de vidrio estériles

* 1 micropipetas automaticas para volimenes de 20 a 200 pulL

* 1 caja de puntas estériles para la micropipeta

= 2 vasos de precipitados de 250 mL (uno para alcohol y otro para depositar las perlitas
usadas)

= 3 pisetas (agua destilada, etanol y cloro)

METODOS
1.- Siembra en placa por extensiéon

Procedimiento de siembra por extensién con una varilla de vidrio:

El procedimiento siguiente debe ser realizado en condiciones de asepsia como se muestra en la
Figura 3.2.
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1. Tomar 100 ul de cultivo diluido con ayuda de una micropipeta.

2. Colocar esta muestra en el centro de una placa de agar nutritivo.
3. Introducir una varilla acodada de vidrio en un vaso con etanol.

4. Flamear brevemente la varilla empapada en etanol y dejarla enfriar.

5. Extender la muestra uniformemente por la superficie del agar usando la varilla estéril e
incubar la placa en una estufa con temperatura controlada a 37°C.

6. Repetir dos veces mas para tener un triplicado. Repetir el mismo procedimiento con el
cultivo saturado.

7. Incluir una caja Petri control con agar nutritivo y sin colocar cultivo, haciendo el gesto de
extender con la varilla estéril

8. Colocar todas las cajas sembradas en la incubadora en posicién invertida a 35°C durante
24 a 48 horas (comprobar el crecimiento).

9. En la siguiente sesidén, examinar las cajas y registrar los resultados para cada tipo de
medio de cultivo (Cuadro 3.1).

10. Regresar las cajas al profesor para que se desechen adecuadamente.

~ P \ —
=
<
Distribucién de la muestra en la Varilla en Esterilizacion de varilla en Extension de la muestra
caja Petri alcohol la flama

Figura 3.2. Técnica de siembra por extensién con varilla de vidrio.

Procedimiento de siembra por extensién con perlas de vidrio:

El procedimiento siguiente debe ser realizado en condiciones de asepsia.

1. Después de haber colocado en las cajas los 100 ul de cultivo diluido (3 cajas) y saturado
(3 cajas), en cada caja agregar de 8 a 10 perlas de vidrio, cerrar las cajas y colocarlas
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una sobre otra. Incluir una caja Petri control con agar nutritivo, sin cultivo y con perlas
de vidrio.

2. Agitar las cajas de forma rotatoria sin proyectar las perlitas sobre la tapa de las cajas
hasta que el in6culo se distribuya perfectamente sobre el medio (por lo regular es
suficiente con 5 minutos).

3. Eliminar las perlas de vidrio en un vaso de precipitados que contenga alcohol.

4. Colocar todas las cajas sembradas en la incubadora en posicién invertida a 35°C durante
24 a 48 horas (comprobar el crecimiento).

5. En la siguiente sesidn, examinar las cajas y registrar los resultados para cada tipo de
medio de cultivo (Cuadro 3.1).

6. Regresar las cajas al profesor para que se desechen adecuadamente.

2.- Siembra por estrias

Procedimiento:

El procedimiento siguiente debe ser realizado en condiciones de asepsia como se muestra en la
Figura 3.3 y siguiendo los pasos ilustrados en la Figura 3.4.

g
L = = L
Flamear el asa Retirar el tapon y Introducir la parte estéril del  volver aflamear  Tapar el tubo
para esterilizarlo  flamear la boca del tubo  asa en el mediosintocarlas |3 boca del tubo

paredes del tubo con el asa

Figura 3.3. Toma de muestra en condiciones de asepsia.

1. Esterilizar el asa de siembra a través de la flama y dejarla enfriar por unos segundos.
2. Tomar una muestra de cultivo liquido diluido con ayuda del asa de siembra.

3. Extenderla a partir de un punto en la periferia de una placa de medio sélido en tres
sectores de la placa formando estrias o lineas sobre la superficie, siguiendo un patrén
definido.

4. Esterilizar el asa de siembra y enfriarla en el agar entre cada sector.

5. Repetir dos veces mas para tener un triplicado.
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6. Repetir el mismo procedimiento con el cultivo liquido saturado y con colonias aisladas
de una caja de Petri.

7. Incluir una caja Petri control con agar nutritivo, estriando con el asa sin haber tomado
cultivo. Colocar las cajas en la incubadora en posicién invertida a 35°C durante 24 a 48
horas (comprobar el crecimiento).

8. En la siguiente sesién, examinar las cajas y registrar los resultados para cada tipo de
medio de cultivo (Cuadro 3.1).

9. Regresar las cajas al profesor para que se desechen adecuadamente.

Empezar el primer estriado en

una periferia de la placa Primera
; \_/_?/ seccion
oo v & ~“"*~-- /...—-J }
y.: el »r [
Estriar en varios R e, et -
sectores, . . Colonias
arrastrando Y2 ' aisladas en la
microorganismos e = ltima seccion
de la seccion 1 : 5
3
4
Figura 3.4. Técnica de siembra por estrias.
RESULTADOS

Describir de forma cualitativa y, en su caso, cuantitativa, el crecimiento observado tanto en las
cajas sembradas por extensién y estriado como en los controles en el Cuadro 3.1.

Realizar la descripcion morfoldgica de las colonias aisladas siguiendo la guia proporcionada en
la Figura 2.5 de la practica 2.

Técnica de siembra Cultivo Observaciones
Extensién con varilla Diluido 1

Diluido 2

Diluido 3

Saturado 1
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Saturado 2

Saturado 3

Extensién con perlas Diluido 1

Diluido 2

Diluido 3

Saturado 1

Saturado 2

Saturado 3

Estriado Diluido 1

Diluido 2

Diluido 3

Saturado 1

Saturado 2

Saturado 3

Cuadro 3.1. Descripcién morfolédgica de microorganismos en cajas de Petri con diferentes
tratamientos.

DISCUSION

En esta seccién se analizardn los resultados obtenidos, tratando de dar respuesta a las
siguientes preguntas:

1. Comparar el crecimiento obtenido con las diferentes técnicas de sembrado empleadas.

2. Comparar el crecimiento obtenido con cultivos liquidos diluidos, saturados y colonias
aisladas.

3. ¢Qué tipo de microorganismos se esperan obtener con el agar nutritivo y por que?
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4. ;Qué técnica de siembra es mejor para contar microorganismos?

5. ¢Por qué es necesario tocar una parte estéril del agar con el asa antes de tocar el
crecimiento bacteriano?

6. ;Por qué el asa debe ser flameada antes y después de todos los procedimientos de
siembra?

7. iCoémo es que el método de estria cruzada en la superficie de un medio solido permite
la dilucién de un cultivo?

CUESTIONARIO

1. Define las caracteristicas y utilidad de los siguientes tipos de medios de cultivo:
definidos, complejos, generales, enriquecidos, selectivos, diferenciales. Proporciona
dos ejemplos de cada tipo.

2. Explica la funciéon de la adicién de componentes como las peptonas, el extracto de
levadura o de ternera en los medios de cultivo.

3. Describe la funcién de los siguientes instrumentos de laboratorio: asa bacterioldgica,
micropipeta, mechero Bunsen.

4. ;Qué sustancias se podrian agregar al agar nutritivo para hacerlo selectivo para: (1)
bacterias Gram negativas; (2) evitar o limitar el crecimiento de hongos?

5. ¢Qué utilidad tiene cada uno de los siguientes tipos de medios de cultivo: ;liquido,
semisélido y sélido?

6. A qué se refiere una siembra primaria y una siembra secundaria?
¢En qué consiste la técnica de siembra por picadura? jPara qué se utiliza?

8. (En qué consiste la técnica de siembra por réplica en placa? ;Para qué se utiliza?

PREPARACION DE SOLUCIONES Y OTROS MATERIALES POR EL PROFESOR

Para obtener los cultivos de enriquecimiento a partir de muestras de suelo, esterilizar 6
matraces de 125 mL con 25 mL de caldo nutritivo en cada uno. Para ello, pesar la cantidad de
polvo de caldo nutritivo comercial indicada por el fabricante, disolver en 150 mL de agua
destilada con ayuda de una barra magnética, repartir en los matraces y esterilizar en la
autoclave. En condiciones de asepsia, colocar 1 gramo de una muestra de suelo en un matraz,
utilizando un segundo matraz abierto en condiciones de asepsia y sin muestra como control.
Crecer 48 horas a 35°C y 150 rpm en una incubadora con agitacién orbital. Tomar 2.5 mL del
cultivo obtenido (arrastrando lo menos posible de particulas de suelo) para inocular otro matraz
con medio fresco, utilizando un segundo matraz abierto en condiciones de asepsia como
control sin inocular. Crecer 48 horas a 35°C y 150 rpm en una incubadora con agitacién orbital
para obtener el cultivo el dia de la Practica. Medir la densidad éptica del cultivo obtenido a 600
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nm vy calcular la cantidad de cultivo a colocar en un matraz con medio fresco para tener una
densidad 6ptica de 0.1 a 600 nm al iniciar la Practica. Utilizar un segundo matraz abierto en
condiciones de asepsia como control. Posteriormente repartir 1 mL de cada cultivo (saturado y
diluido) en tubos Eppendorf de 1.5 mL estériles para que todos los equipos tengan una muestra
de cada cultivo.

Preparar una caja de agar nutritivo por equipo mas una caja control. Se deben preparar 30 mL
de agar por cada caja de 90 x 15 mr. Pesar la cantidad de polvo de agar nutritivo comercial
indicada por el fabricante de acuerdo al volumen a preparar y disolver en agua destilada,
esterilizar en autoclave y repartir en las cajas. Para obtener las cajas de Petri de agar nutritivo
con colonias aisladas de muestras de suelo, colocar 1 gramo de una muestra de suelo en un
tubo de cultivo conteniendo 10 mL de solucién salina estéril (NaCl 0.9% p/v en agua destilada) y
agitar mediante vértex a velocidad maxima durante 1 min. Inocular las cajas por estriado con
una asada de muestra de suelo suspendida en solucidn salina e incubar 48 horas a 35°C en una
estufa.
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PRACTICA 4 - TINCION DIFERENCIAL DE GRAM

INTRODUCCION

La tincién de células es una importante herramienta usada en el area de la biologia. Una de las
tinciones mas conocidas en microbiologia es la desarrollada en 1884 por Hans Christian Gram,
bacteriélogo danés, quien buscaba diferenciar entre dos bacterias que causaban neumonia. Este
método ha permitido hacer una clasificacion de las bacterias en dos grandes grupos: Gram
positivas y Gram negativas, dependiendo de la capacidad que tengan para retener el colorante
cristal violeta usado en la tincién (Fig. 4.1). El método es ampliamente utilizado en los
laboratorios de microbiologia, por ejemplo, en el diagnéstico clinico permitiendo elegir al
médico el antibidtico a usar. En procesos de fermentacion se usa como método rapido en
control de calidad para verificar que los cultivos semilla no estén contaminados, antes de
inocular los fermentadores de mayor escala.

