CIENCIAS AMBIENTALES

Escherichia coli Enterococcus faecium

(coco gram positivo)

(bacilo gram negativo

' MICROBIOLOGIA AMBIENTAL

Rod-Shaped Hyperthermophiles, the Th

(8) Thermoproteus neutrophiius

Arqueas

Tripanosoma cruzi (protozoo) Virus

C. albicans (levaduras)



Microorganismos vs macroorganismos
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La “Torta de la Vida”

28% 1% 0.1%

7.3%

5.6%
7.4%
_0.02% )

7.3% . Animals

Fungi

%% i Piants
Protists
. Bacteria

Wilson (1992) Mora et al. (2011) this study

The pie on the left shows a traditional estimate of the relative richness of different groups of organisms based on
numbers of described species (Wilson 1992), the middle shows an estimate based on projected richness of different
roups (Mora et al. 2011), and the pie on the right shows estimates based on the projected richness of different groups in
the present study. Credit: Brendan B. Larsen, Elizabeth C. Miller, Matthew K. Rhodes, and John J. Wiens



La importancia de los microorganismos

Los microorganismos participan de los ciclos
biogeoquimicos, cumplen importantes roles
en la cadena tréfica y son imprescindibles
para mantener el equilibrio ecolégico del
medio ambiente:

« En agua dulce y salada (océanos, lagos,
rios), son la base de la piramide ecologica.

* En el suelo, degradan diversos compuestos
organicos. Algunos incorporan el gas
nitréogeno del aire en compuestos organicos.
Ciertas bacterias y algas juegan un papel
fundamental en la fotosintesis, que es un
proceso que genera nutrientes y oxigeno a
partir de luz solar y CO.,.
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Aplicaciones industriales

La industria alimentaria usa microorganismos en la
produccion de fermentados: bebidas alcohdlicas, queso, pan,
manteca, yogurt, kéfir, aceituna verde, vinagre, etc.

En la industria quimica se utilizan en la sintesis de
compuestos como acetona, acidos organicos, enzimas,
alcohol, etc.

La industria farmacéutica emplea microorganismos para la
obtencion de antibidticos y otros medicamentos.

En la industria minera en algunos pasos para la extraccion
de metales.




Aplicaciones medioambientales (ejemplos):

—— A

Produccion de etanol

~_Fermentacion

Biodegradacion de
materia organica de
aguas residuales
para su depuracion.

Bioindicadores de
calidad del agua para
consumo humano.

Biogas a partir
de desechos y ?“l‘ \'é :
estiércol v &

Biodegradacion del
petroleo y sus
derivados.

Bioindicadores de
calidad de suelos para
uso agricola.

Biodiesel a partir de
oleaginosas, aceites
usados, o grasa -

A
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Ver lo muy pequeno: el primer microscopio

En 1684, Anton van Leeuwenhoek
(comerciante holandés) inventa el
primer microscopio, que permite
evidenciar la existencia de
microorganismos, pero sin relacionarlos
con enfermedad alguna. Se inicia una
etapa morfolégica de la microbiologia
ya que se definen algunas formas de
bacterias. Describid tres tipos de
bacterias: bacilos, cocos y espirilos .

iObservad los
animaculos
qgue he vistol

specimen
4 rivet P _g—
iee T objective
upper plate
lower plate

focussing
sScrew

brake for
the main
screw

Figure 1 - Diagram of the microscope constructed
by Antoni van Leeuwenhoek in the XVII century



PARTES COMPONENTES DE UN
MICROSCOPIO OPTICO

Trayectoria de
los rayos

P Ocular luminosos

Revolver

Portaobjetiv
Crisonyedheas Brazo

Movimiento de la platina
Platina O 5

Condensador

Fuente luminosa

Tornillos macro y
micrométrico
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MICROSCOPIA OPTICA ACTUAL

Microscopio de «campo claro» - bajo contraste

Se utiliza el objetivo de 40X (400 aumentos) para observar preparados «en
fresco» sin colorear de células vivas, o a 100X (mil aumentos) para ver células
fijadas (muertas) coloreadas o tenidas (Gram, ZN, etc.), para mejorar el contraste.
Con el objetivo de 100X, se coloca aceite de inmersion entre el preparado y el
objetivo para aumentar el poder de resolucion.