GRAM + GRAM -

FIJACION

l

CRISTAL VIOLETA

l

COMPLEJO
YODO/LUGOL

1

DECOLORACION
ALCOHOL/ACETONA

l

CONTRACOLORACION
SAFRANINA

0000
Ji L

Figura 4.1. Tincién de Gram.

Durante la tincién, las bacterias Gram positivas se tifien de morado, mientras que las bacterias
Gram negativas toman una coloracién rosa o roja (Fig. 4.1). Esto es debido principalmente a las
diferencias estructurales que presentan en su pared (Fig. 4.2). Las bacterias Gram negativas
pierden el colorante cristal violeta con mayor facilidad que las Gram positivas. Las células que
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han perdido el cristal violeta se tifien de color rosa con la safranina que actida como colorante
de contraste. Existen algunos cultivos que daran un resultado negativo en la tincion Gram
cuando el cultivo va envejeciendo, esto es particularmente comun en cultivos de Bacillus y
Clostridium que a veces son descritos como Gram variables.

GRAM +

ittt | PARED

ACIDO TEICOICO CELULAR

PEPTIDOGLICANO
ACIDO LIPOTEICOICO

PROTEINAS —Mﬁ&m

FOSFOLIPIDOS —

&m MEMBRANA

SEs085Ly | PrsmATea

GRAM -

or n -

8

| POLISACARIDO O

3

< -

g 7 NUCLEO

e , | MEMBRANA

e Hror—Y | EXTERNA | PARED

CELULAR

PORINA

LIPOPROTEINA
PEPTIDOGLICANO

L

FOSFOLIPIDOS ——

ESPACIO
PERIPLASMATICO
MEMBRANA

SE5E085L5 | PrasmATcA

Figura 4.2. Pared de las bacterias Gram negativas y Gram positivas.

La primera etapa es la preparacién de un frotis bacteriano (Fig. 4.3). Un frotis es la extensién de
una muestra o cultivo sobre un portaobjetos para separar lo mas posible los microorganismos,
lo cual permitirdA obtener una mejor imagen de la morfologia y agrupamiento celular. La
muestra extendida es posteriormente fijada al portaobjeto por calor para evitar que sea
arrastrada por las soluciones de colorantes y lavados sucesivos. Contrariamente a las
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observaciones en fresco, las bacterias quedan inactivadas y adheridas al portaobjeto en los
frotis.

Los frotis pueden ser posteriormente utilizados para tinciones simples o diferenciales. Como
las células bacterianas son muy pequefas, es necesario usar el lente de mayor aumento con
aceite de inmersién.

Extender el cultivo Secar al aire Fijar con calor Tefir

sobre un portaobjetos

Figura 4.3. Preparacion de un frotis.

OBJETIVOS

Que el alumno comprenda los fundamentos de la tincién Gram y la aplique de manera practica
en muestras de cultivos bacterianos.

MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPO

1.- Equipo

Los equipos descritos a continuacién son por equipo (considerando 4 a 5 alumnos por equipo),
o por grupo (considerando grupos de 25 alumnos) de acuerdo a lo indicado.

* Campana de flujo laminar (1 por grupo)
* Microscopio optico (1 por equipo)

2.- Materiales y reactivos

a) Proporcionados por el profesor

Los materiales y reactivos descritos a continuacién son por equipo (considerando 4 a 5 alumnos
por equipo), salvo que se indique que es por grupo (considerando grupos de 25 alumnos).
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* 1 juego de goteros con 25 mL de cada reactivo para tincién de Gram (cristal violeta, lugol,
safranina, alcohol-acetona) por equipo
» Cultivos liquidos y solidos de Escherichia coliy Bacillus subtilis

b) Proporcionados por los alumnos

Los materiales descritos a continuacién son por equipo.

* 1 encendedor

* 1 bolsa de algodédn

= 1 plumén negro indeleble punto fino
* 1 rollo de toallas absorbentes

* Agua inyectable (1 mL)

¢) Solicitados al laboratorista

Los materiales y reactivos descritos a continuacién son por equipo (considerando 4 a 5 alumnos
por equipo), salvo que se indique que es por grupo (considerando grupos de 25 alumnos
maximo).

= 2 lamparas de alcohol

= 1 pisetas con agua destilada, etanol y cloro
* 1 caja con 10 portaobjetos

*= 1 caja con 10 cubreobjetos

= 1 frasco de aceite de inmersidén

* 1 hoja de Papel seda

= 1 vaso de precipitados de 100 mL

= 10 pipetas Pasteur estériles

= 2 bulbos para pipetas Pasteur

* 1 pinza de diseccién

METODOS

1.- Preparacioén de frotis

Procedimiento:

1. Colocar una pequefia gota de agua pequefia sobre un portaobjetos limpio y seco.
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2. Flamear el asa, enfriar en el agar y tomar una pequefia cantidad de una colonia,
colocarla sobre la gota y extenderla sobre la superficie, evitando que quede
conglomerada.

3. Para la muestra de cultivo liquido, tomar directamente la gota del cultivo con el asa
previamente flameada y enfriada y extender la muestra.

4. Sujetar el portaobjetos con unas pinzas, pasar dos o tres veces durante un segundo el
porta objetos con la cara del frotis hacia arriba por la parte baja de la flama del
mechero. Dejar enfriar el portaobjetos entre los pases, para evitar que se queme la
muestra.

2.— Tinciéon de Gram

Procedimiento:

1. Cubrir la preparacién del frotis con unas gotas de cristal de violeta durante un minuto.

2. Enjuagar suavemente rociando un pequefio chorro de agua sobre la parte superior del
portaobjetos, procurando no desprender la preparacion, por presion del agua.

3. Después aplique lugol durante un minuto, lave suavemente con agua. El yodo es
corrosivo evite el contacto con la piel.

4. Decolorar por 10 segundos con una mezcla de alcohol y acetona (1:1), y enjuagar
rapidamente con agua. Si no se retira rapidamente el decolorante destefirda tanto a
Gram positivas como Gram negativas.

5. Posteriormente contrastar con safranina durante 45 segundos, y finalmente enjuagar
con agua.

6. Observar al microscopio con el objetivo 100x, agregando aceite de inmersién para
lograr una buena resolucion. Recuerde que primero tendran que utilizar alguno de los
objetivos de menor aumento.

RESULTADOS

Dibujar y anotar los resultados para cada uno de los cultivos, tomar fotografias de las
observaciones realizadas si es posible.

DISCUSION

En esta seccién se analizardn los resultados obtenidos, tratando de dar respuesta a las
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siguientes preguntas:

1. De acuerdo a la literatura, jcual es el Gram de los cultivos estudiados en esta practica?
¢
iCorresponde a lo observado aqui?

2. ;Se puede identificar una bacteria solo con la descripcién de su morfologia colonial,
celular y Gram? Explica tu respuesta.

CUESTIONARIO

1. Describe la funcion de la pared celular en las bacterias.

2. Define los siguientes conceptos: tincion simple, tincidon diferencial, negativa, selectiva,
colorantes basicos, colorantes acidos y da dos ejemplos de cada uno de ellos.

3. ¢Cual es la composicion de las soluciones utilizadas para la tincion de Gram?
4. Describe brevemente el mecanismo de accién de la tincién de Gram.

5. ¢Cémo se pueden teiir las endosporas, capsulas y flagelos bacterianos? ;Qué tipo de
tinciones son?

6. ;Cudl es el grosor aproximado de la capa de peptidoglicano en bacterias Gram
negativas y Gram positivas?

7. Ubica el peptidoglicano, membrana plasmatica, externa, periplasma, interior y exterior
de la célula en los siguientes esquemas de pared celular. ;Cual es la Gram negativa y
cudl es la Gram positiva en la Figura 4?

8. ¢En qué se diferencian estructuralmente las paredes celulares de Archaea de las de
Bacteria?

Figura 4.4. Esquemas de pared celular de bacterias.
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PREPARACION DE SOLUCIONES Y OTROS MATERIALES POR EL PROFESOR

Cristal Violeta
= Solucién A: Cristal Violeta, 2 g; etanol 95% (v/v), 20 mL
= Solucién B: Oxalato de amonio, 0.8 g; agua destilada, 80 mL
= Mezclar A y B para obtener el reactivo de tincion Cristal Violeta. La solucién se deja reposar
durante 24 h y se filtra con papel

Lugol
= Yodo, 1.0 g; yoduro de potasio, 2.0 g; agua destilada, 300 mL
= Pulverizar el yodo y el yoduro de potasio en un mortero y agregar agua lentamente
hasta que el yodo se disuelva. Guardar en botellas dmbar, para protegerlo de la luz.

Safranina
= Solucién madre: Safranina 2.5 g; etanol 95% (v/v) 100 mL

= Solucién de trabajo: solucién madre 10 mL; agua destilada 90 mL

Etanol/Acetona
= Etanol (95%, v/v), 500 mL; acetona, 300 mL
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PRACTICA 5 - RECUENTO EN PLACA DE BACTERIAS TOTALES Y
BACTERIAS FORMADORAS DE ESPORAS

INTRODUCCION

Existen diversos métodos directos e indirectos para cuantificar el nimero de células
microbianas en un cultivo o en una muestra ambiental. Dentro de las medidas directas estan el
recuento de células totales, tanto las vivas como las muertas, por microscopia con camara de
Neubauer, y el recuento de células viables en placa. Entre los métodos indirectos, uno de los
mas utilizados para cultivos es la medicion de la turbidez en un espectrofotémetro.

En muchos casos interesa contar solo las células viables (aquellas capaces de dividirse y dar
lugar a una descendencia). La forma mas utilizada es la de hacer diluciones seriadas y cuenta
en placa con medios de cultivo especificos para la poblacién de interés (Fig. 5.1). Esta técnica
supone que la célula viable se multiplicara y producira una colonia visible. En consecuencia, el
numero de colonias que se observaran a simple vista serd igual al niilmero de bacterias viables o
unidades formadoras de colonias (UFC) inoculadas en el agar multiplicado por el inverso de la
dilucion.

1mL

1mL

Medio
de cultivo

%
o(‘
)
é

N

Cultivo para contar

No. incontable

de colonias
175 colonias %{0
N)

16 colonias
2% !
3 colonias R
0 colonias Q

Figura 5.1. Técnica de dilucién y cuenta en placa.
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El objetivo de las diluciones seriadas es el de disminuir cada vez el nimero de bacterias
presentes en la muestra. Las cajas de Petri finales en la serie deben tener entre 30 y 300
colonias para el conteo. Menos de 30 colonias es demasiado bajo para que el calculo sea
estadisticamente significativo y mas de 300 colonias es demasiado grande, pues algunas
colonias se podrian fusionar dando estimaciones erréneas. Es importante hacer notar que en las
ultimas diluciones Unicamente el tipo mas abundante de bacterias estara presente.

OBJETIVOS

Que el alumno comprenda los fundamentos de la técnica de conteo en placa para cuantificar
microorganismos y la aplique de manera practica con una muestra ambiental.

MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPO
1.- Equipo
= Balanzas (2 por grupo)
= Bafio Maria a 80°C (1 por grupo)
= Agitador vortex (1 por equipo)
= Campana de flujo laminar (1 por grupo)
= Incubadora con temperatura controlada a 35°C (1 por grupo)

2.- Materiales y reactivos

a) Proporcionados por el profesor

Los materiales y reactivos descritos a continuacién por equipo (considerando 4 a 5 alumnos por
equipo), o por grupo (considerando grupos de 25 alumnos) de acuerdo a lo indicado.

= 1 botella de vidrio con tapa de rosca con 200 mL de solucién salina
= 30 tubos de cultivo de vidrio con tapa de rosca con 9 mL de solucidn salina estéril

= 30 cajas de Petri de 90 x 15 con agar nutritivo

b) Proporcionados por los alumnos

= 1 encendedor
= 1 bolsa de algoddn
= 1 plumdn negro indeleble punto medio
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= 1 rollo de cinta masking tape
= 1 rollo de toallas absorbentes
= Al menos 25 g de una muestra de suelo

c) Solicitados al laboratorista

Los materiales y reactivos descritos a continuacién son por equipo (considerando 4 a 5 alumnos
por equipo), salvo que se indique que es por grupo (considerando grupos de 25 alumnos
maximo).

= 1 espatula

= 2 mecheros o 2 ldmparas de alcohol

= 1 varilla de vidrio en “L” o 1 bote con =300 perlas de vidrio estériles

= 1 vaso de precipitados de 250 mL (para alcohol para flamear la varilla de vidrio o para
depositar las perlitas usadas)

= 1 gradilla para los tubos de cultivo

= 2 botellas de vidrio de 200 mL estériles

= 2 probetas de 100 mL

= 1 micropipeta automatica para volimenes de 20 a 200 uL

= 1 caja de puntas estériles para la micropipeta

= 3 pisetas (agua destilada, etanol y cloro)

METODOS

1.- Diluciones y conteo de bacterias totales
Procedimiento:

1. Se debe trabajar en condiciones asépticas. Limpiar la superficie de la mesa con alcohol
y flamear la boca de los tubos antes y después de introducir la pipeta. Manipular en
todo momento en las proximidades del mechero o en la campana de flujo laminar.

2. Colocar 7 tubos con solucién salina en la gradilla y rotularlos. Un tubo al cual no se
agregara muestra sera marcado como control y 6 tubos seran marcados como 10-2,
10-3, 10-4, 10-5, 10-6 y 10-7 para las diluciones.

3. Pesar 10 g de la muestra de suelo y colocarla en 90 mL de solucién salina en una
botella de 200 mL (dilucién 10-'). Agitar vigorosamente durante 3 6 4 minutos para
conseguir una suspensién homogénea.

4. Tomar 1 mL de esta dilucién y transferir a un tubo con 9 mL de solucién salina (marcar
el tubo como dilucién 10-2). Agitar en el vortex durante un minuto.
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5. Del tubo marcado 10-2, tomar 1 mL y transferir a otro tubo con solucién salina (marcar
como dilucién 10-3). Agitar un minuto en el vértex. Repetir el procedimiento hasta
llegar a la dilucion 10-7.

6. Del tubo control y de cada dilucion (partiendo de 10-2) tomar 100 uL con la
micropipeta y pasarlos a una de las cajas de Petri con medio agar nutritivo con el
nombre de la dilucién.

7. Sumergir la varilla de vidrio en alcohol y flamearla con el mechero. Extender el inéculo
de manera uniforme en la caja con ayuda de la varilla. Volver a flamear la varilla.
También se pueden emplear perlitas de vidrio estériles para extender las diluciones,
usando 8-10 perlitas por caja.

8. Repetir los pasos 5) y 6) para todas las diluciones hechas para cada muestra.
9. Hacer un duplicado, repitiendo los pasos de 4 a 8.

10. Colocar las cajas en la incubadora en posicidn invertida a 35°C durante 24 a 48 horas
(comprobar el crecimiento a las 24 y 48 horas). Poner una caja de Petri adicional como
control de las cajas Petri proporcionadas.

11. En la siguiente sesién, examinar las cajas y hacer el conteo total de las colonias
presentes en aquellas diluciones que presenten entre 30 y 300 colonias.

12. Regresar las cajas a la profesora para que se desechen adecuadamente.

2.- Conteo de bacterias formadoras de esporas
Procedimiento:

1. Repetir los pasos 1, 2, 3y 4 del procedimiento anterior.

2. Después de la agitacién con vértex, colocar la solucion salina estéril con la muestra de
suelo (tubo marcado 10-2) en un vaso de precipitado con agua y poner a calentar en la
parrilla a 80°C durante 15 minutos (choque térmico). Hay que cuidar que la
temperatura no se suba a mas de 80°C.

3. Continuar con el procedimiento anterior a partir del paso 5.

RESULTADOS

Describir los diferentes tipos de colonias obtenidas en las placas de las diluciones sin y con
choque térmico. Hacer una lista ordenandolas de la mas abundante a la menos abundante.

Con base en el conteo, calcular el nUmero de bacterias totales presentes por gramo de muestra
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y completar el Cuadro 5.1. Explicar detalladamente como se hace el calculo. Hacer lo mismo
para las bacterias formadoras de esporas. En ambos casos, el niumero de colonias debe ser el
promedio de las dos réplicas de caja de Petri hechas para cada dilucién.

Dilucién 10-2 10-3 10-4 10-5 10-6 10-7

# Colonias totales

# Colonias del tipo 1

# Colonias del tipo 2

# Colonias del tipo 3

# Colonias del tipo 4

UFC totales/g

UFC del tipo 1/g

UFC del tipo 2/g

UFC del tipo 3/g

UFC del tipo 4/g

Cuadro 5.1. Conteo de bacterias totales y bacterias formadoras de esporas en muestras de
suelo.

DISCUSION

En esta seccién se analizardn los resultados obtenidos, tratando de dar respuesta a las
siguientes preguntas:

1. ;Qué tipos troficos de bacterias se espera obtener en esta practica? ;Por qué?

2. Comparar las morfologias macroscépicas de las colonias obtenidas con y sin choque
térmico y buscar en la literatura el posible linaje bacteriano al que pertenecen.

3. ¢Cual es la finalidad del choque térmico? ;Qué géneros bacterianos se esperan obtener
con este procedimiento? ;Por qué?

4. ;Se espera aislar bacterias anaerobias o microaerofilicas? ;Por qué?
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De acuerdo a los resultados obtenidos, jestuvo bien hecha la cuenta en placa? ;Fueron
parecidos los resultados obtenidos para cada dilucién? Discute el por qué de tus
resultados.

(Como utilizarias y completarias los procedimientos descritos aqui para obtener
cultivos puros de bacterias formadoras de esporas de diversas muestras?

¢Como aplicarias y modificarias estos procedimientos para aislar bacterias lacticas de
alimentos fermentados y enterobacterias de agua?

8. ;Cual microorganismo conocido propondrias emplear como control experimental de
esta prdctica? Discute sus alcances y limitaciones.
CUESTIONARIO

¢Qué aplicaciones practicas tienen los métodos de cuantificacién de microorganismos?
¢Para qué sirve un conteo de bacterias viables?

Compara el método de dilucidon en placa con el método de la cAmara de Neubauer para
la cuantificacién de microorganismos. ;En qué casos conviene usar cada uno?

Explica las ventajas y desventajas del método turbidimétrico de cuantificaciéon de
células.

¢{Como se realiza la cuantificaciéon de levaduras, hongos y bacterias filamentosas?

PREPARACION DE SOLUCIONES Y OTROS MATERIALES POR EL PROFESOR

Agar Nutritivo

Existen varias marcas comerciales para este medio. Seguir las instrucciones de
preparacion indicadas en el recipiente.

Pesar la cantidad de polvo indicada en etiqueta, agregar agua destilada y calentar hasta
disolver en un vaso de precipitados.

Verter en el recipiente definitivo (frasco o matraz) y esterilizar en autoclave a 121°C por
15 minutos.

Es recomendable vaciar en placa, aproximadamente 30 mL por cada placa de 90 x 15,
después de esterilizar cuando auln esta liquido el medio y entre 50-60°C.

Solucién Salina

Es una solucién estéril de cloruro de sodio (NaCl) al 0.9% (p/v).
Pesar la cantidad de NaCl requerida para preparar el volumen deseado (275 mL por
equipo), agregar agua destilada y disolver en un vaso de precipitados.
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Verter en el recipiente definitivo (frasco o matraz) y esterilizar en autoclave a 121°C por
15 minutos.

Una vez enfriada la solucion, distribuir en tubos de cultivo estériles (9 mL por tubo) con
ayuda de una pipeta serolégica y un dispensador manual o electrénico bajo condiciones
de asepsia en la campana de flujo laminar.

51



PRACTICA 6 - CURVA DE CRECIMIENTO MICROBIANO

INTRODUCCION

El concepto de crecimiento microbiano se refiere al incremento en el nimero de
microorganismos en el tiempo y no al aumento de su tamano. El tipo de reproduccién mas
comun en las bacterias es la fision binaria. El tiempo requerido para que una célula se divida y
la poblacién se duplique se conoce como tiempo de generacidon o tiempo de duplicacién. El
tiempo de generacidon puede variar dependiendo de las condiciones fisicas y quimicas en que
suceda el crecimiento.

15
3 Fases de la curva de crecimiento
1. Llag
101 2. Exponencial
4 3. Estacionaria
—~ 05 4.  Muerte
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Figura 6.1. Fases de la curva de crecimiento bacteriano.

La representacién grafica del nimero de células microbianas respecto al tiempo permite
identificar distintas fases de crecimiento (Fig. 6.1). En la fase exponencial, la velocidad de
crecimiento del cultivo es proporcional a la concentracién de células o de biomasa.

Existen diferentes métodos para medir el crecimiento microbiano, ya sea contando el nimero
de microorganismos viables o totales o bien determinando por ejemplo la actividad metabdlica,
la biomasa o las proteinas a lo largo del tiempo. La turbidimetria permite cuantificar los
microorganismos totales en una muestra, ya que mide la reduccién de la transmision de luz
debido a las particulas en suspensién, cuantificando la luz residual transmitida. Las células en
suspension dispersan la luz causando la turbidez del cultivo, la cual es determinada por
espectrofotometria (Fig. 6.2). Asi, cuando el nimero de microorganismos aumenta, la turbidez
del cultivo se incrementa con el nimero total de células presentes. La cantidad de luz
transmitida se expresa como transmitancia y corresponde al porcentaje de luz incidente que
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deja pasar una solucién respecto a un blanco o control, mientras que la absorbancia se define
como la proporcién de luz incidente absorbida por la suspensidn. El término densidad éptica se
refiere a la absorbancia por unidad de longitud. La turbidimetria es el método mas sencillo y
utilizado para evaluar el crecimiento microbiano. Tanto la absorbancia como la cuenta viable
pueden ser utilizadas para graficar el crecimiento microbiano.