Microscopio de «contraste de fases» — mejora el contraste

Las células se iluminan con un cono hueco de luz. La luz refractada por las células
sufre un corrimiento de fase respecto de la luz que sigue su recorrido sin
obstaculos, e interfiere con ésta creando un contraste de fases. Es util para
detectar capsulas, esporas, motilidad.

Microscopio de «campo oscuro» — mejora el contraste

Un haz hueco de luz incide sobre la muestra de forma oblicua y la luz observada
es solamente aquella que es refractada en direccion al ocular o detector.
‘ CAMPO OSCURQ
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Microorganismos al microscopio con objetivo 40X

Tamano: bacterias < levaduras < hongos, protozoos y algas.




OBSERVACION EN FRESCO

Se coloca la muestra en una gota de solucion fisioldgica o
agua sobre un portaobjetos y tapa con cubreobjetos, que
aplana la gota. Se observa con objetivo de 40X, pudiéndose
detectar motilidad bacteriana y otros elementos (células
epiteliales, leucocitos, hematies, hongos y parasitos).

Levadura 40X. S. cerevisiae.

Bacterias y levaduras de la piel. 40X. Hongo 40X. Trichoderma viridie.



¢ de donde vienen los microorganismos?

Desde Aristoteles, predominaba la teoria de la generacion espontanea, que
se basaba en que los seres vivos mas «sencillos» se generaban a partir de
materia organica inerte. Llevado al campo de la microbiologia, significaba que
la materia organica libre de bacterias, se llenaba de éstas al descomponerse,
debido a la vibracion de moléculas que se reorganizaban dando lugar a
formas vivientes.

Fueron numerosos los naturistas que apoyaban esta teoria.

Pero...

Carne en frasco abierto t= tiempo

Los gusanos de la
carne no se generan
pOor generacion
espontdanea.

Francesco Redi (médico italiano)
en 1668.

Carne sin larvas




S — -

No se desarrollaron gusanos  Se desarrollaron gusanos en  Se desarrollaron gusanos
en la came. la carne. sobre la gasa.

A pesar de los resultados obtenidos por Redi muchos naturistas seguian
creyendo que los “animaculos” eran lo suficientemente sencillo como
para crearse a partir de materia sin vida.



John Needham (naturista y
sacerdote inglés) defiende la
teoria de la generacién
espontanea en 1745.

Ese Crecimiento
puede deberse
al contacto con ™

En 1769, Lazaro Spallanzani
(profesor italiano) repitio el
ensayo de Needham pero con
los frascos sellados. Observo
ausencia de desarrollo de
microorganismos.

Incluso luego de calentar
liquidos nutritivos, éstos se
lenan de microorganismos
ni bien se enfrian.

/

La fuerza vital necesaria para la

generacion espontdnea ha sido
destruida por el calory

mantenida fuera de los frascos

\_ DOr SU cierre. )

EXPERIMENTO DE JHON NEEDHAM

Se enfrio Después de un tiempo

L

Crecimiento de

frasco dejado abierto :
microorganismos

Calento el caldo

@

Frasco
abl’crto

Frasco No hay Crecimiento Crecimiento de
Calenté ¢l caldo sellado de microorganismos microorganismos

EXPERIMENTO DE LAZARO SPALLANZANI




En 1861 el cientifico francés Louis Pasteur diseno
experimentos mediante los que demostré que el aire contiene
microorganismos Yy que puede contaminar soluciones
aparentemente estériles, pero que el aire no da lugar por si
mismo a la vida microbiana.

Cuello del frasco Polvo y microbios
curvado con calor retenidos
matraz de Antoine Jerome Balard & &
Caldo vertido
en frasco Hervido del caldo

I

Frasco vertical. El caldo Frasco Caldo contaminado
permanece sin microbios inclinado con microbios



Muchas veces asociamos a los microorganismos con las enfermedades:

- Infecciones bacterianas: Neumonia (Klebsiella pneumoniae,

- Infecciones fungicas:

- Infecciones virales:

Staphilococcus pneumoniae,
Haemophilus influenzae, eftc.)

Urinarias (Escherichia coli, Staphiloccocus
saprofiticcus, etc)

Meningitis (Neiseira meningitidis, etc)

Diarreas (E. coli enterohemorragica,
Salmonella Shigella, etc)

Pie de atleta (Dermatofitos: Trichophyton
rubrum, tinea unguidm, etc)
Candidiasis (Candida albicans, Candida
tropicalis, etc.)

Hepatisis (HCV, HBV, HVA)
Varicela (varicela-zoster)
Sida ( HIV)

Fiebre Hemorragica (Ebola)



La teoria infecciosa de la enfermedad

IVSOFORM — —————— ot

El principal legado de Louis Pasteur fue su Teoria germinal de las
enfermedades infecciosas, que indica que toda enfermedad infecciosa tiene
Su causa en un germen con capacidad para propagarse entre las
personas. Esta idea represento el inicio de la medicina cientifica al demostrar
que la enfermedad es el efecto visible (conjunto de signos y sintomas) de una
causa que se puede eliminar con un tratamiento especifico. Por este tipo de
trabajos esta considerado como el pionero de la microbiologia moderna.

Comenzo lo que hoy se conoce como edad de oro de la microbiologia
(1857-1914)

Louis Pasteur (Francia)

Introdujo la Teoria infecciosa de la enfermedad (1857)

Demostro que las levaduras son responsables de las fermentaciones (1857)
Refutd la generacion espontanea (1861)

Desarroll6 la pasteurizacion (1864)

Desarrollé técnicas de inmunizacion - vacunas (1880)

Descubrioé Streptococcus pneumoniae, causante de un tipo de neumonia(1880)



Joseph Lister (Inglaterra)

Desarroll6 técnica de cirugia aséptica (1867)

Robert Koch (Alemania)

Demostro la Teoria Infecciosa de la Enfermedad (1876)

Descubrioé Bacillus anthracis. agente causal del carbunco o antrax (1877)
Descubrio Mycobacterium tuberculosis, causante de la tuberculosis(1882)
Descubrio Vibrio cholerae, agente causal del Colera(1883)

Albert Neisser (Alemania)

Descubrio Neisseria gonorrhoeae, el agente causal de la gonorrea (1879)

Elie Metchnikoff (Rusia)
Descubrio la fagocitosis, y desarrollé una teoria celular de la inmunidad (1884)

Hans Christian Gram (Dinamarca)
Desarrollé una técnica de tincién diferencial, la tincion de Gram, para observar
bacterias(1884)

Theodor Escherich (Alemania)
Descubrié Escherichia coli, agente causal de infecciones urinarias y diarrea del
viajero(1885)



TAXONOMIA BACTERIANA: ;cémo ordenar lo muy diverso?

El descubrimiento de las bacterias, su metabolismo y su relacion causal con las

enfermedades llevo a los cientificos a desarrollar sistemas para clasificar y nombrar
los seres microscopicos.

La taxonomia es la ciencia de clasificacion y se basa en dos disciplinas:

|dentificacion: se lleva a cabo mediante una gran variedad de caracteristicas
fenotipicas o sea visibles de los microorganismos.

Nomenclatura: conjunto de reglas preestablecidas internacionalmente que permiten
la clasificacion de un microorganismo en base a la identificacion dada.

La taxonomia se basa

eqosowsni3

principalmente en los
caracteres fenotipicos
(morfologia, agrupacion,
metabolismo, movilidad, etc)
pero actualmente las
relaciones filogenéticas o de
parentesco entre

microorganismos surgen de
estudios genotipicos (%GC,
secuencia de ARN r, etc)

(a) Major phyla of Bacteria

Fig. Arbol filogenetico bacteriano basado en la secuencia de ARN ribosémico 16S



La unidad taxondmica basica es la especie la cual incluye a determinados
microorganismos con caracteristicas muy similares o idénticas entre si.