Detector

L8z Detector
Luz
: I
- L L

Blanco

Cultive

Figura 6.2. Turbidimetria. Al incidir en el cultivo, parte de la luz es desviada, otra absorbida y el
resto transmitida. La luz no absorbida o dispersada alcanza el detector y cuantificada.

OBJETIVO
Que el alumno logre hacer un monitoreo del crecimiento microbiano por turbidimetria,

identificando las fases del crecimiento, y que calcule el tiempo de generacién y la velocidad
especifica de crecimiento de la poblacidon estudiada.

MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPO

1.- Equipo

= Incubadora con agitacién orbital y temperatura controlada a 37°C (1 por grupo).
= Campana de flujo laminar (1 por grupo).
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= Balanzas (2 por grupo).
= Espectrofotometro de luz visible (1 por grupo).
= Agitador vortex (1 por equipo).

2.- Materiales y reactivos

a) Proporcionados por el profesor

Los materiales y reactivos descritos a continuaciéon por equipo (considerando 4 a 5 alumnos por
equipo), o por grupo (considerando grupos de 25 alumnos) de acuerdo a lo indicado.

= 3 matraces Erlenmeyer de 125 mL estériles con tapones de algodon y gasa
= 10 mL de cultivo liquido de Escherichia coli en fase estacionaria

= ] frasco de 250 mL con 100 mL de caldo nutritivo

b) Proporcionados por los alumnos

= 1 encendedor

= 1 bolsa de algoddn

= 1 plumdn negro indeleble punto medio
= 1 rollo de cinta masking tape

= 1 rollo de toallas absorbentes

c) Solicitados al laboratorista

Los materiales y reactivos descritos a continuacién son por equipo (considerando 4 a 5 alumnos
por equipo), salvo que se indique que es por grupo (considerando grupos de 25 alumnos
maximo).

probeta de 25 mL estéril con tapdn de gasa y algodén
mechero o ldmpara de alcohol

espatula

celdas de 1T mL para espectrofotémetro

1
1
1
3
= 1 gradilla para las celdas
1 micropipeta automatica para volumenes de 200 a 1,000 pL
1 caja de puntas estériles para la micropipeta
1 pipeta serolégica de vidrio de 5 mL estéril
1 dispensador manual para pipeta seroldgica

= 3 pisetas (agua destilada, etanol y cloro)
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METODOS

Procedimiento:

Bajo condiciones de asepsia, verter 25 mL de caldo en cada matraz Erlenmeyer de 125
mL.

Homogeneizar los inéculos con vortex y bajo condiciones de asepsia inocular dos de
los matraces con 2.5 mL de cultivo cada uno para tener un duplicado (serie 1 y serie 2).
Como blanco para calibrar el espectrofotémetro (Cuadro 6.1) se utilizarda 1 mL del
mismo medio sin inocular.

Incubar los matraces a 37°C con agitacién orbital de 150-250 rpm.

Cada 30 minutos sacar de la incubadora los matraces, agitarlos y tomar 1 mL para
medir la densidad 6ptica a 600 nm (DOeoo) en el espectrofotémetro previamente
calibrado con el medio sin inocular. Si la DOsoo rebasa el valor de 1, efectuar una
diluciéon de la muestra 1/10 con el medio de cultivo y medir nuevamente la DOgoo.

RESULTADOS

Reportar en el Cuadro 6.1 los datos de DOsego obtenidos respecto al tiempo, considerando

cuando sea necesario el factor de dilucion. A partir de estos datos, graficar la curva de

crecimiento en escala aritmética y logaritmica. Reportar las graficas con su respectivo pie de

figura.

Tiempo DOsoo medida Dilucién DOsoo calculada*
0

30 min
1 hora

1 hora 30 min

2 horas

2 horas 30 min

3 horas

3 horas 30 min

4 horas

Cuadro 6.1. Datos de DOggo obtenidos respecto al tiempo (*aplica en caso de dilucién).
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DISCUSION

En esta seccién se analizardn los resultados obtenidos, tratando de dar respuesta a las
siguientes preguntas:

1. En un cultivo limitado por la cantidad de sustrato, ;cudl es la representaciéon del
crecimiento de acuerdo a la ecuacion propuesta por Monod?

2. ;Cual es la expresion matematica que relaciona la velocidad especifica de crecimiento
con el tiempo de duplicacién?

3. Explica el significado de la velocidad especifica de crecimiento (u) y de la velocidad
maxima de crecimiento (umax)-

4. En fase exponencial de crecimiento, jcudl es la ecuacién lineal que permite obtener el
valor de p como pendiente de esa recta?

5. Calcular la pmax ¥ el tiempo de generacién del cultivo. Explicar detalladamente como se
hacen los calculos.

6. ¢La turbidimetria es un método de medicion del crecimiento bacteriano directo o
indirecto?

7. ¢En qué diferiria la curva de crecimiento si fuese obtenida por cuenta viable? Explica.

8. ;Qué resultados esperarias al crecer el cultivo a 30°C en vez de 37°C? ;y a 100 rpm en
lugar de 250 rpm?

CUESTIONARIO

1. Explicar brevemente el fundamento de los métodos directos para medir el crecimiento
microbiano y ejemplificar.

2. Explicar brevemente el fundamento de los métodos indirectos para medir el
crecimiento microbiano y ejemplificar.

3. Explicar las ventajas y desventajas técnicas de la turbidimetria.

4. Indicar en una gréfica las fases de crecimiento microbiano y explicar en qué consiste
cada una de ellas.

5. ¢Cuales son los principales requerimientos fisicos para el crecimiento microbiano y
cédmo se clasifican los microorganismos de acuerdo a estos requerimientos?

6. Dentro de los requerimientos quimicos, jcual es la importancia de la fuente de carbono
y cdmo se clasifican los microorganismos de acuerdo a la naturaleza de su fuente de
carbono?
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7. Dentro de los requerimientos quimicos, jcudl es la importancia del nitrégeno y a partir
de que nutrientes se puede obtener este elemento? Menciona 4 posibilidades.

8. Dentro de los requerimientos quimicos, ;como se clasifican los microorganismos de
acuerdo sus requerimientos de oxigeno?

PREPARACION DE SOLUCIONES Y OTROS MATERIALES POR EL PROFESOR

Caldo Nutritivo
= Existen varias marcas comerciales para este medio. Seguir las instrucciones de

preparacion indicadas en el recipiente.
= Pesar la cantidad de polvo indicada en etiqueta, agregar agua destilada y disolver en un

vaso de precipitados.
= Verter en el recipiente definitivo (frasco o matraz) y esterilizar en autoclave a 121°C por

15 minutos.
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PRACTICA 7 - PRUEBAS BIOQUIMICAS

INTRODUCCION

La taxonomia es la ciencia que se encarga de la clasificacion de los seres vivos de acuerdo a su
historia evolutiva. La taxonomia microbiana comprende la identificacién, la clasificacién y la
nomenclatura de los microorganismos. Los microorganismos se clasifican de acuerdo a
caracteristicas morfoldgicas, fisiolégicas y genéticas similares para formar grupos o taxones. El
sistema de clasificacién es un sistema jerarquico en el cual la especie es el grupo mas elemental
(Fig. 7.1).

Dominio Bocterio, Archoea, Eukaryo Bacteria
l
Phylum o division Agrupa clases similares Firmicutes
l
Clase Agrupa ordenes similares Bacilli
Agrupa familias similares Bacillales
Familia Agrupa géneros similares Bacillaceae
|
Género Agrupa especies similares Bacillus
!
Especie subtilis

Figura 7.1. Designacion de taxones.

Existen diversos sistemas de clasificacion e identificacion basados en distintos criterios y
pruebas. Se entiende por identificacién microbiana al conjunto de técnicas y procedimientos
que se aplican para establecer la identidad de un microorganismo, es decir, posicionarlo en un
taxén y asignarle género y especie.

La diversidad microbiana que existe en nuestro planeta es vasta en términos filogenéticos,

metabdlicos y funcionales. Las numerosas capacidades metabdlicas de los microorganismos,
especialmente los procariotas, han permitido que se adapten a diversas condiciones
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ambientales y nutrimentales. Por tal motivo, las propiedades bioquimicas de cada
microorganismo contribuyen a la identificacion y caracterizacion de géneros y especies, junto
con otros métodos como la morfologia, tinciones diferenciales, serologia, perfiles de acidos
grasos, composicién de bases del ADN, etc. Una gran cantidad de reacciones enzimdticas
(anabdlicas y catabélicas) permiten clasificar desde el punto de vista bioquimico a los
microorganismos. Estas pruebas bioquimicas son relevantes desde el punto de vista clinico,
ecoldgico y microbioldgico, ya que coadyuvan en la identificacién de familias, géneros e incluso
especies de microorganismos.

Las pruebas bioquimicas son reacciones que determinan la actividad de una enzima o de una
via metabdlica de un microorganismo a partir de un sustrato que es incorporado al medio de
cultivo y que es transformado o no. Estas pruebas comprenden estudios de enzimas del
metabolismo energético celular (fermentacién, respiracidon) y de requerimientos nutricionales
(fuentes de carbono o nitrégeno). También se pueden incluir pruebas de descarboxilacién y
desaminacion de aminoacidos, reacciones hidroliticas que requieren de enzimas intra o
extracelulares, pruebas de resistencia a antibioticos, entre otras. Estas reacciones permiten
diferenciar y en algunas ocasiones identificar género o especie de microorganismos en base a
sus caracteristicas bioquimicas especificas (Fig. 7.2).

| BACTERIA DESCONOCIDA |

Bacilos

I

r FTTTmTTTTTITTS
! Salmonella ! i Citrobacter i Escherichia
bmmmmm - coli

Figura 7.2. Pruebas que permiten diferenciar algunos bacilos Gram negativos.
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OBJETIVOS

Que el alumno realice algunas pruebas bioquimicas clasicas que permitan demostrar la
actividad metabolica de algunas bacterias y levaduras y que comprenda la importancia de las
pruebas bioquimicas en la clasificacién e identificacion de los microorganismos.

MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPO

1.- Equipo
= Balanzas (2 por grupo)
* Campana de flujo laminar (1 por grupo)
* |ncubadoras a 30y 37°C

2.- Materiales y reactivos

a) Proporcionados por el profesor

Los materiales y reactivos descritos a continuacién son por equipo (considerando 5 alumnos
por equipo), salvo que se indique que es por grupo (considerando grupos de 25 alumnos).

= 3 cajas Petri (90 x 15 mm) de agar dextrosa almidén (1 por microorganismo a probar)

= 1 frasco gotero con 100 mL de solucién de lugol

= 3 botellas con 15 mL de medio mineral M9 liquido adicionado con 2 g/L de fuentes de
carbono diversas (glucosa, lactosa, sacarosa)

* 1 botella con 25 mL de caldo de rojo de fenol adicionado de 5 g/L glucosa

» 4 cajas Petri (90 x 15 mm) de agar nutritivo (1 por microorganismo a probar y un control)

* Agua oxigenada comercial (3% p/v)

*= 1 botella con 25 mL de caldo nutritivo adicionado de nitrato de potasio (1 g/L)

»= 1 kit comercial de reactivos de Griess.

= Placas de agar nutritivo con colonias aisladas de Escherichia coli, Acinetobacter baylyi
ADP1 vy Bacillus subtilis obtenidas por estriado y crecidas toda la noche (16 horas) (1 de
cada microorganismo por equipo)

b) Proporcionados por los alumnos

= 1 encendedor
= 1 bolsa de algoddn
= 1 plumdn negro indeleble punto medio

60



¢) Solicitados al laboratorista

Los materiales y reactivos descritos a continuacién son por equipo (considerando 4 a 5 alumnos
por equipo), salvo que se indique que es por grupo (considerando grupos de 25 alumnos
maximo).

* 1 mechero o 1 lampara de alcohol

= 25 tubos de cultivo estériles de 13 x 100 mm con tapa de rosca
= 8 pipetas serolégicas estériles de 5 mL

* 1 micropipetas automaticas de 200 pL

* 1 caja de puntas estériles para micropipeta de 200 pL

= 1 asa de siembra

= 1 dispensador para pipetas serolégicas

METODOS
1.- Hidrélisis de almidén

Procedimiento:

1. Trabajar en condiciones de asepsia.

2. Dividir las cajas de agar almidon en 2 sectores iguales marcando la base de las cajas
con un plumoén indeleble.

3. Rotular los sectores con los nombres de los microorganismos a probar, dejando un
sector para el control en cada caja.

4. Inocular cada sector con una estria recta del microorganismo a probar.

5. Incubar las cajas invertidas toda la noche a la temperatura indicada para cada caso (F.
colia 37°C, A. baylyi ADP1 y B. subtilis a 30°C) toda la noche.

6. Transcurrido el tiempo de incubacion, examinar y documentar el crecimiento en los
diferentes sectores.

7. Agregar unas gotas de solucién de lugol sobre las estrias de microorganismos.

8. Examinar y documentar las areas alrededor de las estrias de crecimiento.
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2.— Utilizacién de hidratos de carbono

Procedimiento:

1. Trabajar en condiciones de asepsia.

2. Rotular los tubos estériles con los nombres de los microorganismos e hidratos de
carbono a probar incluyendo controles. Los controles son los mismos medios pero sin
inocular.

3. Colocar 2 mL de medio mineral M9 conteniendo los diferentes azlcares a probar
(glucosa, sacarosa y lactosa) en los tubos.

4. Inocular los tubos con 3 a 5 colonias aisladas de las placas de agar nutritivo de los
microorganismos a probar.

5. Incubar los tubos a la temperatura, tiempo y agitacién indicado para cada caso (E. coli
a 37°C, A. baylyi ADP1 y B. subtilis a 30°C, agitacién 300 rpm toda la noche).

6. Transcurrido el tiempo de incubacién, examinar y documentar el crecimiento en los
diferentes tubos.

3.- Prueba de fermentacion con rojo de fenol

Procedimiento:

1. Trabajar en condiciones de asepsia.

2. Rotular los tubos estériles con los nombres de los microorganismos, incluyendo
controles.

3. Colocar 5 mL de caldo rojo de fenol adicionado de glucosa en los tubos.

4. Inocular los tubos con 3 a 5 colonias aisladas de los cultivos en agar nutritivo de los
microorganismos a probar.

5. Incubar los tubos a la temperatura y el tiempo para cada caso (E. colia 37°C, A. baylyi
ADP1 vy B. subtilis a 30°C, agitacion 100 rpm toda la noche).

6. Transcurrido el tiempo de incubacién, examinar y documentar el crecimiento y
coloracién en los diferentes tubos.
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4.- Prueba de catalasa

Procedimiento:

1. Trabajar en condiciones de asepsia.

2. Utilizar una caja de agar nutritivo por microorganismo a probar y una caja adicional
como control.

3. Rotular las cajas con los nombres de los microorganismos a probar, dejando una caja
marcada como control.

4. Inocular cada caja por estriado para tener colonias aisladas de cada microorganismo a
probar.

5. Incubar las cajas invertidas a la temperatura y el tiempo indicado para cada caso (F.
colia 37°C, A. baylyi ADP1 y B. subtilis a 30°C) toda la noche).

6. Transcurrido el tiempo de incubacién, agregar unas gotas de agua oxigenada sobre las
colonias o estrias de microorganismos (3 colonias por microorganismo a probar).

7. Examinar y documentar los resultados observados.

5.—- Reduccién de nitratos
Procedimiento:

1. Trabajar en condiciones de asepsia.

2. Rotular los tubos estériles con los nombres de los microorganismos, incluyendo
controles.

3. Colocar 3 mL de caldo nutritivo con nitrato en los tubos correspondientes.

4. Inocular los tubos con 3 a 5 colonias aisladas de los cultivos en agar nutritivo de los
microorganismos a probar.

5. Incubar los tubos a la temperatura, tiempo y agitacién indicado para cada caso (E. coli
a 37°C, A. baylyi ADP1 y B. subtilis a 30°C, agitacién 300 rpm toda la noche).

6. Transcurrido el tiempo de incubacién, examinar y documentar el crecimiento en los
diferentes tubos.

7. Agregar 3 gotas del reactivo A y 3 gotas del reactivo B del kit de reactivos de Griess a
cada tubo.

8. Esperar unos segundos y observar si hay desarrollo de coloracién.

9. Interpretar y registrar los resultados.

63



RESULTADOS

Anotar los resultados obtenidos para cada una de las pruebas en los Cuadros 7.1, 7.2, 7.3, 7.4
y 7.5. Modificar los cuadros de acuerdo al niimero de organismos y controles.

Almidén

Organismo/control Observacion Prueba +/-

Cuadro 7.1. Resultados de pruebas de hidrélisis de almidén.

Hidratos de carbono

Organismo/control/azicar | Observacién Prueba +/-

Cuadro 7.2. Resultados de pruebas de utilizacién de hidratos de carbono.

Rojo de fenol

Organismo/control/azicar | Observacién Prueba +/-

Cuadro 7.3. Resultados de pruebas de rojo de fenol.

Catalasa

Organismo/control Observacién Prueba +/-

Cuadro 7.4. Resultados de pruebas de catalasa.

Nitratos

Organismo/control Observacion Prueba +/-

Cuadro 7.5. Resultados de pruebas de reducciéon de nitratos.
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DISCUSION

En esta seccién se analizardn los resultados obtenidos, tratando de dar respuesta a las
siguientes preguntas:

Menciona el dominio, phylum, clase, orden y familia de los microorganismos utilizados
en esta practica.

2. ;Cudl es el fundamento de la prueba de hidrélisis de almidon y qué grupo de
microorganismos permite detectar?

3. ;Cual es el fundamento de la prueba de utilizacion de hidratos de carbono?

4. ;Cudl es el fundamento de la prueba de rojo de fenol y qué tipo de microorganismos
permite detectar?

5. ¢Cual es el fundamento de la prueba de catalasa y cual es el tipo de microorganismos
que identifica?

6. ;Cudl es el fundamento de la prueba de reduccion de nitratos y cual es el tipo de
microorganismos que identifica?

7. iConcuerdan los resultados obtenidos con lo que se sabe acerca de los
microorganismos utilizados en la practica?

CUESTIONARIO

1. ;Cudl es la diferencia entre una especie y una cepa procariota?

2. Enlista 4 caracteristicas morfolégicas utilizadas en clasificacién e identificaciéon de
microorganismos.

3. Enlista 8 caracteristicas fisiolégicas y metabdlicas utilizadas para la clasificacién e
identificacion en microbiologia.

4. En qué difieren los manuales de Bergey’s de Bacteriologia Determinativa y Bergey’s de
Bacteriologia Sistematica?

5. ¢En qué consiste la prueba de agar-hierro-triple azlicar y para qué se utiliza?

6. Menciona un ejemplo de kit comercial manual multiprueba para la identificacion de
bacilos Gram negativos.

7. Menciona un ejemplo de sistema comercial automatizado para la identificacion de

bacterias.
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PREPARACION DE SOLUCIONES Y OTROS MATERIALES POR EL PROFESOR

Agar dextrosa almidén

Existen varias marcas comerciales para este medio. Seguir las instrucciones de
preparacion indicadas en el recipiente.

Pesar la cantidad de polvo indicada en la etiqueta y colocarla en un vaso de precipitados,
agregar agua destilada, agitar con una barra magnética sobre una parilla de
calentamiento y calentar hasta hervir durante 1 minuto para disolver completamente el
polvo.

Verter en el recipiente definitivo (frasco o matraz) y esterilizar en autoclave a 121°C por
15 minutos.

Es recomendable vaciar en placa, aproximadamente 30 mL por cada placa de 90 x 15,
después de esterilizar cuando aun esta liquido el medio y entre 50-60°C.

Yodo, 1.0 g; yoduro de potasio, 2.0 g; agua destilada, 300 mL

Pulverizar el yodo y el yoduro de potasio en un mortero y agregar agua lentamente
hasta que el yodo se disuelva.

Distribuir en frascos goteros dmbar para protegerlo de la luz.

Medio mineral M9 adicionado de fuentes de carbono

El medio mineral M9 es un medio salino minimo que debe ser suplementado con una fuente de

carbono para proveer un medio quimicamente definido para el crecimiento microbiano.

Existen varias marcas comerciales para este medio. Generalmente es comercializado en
una forma concentrada 5x o 10x. Seguir las instrucciones de preparacion indicadas en el
recipiente.

Pesar la cantidad de polvo indicada en la etiqueta y disolverla en 1 litro de agua
destilada. Esterilizar en autoclave a 121°C por 15 minutos.

Para preparar el medio M9, agregar 200 mL de sales 5x (0o 100 mL de sales 10x) en 800
mL o (900 mL) de agua destilada estéril, bajo condiciones de asepsia en la campana de
flujo laminar.

Agregar 20 mL de una solucion de carbohidrato al 10% (p/v) esterilizada por filtracién, 2
mL de una solucién de MgSO4 1M esterilizada en el autoclave y 0.1 mL de una solucion
de CaCl; también esterilizada en autoclave, todo bajo condiciones de asepsia en la
campana de flujo laminar.

Caldo de rojo de fenol con glucosa
= Existen varias marcas comerciales para este medio. Seguir las instrucciones de preparacién

indicadas en el recipiente.

= Pesar la cantidad de polvo indicada en etiqueta, agregar agua destilada y disolver en un vaso
de precipitados.
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= Verter en el recipiente definitivo (frasco o matraz) y esterilizar en autoclave a 121°C por 15
minutos.

Agar Nutritivo

= Existen varias marcas comerciales para este medio. Seguir las instrucciones de
preparacion indicadas en el recipiente.

= Pesar la cantidad de polvo indicada en etiqueta, agregar agua destilada y calentar hasta
disolver en un vaso de precipitados.