Las especies se reunen en géneros los que incluyen bacterias de distintas especies
pero que comparten ciertas caracteristicas fenotipicas y genotipicas.

La nomenclatura incluye principalmente al género y la especie bacteriana de acuerdo a
la denominacién binaria de Linneo. Se utilizan palabras que derivan del latin o del
griego y corresponden a ciertas caracteristicas de los microorganismos o a cientificos
de renombre; e|.. Escherichia coli por su descubridor Theodore Von Escherich.

Por encima de los géneros se agrupan las Familias que incluyen microorganismos
con ciertas relaciones filogenéticas pero a veces con pocas coincidencias
fenotipicas.

Familia: Micrococaceae

— ™~

Geénero: Staphylococcus Geénero: Micrococcus

Especie: S. aureus Especie: S. epidermididis Especie: M. luteus




TAMANO Y FORMAS BACTERIANAS
COCOS

Agrupados en racimos (Estafilococos) Cocos 0e0%%c0 ‘
Agrupados en pares (Neiserias, S. pneumoniae)

Agrupados en cadenas (Estreptococos)

Agrupados en tétradas (Micrococos, sarcina)

BACILOS Cocobacilos —-— 74‘.—_-

Con extremos romos (Clostridios)
Con extremos aguzados (Fusobacterium)

Helicoidales
Con extremos redondeados (enterobacterias)

Curvos (Vibrio cholerae) Pleomorficos o Jre
COCOBACILOS

Bacilos - s ‘

Agrupados en empalizada (Haemophilus influenzae)

Agrupados en letras chinas (Corynebacterium)

HELICOIDALES

Largas, con varias espiras (Treponema, Borrelia y Leptospira)

Cortas, con dos o tres espiras (Campylobactery Helicobacter)
FORMAS COMPLEJAS (PLEOM()RFICAS)

Carecen de pared celular (Mycoplasma 'y Ureaplasma)



Estructura bacteriana

Envuelta bacteriana

Clouls - Membrana citoplasmatica
it o - Pared celular
‘e - Membrana externa (Gram -)
celular ° CépSU|a

Membrana plasmatica

‘w Area nuclear {nucleoide)

que contiene ol DNA

Citoplasma Bacteriano

>»Matriz:

* Precursores

- Fuentes de energia
S *“"\‘\' Fageos  + Productos de desecho

N\ >O0rganulos:
o B - Ribosomas

Capsula
Pared celular
Membrana
plasmética
{citoplasmatica)

Pili



Membrana citoplasmatica

Phospholipid
bilayer of plasma v
membrane
S Peptidoglycan — 1
e « S : v
N / " Outer membrane —J v
(a) Plasma membranes in cell
Polar (hydrophilic)
Ouiside oell heads (phosphate v
group and glycerol)
Integral v, 1 A Nonpolar (hydrophobic)
protein AT ~ N 2 Phospholipid tails (fatty acids)
1 | bilayer
Phospholipid <
o I bilayer v
—— Peripheral
Inside cell protein L :
{b) Phospholipid bilayer of membrane (c) Phospholipid molecules in bilayer

Permeabilidad
selectiva

Punto de sintesis
de ADN,
polimeros de
pared y lipidos

Funcion de
mitocondria de la
célula eucariota

Secrecidon de
proteinas al
exterior



Pared celular bacteriana

eEstructura exclusiva de las bacterias
eFunciones:
-Confiere rigidez
-Responsable de |la forma celular
-Barrera contra ciertos agentes toxicos

eComponente basico: Peptidoglicano



Peptidoglicano o mureina
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Envoltura celular de Grampositivos vs Granegativos
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Envoltura celular de Grampositivos vs Granegativos
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Capsula

eNO siempre presente

eNaturaleza polisacaridica o

peptidica

eFacilita la adhesidon de las

bacterias a superficies

ePropiedades antifagociticas




Apéndices

eFlagelos (locomocion)

eFimbrias o pilis
comunes (adherencia)

*Pilis sexuales
(intercambio material
genético)




OBSERVACIONES
TENIDAS

Mejoran el contraste en
microscopios opticos.

Son utiles para observar la
morfologia de las bacterias,
hongos y parasitos y algunas de
ellas son coloraciones
diferenciales que permiten
realizar una clasificacion
preliminar de las bacterias.

Extension de una fina capa
de muestra sobre el porta

!

.

Secado al aire

Fijacion por flameado del porta

.
4

Adicion del colorante:
lavado y secado

{

~ 100
Porta ‘ —~ Aceaite

Se coloca una gota de aceite de inmersion sobre
el porta y se observa con el objetivo de 100x

TinciGn de células para observacion microscopica



Coloracion de Gram: es una técnica empirica. Se colorean las bacterias con
Cristal Violeta, se agrega lugol como mordiente, se decolora con alcohol-acetona y
se contracolorea con fucsina basica o safranina.

Las bacterias que se colorean de azul se denominan grampositivas y las que se
colorean de fucsia o rojo se denominan gramnegativas.

Esta diferencia de color se debe a variaciones en la estructura de la pared celular
de ambos grupos bacterianos.

> L o - f > B -
cor e @' X ik Y i < - A
r . - B e . i =N |
. '. I - ‘/ 4 =l W Ay
¥ * - S = = -"" o
Pw alt SN \ - M,
Y e R, T gk
‘;': , LS 'y ,/3-7-1\‘\ » *
g T gV wed S 2 RS -
* 5 ,J“ L S A R s/ ~
3 Ny 7/ ) ? n W\
1 .'* . t- A b \ \ \
% ‘. o . # 5 P ‘|_‘ \/\\ F
- Ak‘. %medl !!o de ‘L\ !"/ e WA J_.\ \11 "J

Gram positivos Gram negativos



ISMOS

c 2
c =
5o O
o ®
S
O o
S o
€ 9
ppien
de
°© o
2
e
= 25
Q)




Un cultivo es un método para la multiplicaciéon de microorganismos en el que se
prepara un medio optimo para favorecer el crecimiento deseado. El cultivo es un
paso fundamental para el estudio de los microorganismos.

El medio puede ser sélido o liquido y debe tener todos los componentes que
necesita el microorganismo para poder desarrollarse.

Las condiciones de incubaciéon (temperatura, pH, O,) para permitir el crecimiento
deben ser las 6ptimas para los microorganismos que se quieren cultivar.




. Como se componen
quimicamente las
bacterias que
queremos hacer

crecer?
,-.\ o v Agua 70-80%

v" Proteinas 40-60%

v" Hidratos de carbono 4-20%
v’ Lipidos

v Acidos nucleicos

v Oligoelementos



MEDIO DE CULTIVO

Cualquier material que presente una adecuada combinacion de nutrientes para permitir
el crecimiento o el incremento del numero de células de una poblacion microbiana.

CONSTITUYENTES BASICOS DE LOS MEDIOS DE CULTIVO

1. Fuentes de energia

1.1 Organicas: carbohidratos, proteinas, polisacaridos, grasas, acidos organicos, ..
1.2 Inorganicas: Ej. amonio, nitritos, azufre, etc.

1.3 Luz.

2. Componentes estructurales celulares

2.1 Componentes principales: Carbono, hidrégeno, oxigeno, nitrégeno, azufre, fosforo,
potasio, magnesio,calcio, hierro y sodio.

2.2 Elementos trazas: Cobalto, zinc, molibdeno, cobre y manganeso.

2.3 Factores de crecimiento: Se llama asi a cualquier compuesto organico que un
microorganismo requiere como precursor o constituyente de su material organico
celular, pero que no puede sintetizarlo a partir de sus fuentes de carbono mas
simples, por lo que se le debe proporcionar como nutriente. Ej. aminoacidos, purinas,
pirimidinas y vitaminas.

3. Agua



CLASIFICACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO
1. Segun su estado fisico
1.1 Liquidos

Usualmente se denominan caldos ya que
contienen los nutrientes disueltos en agua.
Permiten obtener suspensiones con un elevado
numero de microorganismos. Ej. Caldo nutritivo.