= Verter en el recipiente definitivo (frasco o matraz) y esterilizar en autoclave a 121°C por
15 minutos.

= Es recomendable vaciar en placa, aproximadamente 30 mL por cada placa de 90 x 15,
después de esterilizar cuando auln esta liquido el medio y entre 50-60°C.

Caldo nutritivo con nitrato de potasio

= Existen varias marcas comerciales para el caldo nutritivo. Seguir las instrucciones de
preparacion indicadas en el recipiente.

= Pesar la cantidad de polvo indicada en etiqueta, agregar agua destilada y disolver en un vaso
de precipitados.

= Agregar 1 g/L de nitrato de potasio y disolver.

= Verter en el recipiente definitivo (frasco o matraz) y esterilizar en autoclave a 121°C por 15
minutos.

Kit comercial de reactivos de Griess

* Varias marcas comercializan kits de reactivos de Griess. Sequir las instrucciones de los
fabricantes para la preparacién de los reactivos Ay By su uso.
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PRACTICA 8 - AGENTES ANTIMICROBIANOS Y ANTIBIOTICOS

INTRODUCCION

Un agente antimicrobiano es un quimico natural o sintético que mata o inhibe el crecimiento de
los microrganismos. Los biocidas son sustancias capaces de matar a los microrganismos. Los
agentes bactericidas, viricidas y fungicidas matan a las bacterias, virus y hongos
respectivamente, mientras que los bacteriostaticos, viristaticos y fungistaticos solo inhiben su
crecimiento. Los microorganismos presentan diferentes grados de resistencia a los agentes
antimicrobianos (Fig. 8.1), dependiendo del tipo de agente microbiano, de su concentracidon y
del tiempo de exposicidn, entre otros.

MENOS RESISTENTE MAS RESISTENTE

Virus con cubierta lipidica Endosporas bacterianas

Bacterias gram positivas Micobacterias
Virus sin cubierta Quistes de protistas

Hongos, especialmente esporas Formas vegetativas de protozoarios

Bacterias gram negativas

Figura 8.1. Resistencia de los microorganismos al calor.

La actividad antimicrobiana es evaluada determinando la cantidad minima de agente que se
requiere para inhibir el crecimiento de un microorganismo; este valor se conoce como
concentracion minima inhibitoria (CMI). Otro parametro para evaluar un antimicrobiano es la
concentracién minima bactericida (CMB), que se refiere a la concentracion minima de
antibacteriano que mata el 99.9% de una poblaciéon microbiana.

Los antibioticos naturales son productos del metabolismo secundario de hongos como
Penicillium y de bacterias como Streptomyces, entre otros y son obtenidos por cultivo a gran
escala. En 1929, Alexander Fleming caracterizé el primer antibiético natural, la penicilina,
aislado del hongo Penicillium chrysogenum (Fig. 8.2). En la actualidad, tambien hay antibioticos
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semi-sintéticos y sintéticos. Los antibibticos sintéticos se obtienen a través de procesos de
sintesis quimica, mientras que los antibidticos semi-sintéticos se producen a partir de cultivos
microbianos y se modifican posteriormente por via quimica. Los antibioticos pueden clasificarse
de acuerdo a su mecanismo de accion, estructura quimica o espectro de efectividad.

Colonias de bacterias o de |
(crecimiento normal) R

época de oro de los
Descubrimiento - SEER S
accidental

Aplicacion
masiva PRy,
Halo de Comercializacion

inhibicion

crecimiento

Inhibicion del l
bacteriano

Penicillium

Problemas de resistencia

a antibioticos

Figura 8.2. Descubrimiento accidental por Fleming de la accién antibacteriana
de la penicilina.

OBJETIVO

Que el alumno conozca una técnica para evaluar el efecto de agentes antimicrobianos sobre
bacterias, observe la respuesta a diferentes agentes y comprenda los conceptos de CMI y CMB.

MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPO
1.- Equipo

= Balanzas (2 por grupo)

= Campana de flujo laminar (1 por grupo)

= Espectrofotémetro de luz visible (1 por grupo)

= |Incubadora orbital con agitaciéon y temperatura controlada a 37°C
= Estufa con temperatura controlada a 37°C
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2.- Materiales y reactivos

a) Proporcionados por el profesor

Los materiales y reactivos descritos a continuacién son por equipo (considerando 5 alumnos
por equipo), salvo que se indique que es por grupo (considerando grupos de 25 alumnos).

= 1 cultivo liquido de Escherichia coliW3110 en fase estacionaria (10 mL)

= 1 botella con 150 mL de caldo nutritivo estéril

= 1 tubo Eppendorf de 1.5 mL con 1 mL de solucién stock de ampicilina (100 mg/mL)
= 1 filtro para jeringa de acetato de celulosay 0.22 um de tamafio de poro estéril

= 1 tubo Falcén estéril de 15 mL

= 3 cajas Petri (90 x 15 mm) de agar nutritivo

b) Proporcionados por los alumnos

= 1 encendedor

= 1 bolsa de algoddn

= 1 plumdn negro indeleble punto medio
= 1 frasco de mertiolate incoloro

¢) Solicitados al laboratorista

Los materiales y reactivos descritos a continuacién son por equipo (considerando 4 a 5 alumnos
por equipo), salvo que se indique que es por grupo (considerando grupos de 25 alumnos
maximo).

= 1 mechero o 1 lampara de alcohol

= 1 jeringay desechable de 5 mL estéril

= 1 vasos de precipitado de 10 mL

= 5 tubos Eppendorf de 1.5 ml estériles

= 1 gradilla con 2 celdas de 1 mL para espectrofotémetro

= 1 gradilla con 25 tubos de cultivo estériles de 13 x 100 mm con tapa de rosca
= 4 pipetas seroldgicas estériles de 5 mL

= 1 dispensador para pipetas serolégicas

micropipeta automatica para volumenes de 200 a 1,000 uL
micropipeta automatica para volumenes de 20 a 200 pL
micropipeta automatica para volumenes de 2 a 20 puL
micropipeta para volimenes de 1 a 2 uL

caja de puntas estériles para cada micropipeta

asa de siembra
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= 1 agitador vortex

= 4 pipetas seroldgicas de vidrio de 5 mL estéril (1)
= 1 dispensador para pipetas seroldgicas

= 3 pisetas (agua destilada, etanol, cloro)

METODOS

1.- Determinacion de la CMI
Procedimiento:

1. Trabajar en condiciones de asepsia.

2. En un tubo Falcén de 15 mL, preparar 5 mL de una solucién de ampicilina al 10 mg/mL
a partir de la solucidén stock proporcionada por el profesor. Para ello, realizar una
dilucién del stock en agua destilada. Dar vortex para homogeneizar.

3. Esterilizar la solucién de ampicilina (10 mg/mL) por filtracién usando la jeringa y el
filtro estéril y repartir el filtrado en 3 tubos Eppendorf de 1.5 mL estériles.

4, Medir la absorbancia a 600 nm del cultivo de E. coli W3110. Hacer una dilucién de
1/10 en caldo nutritivo.

5. Disponer los tubos de cultivo en 2 filas de 12 tubos en la gradilla y rotular los tubos
como se indica en el Cuadro 8.1.

Rétulos para pruebas - + 1A 2 3 4 5 6 7 8 9 10
con ampicilina (Ap) Ap Ap P Ap Ap Ap Ap Ap Ap Ap Ap Ap
Ampicilina (10 mg/mL) 0 0 1.25 | 2.5 5 10 25 50 100 | 250 | 375 | 500

pL pul uL uL pul pul pul pul pul pul pul pul

Cultivo No Si

Rétulos para pruebas - + 1 Mt 2 3 4 5 6 7 8 9 10
con mertiolate (Mt) Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt
Mertiolate comercial 0 0 1.25 | 2.5 5 10 25 50 100 | 250 | 375 | 500
(mL)

pL pul uL uL pul pul pul pul pul pul pul pul

Cultivo No Si

Cuadro 8.1. Preparacion de tubos para determinacion de CMI.

6. Colocar 5 mL de caldo nutritivo en cada tubo.

71



7. Utilizando micropipetas y puntas estériles, colocar la ampicilina y el mertiolate en los
tubos correspondientes a los rétulos anteriores. Homogeneizar con vértex.

8. Calcular la cantidad de cultivo a inocular para que todos los tubos inicien con una
absorbancia a 600 nm de 0.25.

9. Utilizando micropipetas y puntas estériles, inocular los tubos. Homogeneizar con
vortex.

10. Incubar los tubos a 37°C con agitacién orbital de 150-250 rpm durante 24 horas,
manteniendo los tubos con una inclinacion de 45 grados aproximadamente.

11. En la siguiente sesién, examinar los tubos, registrar el crecimiento en cada tubo y
continuar con la determinacion de la CMB.

2.— Determinacion de la CMB
Procedimiento:

1. Trabajar en condiciones de asepsia.

2. Dividir las cajas de agar nutritivo en 4 sectores iguales marcando la base de las cajas
con un plumoén indeleble.

3. De los tubos de la seccién anterior, estriar aquellos cultivos que no presentaron
crecimiento aparente en las cajas de agar nutritivo como se muestra a continuacién
(Fig. 8.3). Previamente rotular los sectores a estriar como en los tubos
correspondientes.

4. Incubar las cajas a 37°C durante 24 horas.
5. En la siguiente sesién, examinar las cajas y registrar el crecimiento en cada sector.

6. Regresar los tubos y las cajas al profesor para que se desechen adecuadamente.

Figura 8.3. Estriado de cajas Petri para la determinacién de la CMB.
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RESULTADOS

Calcular las concentraciones de la ampicilina y del compuesto activo del mertiolate en cada
tubo y anotarlas en el Cuadro 8.2.

Reportar el crecimiento observado en los diferentes tubos de forma cualitativa: (-) no hay
crecimiento, (+) poco crecimiento, (++) crecimiento regular y (+++) crecimiento abundante en
el Cuadro 8.2. En base a los resultados obtenidos, indicar la CMI de cada agente
antimicrobiano. Reportar en el Cuadro 8.2 el crecimiento observado en las placas de agar
nutritivo. En base a los resultados obtenidos, indicar la CMB de cada agente antimicrobiano.

Pruebas con ampicilina - + 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
(Ap) Ap Ap Ap Ap Ap Ap Ap Ap Ap Ap Ap Ap

Concentracion de
ampicilina (ug/mL)

Crecimiento en tubo

Crecimiento en placa

Pruebas con mertiolate - + 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
(Mt) Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt Mt

Concentracién de
compuesto activo (ug/mL)

Crecimiento en tubo

Crecimiento en placa

Cuadro 8.2. Resultados de determinacion de CMI y CMB para una cepa de E. coli expuesta a dos
agentes antimicrobianos diferentes.

DISCUSION

En esta seccién se analizardn los resultados obtenidos, tratando de dar respuesta a las
siguientes preguntas:

1. Explica cual es la estructura quimica de la ampicilina? ;Qué tipo de antibiético es la

ampicilina en base a su mecanismo de accién, estructura quimica y espectro de accién?