1.2 Sdlidos

Se pueden preparar a partir de medios liquidos a
los cuales se les anaden agentes solidificantes
como agar, gelatina o silica gel. Se utilizan con
frecuencia en el aislamiento y mantenimiento de
los microorganismos en el laboratorio. Ej. Agar
nutritivo.

B




2. Segun la naturaleza de sus constituyentes

2.1 Medios naturales o complejos

Estan constituidos por sustancias complejas de origen animal o vegetal y usualmente se
complementan con el anadido de minerales y otras sustancias. No se conocen todos los
componentes del medio de cultivo, ni las cantidades exactas en que estan presentes. E|.
Extracto de carne, extracto de levaduras.

Ej: Medio complejo para el crecimiento de bacterias fastidiosas.

Componente Cantidad Funcién del componente
Extracto de Fuente de vitaminas y otros factores de
carne 1.5¢ crecimiento
Extracto de Fuente de vitaminas y otros factores de
levadura 3.0g crecimiento
Peptona 6.0g Fuente de aminodcidos, N, S,y P
Glucosa 1.09 C y fuente de energia
Agar 15.0¢ Agente inerte solidificante
agua 1000 ml
pH 6.6

2.2 Medios sintéticos o quimicamente definidos

Se preparan a partir de ingredientes quimicamente puros y por lo tanto se puede conocer exactamente su
composicién cuali y cuantitativa. Por su costo sélo se emplean en procedimientos especiales.



3. Segun sus propositos de uso
3.1 Medios de enriquecimiento

Se llama enriquecimiento a cualquier cultivo en medio liquido que resulte en un
incremento en el numero de microorganismos. Se utilizan comunmente para el
cultivo de diferentes tipos de microorganismos que estan presentes en la muestra.

Generalmente son medios complejos ya que se agregan al mismo factores de
crecimiento, sustancias que aumentan las cualidades nutritivas: sangre, extracto de
levadura, etc.

Ej.: medio LB (Luria Bertani), contiene extracto de levadura, peptona, y sal.




3.2 Medios selectivos

Son medios solidos y estan disefiados para el aislamiento de microorganismos
especificos. Generalmente poseen sustancias inhibidoras de otros grupos.

Ej.: Agar Mac Conkey utilizado para el aislamiento de patdogenos entéricos (Gram-).

Contiene lactosa, peptona, colorante vital rojo neutro, cristal violeta, sales
biliares

Es selectivo contra Gram positivas por el cristal violeta

Es selectivo contra el resto de las Gram negativas por la presencia de las sales
biliares que inhiben su crecimiento.

En cambio, las enterobacterias estan adaptadas a crecer en presencia de sales
biliares, ya que en su medio natural, intestino de los vertebrados, estan
presentes.




3.3 Medios diferenciales

No contienen sustancias inhibidoras, es decir, permiten el crecimiento de
muchos tipos de microorganismos, pero si contienen indicadores de productos
derivados de la actividad metabdlica de los microorganismos sobre algunos de
los componentes del medio. Se utilizan para la identificacidn de los

microorganismos.

Ej.. ChromAgar utilizado para la identificacion de los principales gérmenes

causantes de infecciones urinarias.

Microorganismo

Apariencia de las colonias

Pruebas confirmatorias

E coli

Grupo KES*

Grupo PMP **

Enterococcus sp.

Streptococcus agalactiae

Staphylococcus saprophyticus

Otros (Incluyendo Salmonelia sp.)

Colonias rosadas, transparentes, de
tamafio medio con o sin halos alrededor

Colonias de tamafio medio y pigmento
azul oscuro

Colonias beige o crema redondeadas por
halos marrén

Colonias verde azul de tamafio pequefio

Colonias pequefas con pigmento verde,
azul claro,

Colonias pequefias color parpura, opacas
con o sin halos

Colonias sin pigmento, color crema

BBL Crystal E/NF, Indol

BBL Crystal E/NF, Indol

Disco de 5 pg novobiocina

Identificacion bioquimicay
serolégica




Medios de enriquecimiento selectivo

Para la multiplicacién especifica de un tipo buscado de microorganismo en
relacion con el numero de otros microorganismos que puedan estar en el
indculo.

Un medio de enriquecimiento puede contener sustancias que favorezcan el
crecimiento del microorganismo que nos interesa y/o que inhiban el crecimiento
de los otros tipos de microorganismos presentes.

La selectividad de un cultivo de enriquecimiento no esta determinada
unicamente por la composicion quimica del medio usado, sino que en un medio
dado puede ser variada significativamente modificando otros factores tales
como: temperatura, pH, fuerza idnica, iluminacion, aireacion etc.

Ej.: Caldo tetrationato utilizado para el enriquecimiento
de las especies del género Salmonella provenientes de
muestras de heces, orina, agua o alimentos.

CALDO TETRATIONATO

OAngela Veras




Medios selectivos y diferenciales

A veces se combinan en un mismo medio las caracteristicas de ser selectivo y

diferencial.

Ej.: el agar Mac Conkey contiene sales biliares y cristal violeta, que inhiben el

crecimiento de las bacterias gram positivas. Pero como también contiene lactosa

y un indicador de pH permite distinguir entre las bacterias fermentadoras

de lactosa y las que no lo son.

siembra de bacterias

incubacion

lactose -

lactose
positive

lactose
~ positive
(E. coli)

x = g

negative




Obtencion de un cultivo puro

Un cultivo axénico o puro consiste en una sola especie microbiana proveniente de una sola

célula.

En el ambiente casi nunca se encuentran cultivos puros sino cultivos mixtos.

Transferencia aséptica

Consiste en una serie de procedimientos que evitan la contaminacion durante la
manipulacion de los cultivos y de los medios de cultivo estériles.

A

(@ (b)

N
f A

(d) (e

(f)

a.Se calienta el asa de siembra hasta
incandescencia y se deja enfriar

b. El tubo se destapa

c. Se pasa el extremo del tubo por la
llama

d. Se extrae la muestra con el asa
esterilizada

e. Se vuelve a flamear la boca del
tubo y la muestra se deposita en
un medio estéril

f. Se vuelve a tapar el tubo y se
calienta el asa de nuevo al final




Siembra de microorganismos

1. Dilucion y siembra por extension en superficie

Ci © The HIllC ies, Inc. fo fon or display.
10m| 1.0ml 10m| 1.0ml

/\/\/\/_\

Original 9miH,0 9mlH,0 9mlH,0 9mlH,0
sample (10" dilution) (102 dilution) (10-2 dilution) (10-* dilution)

1.0ml

Mix with warm
agar and pour.

Utilidad de las colonias aisladas:
v Identificacion de especie

v' Recuento

v' Conservacion de stocks

Colonias
aisladas

incubacion

Espatula de
Drigalski



2. Siembra en estrias

2.1 Por aislamiento

tercer grupo
de estrias




2.2 Por agotamiento

Se lleva a cabo igual que en el caso anterior salvo en que en esta técnica no se
flamea el asa entre la realizacion de los estriados y por lo tanto no es necesario
arrastrar la muestra de las primeras siembras.




3. Dilucion y siembra en profundidad

9 ml de medio
liquido en cada
who

diluciones 1:100 1:100 000

muestra

(a

Vertido en placa

Extensién en placa

inéculo de los tubos con
las diluciones seriadas

se mezcla 0,1 ml con
agar a sobrefusién y se
coloca en una placa de
Petri

se coloca 0,1 mlen la
suimﬁcie de un medio
sélido y luego se extiende

placa con agar
nutritivo sélido

(b)

todas las colonias
en la supeficie

225 colonias

225 colonias

muchas colonias
debajo de la superficie

Célculo: 225 x 1 000 000 = 225 00D 000 (225 millones o 2,25 x 10%) células /ml
El factor de dilucién es 1 000 000 y no 100 000 (la dilucidn del cultivo en el tubo inoculado)
porque se inocul6 en placa sélo 0,1 mililitro, equivalente a otra dilucion al décimo.
{Por supuesto, debido al error de muestreo, es poco probable que se obtenga un ndmero de

© colonias idéntico en ambas placas, incluso tomando las muestras cuidadosamente.)