2. Explica cuadl es el compuesto activo en el mertiolate? ;Cudl es su estructura quimica?
¢Cual es su mecanismo y espectro de accion?

CUESTIONARIO

1. Define y contrasta desinfeccion y antisepsia.
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Explica en que consiste el método de difusion por discos en la evaluacién de agentes
antimicrobianos.

Explica cudl es el modo y espectro de accién de los siguientes agentes antimicrobianos

a. Cloro d. Nitrato de plata
b. Triclosan e. Agua oxigenada
c. Alcohol etilico f. Clorhexidina

Completa el Cuadro 8.3 dando un ejemplo para cada categoria de antimicrobiano.

Categoria de antimicrobiano Ejemplo

Antibiético antibacteriano, inhibidor de la . .y
. Penicilina
sintesis de la pared

Antibiético antimicobacteriano, inhibidor de
la sintesis de pared

Antibiético antibacteriano, inhibidor de Ia
sintesis de proteinas

Antibiético antibacteriano, que dafha a la
membrana plasmatica

Antibidtico antibacteriano, inhibidor de la
sintesis de ADN o ARN

Antifungico que actua sobre esteroles de
membrana

Antifungico que interfiere con la divisidn
celular eucariética

Antiviral que inhibe la sintesis de ADN o ARN

Antiprotozoario que inhibe la sintesis de
acido nucleico

Antihelmintico que dafa selectivamente
microtibulos de las células intestinales de
los nematodos

Cuadro 8.3. Ejemplos de agentes antimicrobianos.
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PREPARACION DE SOLUCIONES Y OTROS MATERIALES POR EL PROFESOR

Caldo nutritivo

Existen varias marcas comerciales para este medio. Seguir las instrucciones de
preparacion indicadas en el recipiente.

Pesar la cantidad de polvo indicada en etiqueta, agregar agua destilada y disolver en un
vaso de precipitados.

Verter en el recipiente definitivo (frasco o matraz) y esterilizar en autoclave a 121°C por
15 minutos.

Agar Nutritivo

Existen varias marcas comerciales para este medio. Seguir las instrucciones de
preparacion indicadas en el recipiente.

Pesar la cantidad de polvo indicada en etiqueta, agregar agua destilada y calentar hasta
disolver en un vaso de precipitados.

Verter en el recipiente definitivo (frasco o matraz) y esterilizar en autoclave a 121°C por
15 minutos.

Es recomendable vaciar en placa, aproximadamente 30 mL por cada placa de 90 x 15,
después de esterilizar cuando auln estd liquido el medio y entre 50-60°C.

Solucién stock de ampicilina

Pesar y colocar 1 g de ampicilina en un tubo Falcon de 15 mL.

Disolver en 10 mL de agua destilada mediante vortex.

Esterilizar por filtracién y distribuir en tubos Eppendorf de 1.5 mL estériles.
Conservar en congelacién a -20°C.
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PRACTICA 9 - MICROCULTIVOS Y OBSERVACION MICROSCOPICA DE
HONGOS FILAMENTOSOS

INTRODUCCION

Los hongos son microorganismos eucariotas. Producen enzimas extracelulares que digieren la
materia organica. Sus habitats son diversos, tipicamente terrestres y saproéfitos. La mayoria de
los hongos filamentosos son aerobios, mientras que las levaduras son anaerobias facultativas.
Crecen generalmente a pH debajo de 5, son multicelulares, excepto las levaduras, y tienen
esporas sexuales y asexuales.

El cuerpo de los hongos filamentosos tiene dos porciones, una vegetativa (talo o cuerpo)
formada por filamentos llamadas hifas las cuales en conjunto forman el micelio, mientras que la
parte reproductiva estd formada por esporas las cuales pueden estar agrupadas en estructuras
lamadas esporangios (Fig. 9.1). Las estructuras vegetativas de los hongos son aquellas
involucradas en el catabolismo y en el crecimiento. Algunos hongos tienen hifas septadas,
mientras otros presentan hifas cenociticas sin divisiones y presentan varios nucleos (Fig. 9.1).
La parte de la hifa que esta encargada de la reproduccion es la hifa aérea, mientras que la parte
encargada de la nutricion se conoce como hifa vegetativa.

Esporangio

Espora

\

) ) Micelio vegetativo
po— 4

Espora germinando

Pared
celular ~

Micelio septado Micelio cenocitico

Microcultivo de Aspergillus niger

Figura 9.1. Estructuras de hongos filamentosos.
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Los hongos filamentosos se encuentran generalmente colonizando la superficie de liquidos vy
sélidos, forman redes complejas de micelio que se extienden en todas direcciones, pueden
secretar enzimas a sus alrededores para degradar polimeros que sirven como nutrientes (p. ej.
celulosa, quitina, almidén, proteinas). La capacidad de secretar enzimas ha sido aprovechada
para producir industrialmente enzimas, ya que se facilitan los procesos de extracciéon y
purificacién, reduciendo tiempo y costos. Los hongos son de gran importancia econdmica, y se
emplean para producir antibidticos, enzimas, alimentos fermentados, acidos organicos,
tratamiento de contaminantes, asi como para controlar plagas en cultivos vegetales. Algunos
hongos producen micotoxinas, las cuales son causantes de intoxicaciones en humanos y
ganado.

OBJETIVO

Que el alumno aprenda a preparar microcultivos de hongos filamentosos, observe las
principales estructuras vegetativas y reproductivas que desarrollan este tipo de hongos y las
identifique.

MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPO

1.- Equipo

= Balanzas (2 por grupo)

» Parilla de calentamiento con agitacién (1 por equipo)

= Autoclave (1 por grupo)

* Campana de flujo laminar (1 por grupo)

» Estufa con temperatura controlada a 28°C (1 por grupo)
= Microscopio (1 por equipo)

2.- Materiales y reactivos

a) Proporcionados por el profesor

Los materiales y reactivos descritos a continuacién son por equipo (considerando 5 alumnos
por equipo), salvo que se indique que es por grupo (considerando grupos de 25 alumnos).

= 1 cultivo solido de hongo filamentoso
= 1 varilla de vidrio de 10 cm de largo
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b) Proporcionados por los alumnos

encendedor

bolsa de algoddn

plumén negro indeleble punto medio
bisturi estéril

rollo de toallas absorbentes

paquete de algodon

paquete de gasas

RN U (U U T (U S —

rollo de papel aluminio

¢) Solicitados al laboratorista

Los materiales y reactivos descritos a continuacién son por equipo (considerando 4 a 5 alumnos
por equipo), salvo que se indique que es por grupo (considerando grupos de 25 alumnos
maximo).

= 1 mechero bunsen

= 2 |amparas de alcohol

= 1 placa de Petri de vidrio de 100x15
= 1 espatula

= 1 barra magnética

= 2 frascos Erlenmeyer de 125 mL

= lprobeta de 50 mL

= 1 probeta de 25 mL

1 pinza de diseccién

1 portaobjetos

1 cubreobjetos

1 pipeta serolégica de vidrio de 10 mL
1 dispensador para pipetas seroldgicas
1 asa de siembra

= 3 pisetas (agua destilada, etanol, cloro)

Los siguientes materiales y reactivos son por grupo:

= Agar PDA (papa y dextrosa) comercial en polvo
= Glicerol grado reactivo

= 1 rollo de cinta testigo para autoclave

= 1 rollo de Parafilm

= Guantes de asbesto
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METODOS

1.- Preparacién de material

Procedimiento:

Preparar 50 mL de agar papa dextrosa en un matraz Erlenmeyer, colocar tapén de gasa
con algodén y cubrir con papel aluminio. Seguir el procedimiento descrito en la
Practica 2.

Calentar la parte central de la varilla con el mechero Bunsen y doblar en forma de V.

Colocar la varilla en V dentro de la placa Petri, colocar el portaobjetos sobre la varilla
vidrio (Fig. 9.2) y empaquetar con papel aluminio la caja.

Preparar 50 mL de una solucién de glicerol al 5% en un matraz Erlenmeyer, colocar
tapdén de gasa con algodon y cubrir con papel aluminio.

Envolver las pinzas en papel aluminio.

Esterilizar los materiales en autoclave a 121°C, 15 psi durante 15 min.

Vista de lado

Vista de arriba

a) b)

Varilla de vidrio

Portaobjetos

Inéculo

Solucién glicerol Varilla de vidrio

Figura 9.2. Preparacidon de microcultivo.

2.- Preparacion de microcultivos

Procedimiento:

1.
2.

Trabajar en condiciones de asepsia.

Marcar una altura de aproximadamente 5 mm en las 2 cajas Petri restantes, llenar las
cajas con PDA hasta la marca (aprox. 15 mL), y dejar solidificar.
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Cortar 2 cuadros de 1T cm x 1 cm del PDA usando el bisturi y pinzas estériles y
colocarlos sobre un portaobjetos estéril.

Inocular el hongo filamentoso por picadura en uno de los cantos del bloque de agar
(Fig. 9.2). El segundo canto de agar es utilizado como control negativo.

Con la pipeta estéril de 10 mL adicionar en el fondo de la caja Petri 3 mL de la solucién
estéril de glicerol, para a mantener la humedad y evitar que se seque el microcultivo.

Manipular con cuidado la caja Petri para evitar que el cultivo caiga en el liquido, tapar
la caja Petri, sellar con parafilm e incubar por 5-7 dias a 28°C.

Revisar el crecimiento del hongo observando a simple vista los cultivos cada 48 h.

Vista de arriba

Portaobjetos
Micelio /
—_
Vista de lado
Objetivo
“O 09 Ody uad
Cubreobjetos E Portaobjetos

re—,
Agar\-)l T 1 /

Figura 9.3. Observaciéon de microcultivo.

3.- Observacion de microcultivos

Procedimiento:

Al final del experimento, sacar el portaobjetos con pinzas, colocar un cubreobjetos
sobre el cubo de agar (microcultivo) y observar al microscopio (Fig. 9.3). Presionar
suavemente el cubo de agar con el cubreobjetos para evitar la formacién de burbujas
sin aplastar el agar.

Observar el microcultivo a 10x y 40x y documentar.

Regresar las cajas al profesor para que se desechen adecuadamente.
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RESULTADOS

Incluir en el reporte una descripcion de lo observado a simple vista y a través del microscopio,
realizar esquemas nombrando las estructuras morfoldgicas identificadas.

DISCUSION

En esta seccién se analizardn los resultados obtenidos, tratando de dar respuesta a las
siguientes preguntas:

1. ;Qué caracteristicas morfoldégicas presentan de manera general los hongos
filamentosos?

2. Indicar y dibujar las estructuras sexuales que presentan los hongos de manera general,
ubicando el grupo filogenético del que son caracteristicas.

3. Identificar las estructuras vegetativas y reproductivas que se observaron en la practica.
4. Determinar el posible grupo de hongos de las que son representativas.

5. Buscar y leer los articulos de Riddell (1950) Permanent stained mycological
preparations obtained by slide culture, Mycologia 42:265-270 y Harris (1986) Modified
method for fungal slide culture, Journal of Clinical Microbiology 24(3): 460-461.
¢Cuales son las similitudes y diferencias entre el protocolo utilizado en esta practica y
los protocolos de Riddel (1950) y Harris (1986)?

6. ;Cudles son las ventajas y aplicaciones de los microcultivos?

7. ¢Cudles son los cuidados que se deben tener durante el manejo de hongos
filamentosos?

CUESTIONARIO

1. En una tabla indicar las principales diferencias morfoldgicas, metabélicas, nutricionales
y fisicoquimicas, que existen entre bacterias y hongos.

2. Explicar en qué consiste el ciclo de vida de los hongos y la diferencia entre las esporas
sexuales y asexuales.

3. ¢Qué factores pueden afectar la fisiologia y morfologia de un hongo filamentoso?
4. Qué son los hongos dimérficos?

5. Enlistar 5 usos industriales actuales de hongos filamentosos dando ejemplos de los
productos comerciales que se obtienen.
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PREPARACION DE SOLUCIONES Y OTROS MATERIALES POR EL PROFESOR

Varillas de vidrio de 10 cm de largo

Para cortar las varillas de vidrio a la misma longitud del didmetro de las placas de Petri (10 cm),
hacer una mueca a una varilla de vidrio con una lima a una distancia de 10 cm, enrollar la varilla
con una franela, sujetar con ambas manos la varilla cerca de la muesca y presionar con los
pulgares, finalmente limar los bordes cortantes. Repetir el proceso hasta cortar el nimero
deseado de varillas de vidrio.
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PRACTICA 10 - ECOLOGIA MICROBIANA: LA COLUMNA DE
WINOGRADSKY

INTRODUCCION

Los procariontes, tanto bacterias como arqueas, presentan una extraordinaria diversidad
metabdlica. Participan en el reciclaje de todos los elementos que sustentan la vida en nuestro
planeta a través de los llamados ciclos biogeoquimicos. La ecologia microbiana es una rama de
la ecologia que estudia a los microorganismos en su ambiente natural. Dos pioneros en
estudios de ecologia microbiana fueron Sergio Winogradsky (1856-1953) y Martinus Willem
Beijerinck (1851-1931). A diferencia de Pasteur y Koch, pioneros de los estudios con cultivos
microbianos puros, ellos estudiaron las relaciones entre diferentes tipos de microorganismos
en comunidades mixtas (Fig. 10.1).

Poblacion 1 Poblacion 2 Poblacion 3 Poblacion 4 Poblacion 5

Conjunto de individuos de una
misma especie presentes en un
area determinada al mismo tiempo

Gremio 1 Gremio 2

C

Poblaciones relacionadas desde
un punto de vista metabélico

Comunidad mixta

n Conjunto de gremios/poblaciones

Figura 10.1. Comunidades microbianas, gremios y poblaciones.

La columna de Winogradsky es un sencillo dispositivo de laboratorio que permite el cultivo de
una variedad de microorganismos en un microcosmo donde los microorganismos y los
nutrientes interactian a lo largo de un gradiente vertical (Fig. 10.2). Se prepara mezclando una
capa de lodo de algun lago o cuerpo de agua con Na,SO4, CaCOs, tiras de papel periédico
(celulosa) en una columna y se coloca mas lodo y agua de lago hasta llenar la columna. Se deja
la columna expuesta a la luz, cerca de una ventana, por varias semanas durante las cuales
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diferentes poblaciones bacterianas se irdn repartiendo en zonas (capas) de diferentes colores.
Esta columna es un sistema completo y auténomo de reciclamiento enfocado principalmente al
ciclo del azufre.

7

Tapa

Columna

T—

1
1

Algas, diatomeas,
Agua cianobacterias
Zona
aerobia Bacterias oxidantes de
azufre
(Beggiatoa, Thiobacillus,
Thiothrix)
Zona Bacterias purpuras no del azufre
microaerofilica (Rhodospirlllum, Rhodopseudomonas)
1 Bacterias purpuras del azufre
(Chromatium)
Zona X Bacterias verdes del azufre
anaerobia (Chlorobium)
I lodo de algun lago
@ichierpofdelagua, Bacterias sulfatoreductoras
H,S Na,SO,, CaCO,,

(Desulfovibrio)

tiras de papel
periddico

Bacterias fermentadora de celulosa
(Clostridium)

Figura 10.2. Columna de Winogradsky.

Una modificacién parcial o total del modo de enriquecimiento o del tratamiento de la columna
permite seleccionar microorganismos con caracteristicas especificas: bacterias del hierro
(limaduras de hierro), bacterias del ciclo del nitrogeno (fertilizante en exceso), bacterias
termofilas (incubacién a temperatura elevada), bacterias haldéfilas (sal), bacterias acidoéfilas
(vinagre), etc. Las variaciones pueden ser infinitas. Hay quien coloca refresco de cola en el
medio y quien agrega un trozo de cascara de fruta para identificar los microorganismos
capaces de colonizarlas.
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OBJETIVO

Introducir el alumno en la ecologia microbiana y en los ciclos biogeoquimicos a través de la
construccion de una columna de Winogradsky y de la observacion de las diferentes poblaciones
microbianas que se establecen en ella.

MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPO

1.- Materiales y reactivos

a) Proporcionados por los alumnos

1 botella de refresco de 2 litros (vacia y limpia)

= 1 bolsa de tiras de papel de periédico (2 mm de ancho aprox.)

= Lodo de la superficie de un lago o cuerpo de agua (= 500 gramos)
= Agua procedente del mismo lago o cuerpo de agua (= 500 mL)

= 1 plumdn negro indeleble punto medio

= 1 rollo de cinta masking tape

= 1 rollo de toallas absorbentes

b) Solicitados al laboratorista

Los materiales y reactivos descritos a continuacién son por equipo (considerando 4 a 5 alumnos
por equipo), salvo que se indique que es por grupo (considerando grupos de 25 alumnos
maximo).

= 5 gde CaSO.

= 5 gdeCaCOs3

= 1 embudo grande

= 3 pisetas (agua destilada, etanol, cloro)

Los siguientes materiales y reactivos son por grupo:

= 1 rollo de Parafilm

85



METODOS

Procedimiento:

Mezclar el lodo con las tiras de papel, CaSO4y CaCOs.

2. Con ayuda de un embudo, llenar la botella con esta preparacion hasta 1/3 de su
volumen, colocando un poco mas de lodo original sin tiras de papel al final. La mezcla
en la columna debe estar bien apretada y comprimida en el fondo para eliminar
burbujas de aire.

3. Posteriormente, llenar los 2/3 restantes con el agua y cubrir con parafilm.

4. Ubicar la columna cerca de una ventana donde reciba la luz del sol pero no en exceso.

5. Observar los cambios en el aspecto de las columnas en cada sesion, la columna debe
empezar a estabilizarse después de 4 a 6 semanas.

6. Periddicamente tomar muestras de los diferentes niveles de la columna con ayuda de
pipetas de vidrio y realizar observaciones de preparaciones humedas, fijadas y tefiidas
con el microscopio optico.

RESULTADOS

Registrar en el Cuadro 10.1 los cambios fisicos observados con respecto al aspecto inicial de la
columna. Agregar tantas filas como sea necesario para realizar el seguimiento de los cambios
observados en diferentes fechas y zonas.

Fecha

Zona de la Observaciones
columna

Cuadro 10.1. Cambios fisicos observados en la columna de Winogradsky a lo largo del tiempo.

Registrar y esquematizar en el Cuadro 10.2 los distintos tipos de microorganismos observados
en cada zona. Modificar el cuadro de acuerdo a los tiempos y zonas muestreados.
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Zona de la Morfologias Gram Esquemas
columna

e
~———

Cuadro 10.2. Tipos de microorganismos observados en diferentes zonas de la columna de
Winogradsky.

DISCUSION

En esta seccién se analizardn los resultados obtenidos, tratando de dar respuesta a las
siguientes preguntas:

1. ;Qué tipos de ambientes y zonas se establecieron a lo largo de la columna que
prepararon en esta practica?

2. ;Qué tipo de comunidades microbianas y microorganismos se espera que se
desarrollen en cada ambiente/zona?

3. ¢Se observan los mismos tipos y diversidad de microorganismos a diferentes tiempos y
en diferentes zonas de la columna?

CUESTIONARIO

1. Definir ciclo biogeoquimico.
2. Definir poblacién microbiana y comunidad microbiana.
3. ¢Cual es el aceptor final de electrones en la respiraciéon aerobia?

4. Cudl es el aceptor final de electrones en la respiracion anaerobia de las bacterias
sulfato-reductoras?
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5. Completar el Cuadro 10.3.

Bacteria Forma Gram Clasificacién metabdlica

Ejemplo: Beggiatoa Filamentos largos Negativo Bacteria sulfoxidante

Thiobacillus

Rhodospirillum

Rhodopseudomonas

Chromatium

Chlorobium

Clostridium

Desulfovibrio

Cuadro 10.3. Caracteristicas de bacterias tipicas de columnas de Winogradsky.

6. Completar el siguiente cuadro.

Microorganismos Reacciones globales
Algas y cianobacterias CO, — (CH;0),

H,O —» ;?
Microorganismos (CH20)n —» 7
heterétrofos aerobios 02 » 7
Bacterias sulfoxidantes HS —» 4?2 — SO

CO2 —» ¢?
Bacterias sulfato- SO42- —» 7
reductoras Acetato —» ?
Ejemplo: Bacterias
anaerobias fermentativas (CH20)n — Acetato — Productos de fermentacién

Cuadro 10.4. Reacciones globales llevadas a cabo por distintos microorganismos presentes en
columnas de Winogradsky.
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PAGINAS WEB DE INTERES

Microbe World - What is a microbe, pagina web de informacién general de microorganismos vy
experimentos que se pueden llevar a cabo en laboratorio: http://www.microbeworld.org/what-

is—a-microbe

Microbe Zoo, pagina web de imagenes de microorganismos aislados de diferentes ecosistemas:
http://commtechlab.msu.edu/sites/dlc-me/zo0/

Microbios en linea, libro en linea que relne informacién sobre aspectos generales de
microbiologia, algunos grupos bacterianos como alfa, épsilon y gamma-Proteobacterias,
bacterias Gram-positivas, algunos eucariontes (Trypanosoma y Saccharomyces cerevisiae) y el
ultimo ancestro comun, entre otros temas:
http://www.biblioweb.tic.unam.mx/libros/microbios/

Microbitos, blog de microorganismos, pruebas bioquimicas, morfologia colonial, medios de
cultivo e identificacidon de bacterias: https://microbitos.wordpress.com/

Small Things Considered, blog de curiosidades de la microbiologia:
http://schaechter.asmblog.org/

The Microbial World, pagina web de introduccién a los microorganismos, sus actividades y
relaciones evolutivas: http://archive.bio.ed.ac.uk/jdeacon/microbes

Wikipedia de los microorganismos: https://microbewiki.kenyon.edu/index.php/MicrobeWiki
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