Los medios de cultivo sembrados son cultivados en las condiciones optimas de
crecimiento de los microorganismos que se esperan obtener:
Temperatura, pH, %CO,, O,, presidon osmatica, etc.

CONTROL DE LA TEMPERATURA

Estufa de cultivo.

Muchas bacterias crecen a maxima
velocidad a 37 grados centigrados.

Las estufas de cultivo permiten
seleccionar la temperatura adecuada.




CONTROL DE LA DISPONIBILIDAD DE O,

» Anaerobios facultativos
Anaerobios aerotolerantes
*Anaerobios estrictos

Jarra de anaerobiosis

Alternativa barata: se
puede utilizar una lata o
frasco cerrado, al que se le
coloca una vela encendida
en su interior, que consume
el oxigeno presente.




Identificacion de los microorganismos
aislados

v Observacion de las colonias obtenidas:
morfologia, color, olor, etc.

v Observacién microscopica de las células:
en fresco y tinciones.

v Realizacién de pruebas bioquimicas
especificas para género y especie.

v Resiembra de los microorganismos
en medios selectivos.

v'Pruebas genéticas de ser necesario



Morfologia y crecimiento de las colonias

El desarrollo de colonias sobre superficies de agar puede ayudar al microbidlogo a identificar las
bacterias porque, dependiendo de las condiciones de cultivo, las especies forman colonias con una
forma y aspecto caracteristico. Esto es particularmente valido para hongos.

El tamafio, forma, textura y color de una colonia depende de cada microorganismo.

La morfologia de la colonia de un microorganismo puede variar segun el medio en que crezca y de
ninguna manera es suficiente para identificar acabadamente a una especie.
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Punctiform Circular Filamentous Irregular Rhizoid Spindle

Elevation e . ‘ A

Flat Raised Convex Pulvinate Umbonate

Entire Undulate Lobate Erose Filamentous Curled
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Serratia marcescens
Cultivada en Agar
MaConkey

Pseudomonas aeruginosa
Cultivada en
Agar Tripticasa-soja

Shigella flexneri

Cultivada en
Agar MacConkey Colonias de Bacillus subtilis que han crecido en medios con

pocos nutrientes




Morfologia de las colonias de diferentes especies de hongos

Mayor complejidad morfologicia que bacterias y levaduras



Oscillatona (una cianobactena)

Repique de colonia y observacién al microscopio 8 50 um

« En fresco

Tipo de microorganismo
(tamano)

Movilidad

Flagelos

0,25 x 1,2 ym
>
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 Tinciones diferenciales

-Tincion de Gram: (+) o (-)

- Morfologia de las células

- Agrupacion celular

- Alguna caracteristica especial: presencia de esporos, acido alcohol
resistencia, etc
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Cocos gram positivos agrupados Bacilos gram negativos agrupados
en racimos en letras chinas
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Gram-negativo Gram-positivo



Esterilizacion

Eliminacién o muerte de todos los microorganismos que contiene un objeto o
sustancia, y que se encuentra acondicionado de tal forma que no puede
contaminarse nuevamente.

Métodos fisicos:

Calor humedo: autoclave

Calor seco: estufas de esterilizacion
Filtracion

Radiacion UV

Fuego directo
Incineracion

AN NN N YR

Desinfeccion
Bajar la carga microbiana a valores

] o bioseguros:
Metodos quimicos:

v Oxido de etileno

v' Formaldehido

v Perdxido de hidrégeno (vapor)
v Glutaraldehido

v' Acido peracético

v Alcohol 70%

v Lavandina 10%

v Compuestos fendlicos
(Lysoform)




ESTERILIZACION POR CALOR HUMEDO: Autoclave

o e !
Empeeza T -
a subir Tiempo de estenlizacion
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7 Entra Tomperatura del autoclave
ol del objeto que
100 50 osteriliza
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Campana de flujo laminar

External Air mmp

L1
Sterile Air mp




