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PROLOGO

La amplia diversidad de microorganismos sobre la Tierra hace imposible al humano
entender la relacion hospedero parasito sin un conocimiento de la Microbiologia y
Parasitologia. En el presente manual, se pretende guiar al alumno de la carrera de
Agronomia y Ambiental por medio de la experimentacion, hacia una apreciacion de las
caracteristicas basicas de los microorganismos y de su significado en la vida.

En la actualidad cada vez es mas necesario familiarizase con los grupos de
microorganismos, no solo desde el punto de vista teorico, sino también desde el practico.
La utilidad que puede presentar el conocimiento de algunas técnicas de laboratorio, facilita
al alumno tener una visidn panoramica completa de los temas mas importantes y
sobresalientes de la Microbiologia, ademas del conocimiento y dominio de las técnicas;
asi como su interpretacion proporciona la base para elevarse en la investigacion cientifica
y en una mayor especializacion que aspire a la explicacion de los fenbmenos mas

intricados de la vida misma.
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INTRODUCCION
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PRINCIPALES GRUPOS DE MICROORGANISMOS DE IMPORTANCIA AGRONOMICA Y DEL

MEDIO AMBIENTE

Bacterias, levaduras, hongos, algas, protozoarios integran un grupo de organismos que
se asemejan entre si por su tamafo pequefo y su sencillez de estructura y organizacion.
A estos grupos de seres vivos, a pesar de pertenecer a categorias taxondmicas
diferentes, se les denomina microorganismos, y son reagrupados para su estudio en la
ciencia denominada Microbiologia.

El tamafio de los microorganismos ademas de incidir en su morfologia, actividad vy
metabolismo, tiene consecuencias en sus intervenciones ecoldgicas y su manipulacion
en el laboratorio.

Las células microbianas son de dos tipos diferentes. El tipo menos desarrollado es el de
bacterias y cianobacterias que se denomina procariota. El tipo celular mas desarrollado,
eucariota, se halla en todas las demas formas bioldgicas: algas, protozoarios, hongos.
Las bacterias tipicas constituyen el grupo de organismos mas abundantes de la
naturaleza. Su tamano varia entre 0,5 a 1 ym de ancho por 1 ym de largo, con forma
variable. El numero y actividad de las bacterias en un ambiente natural como suelo, leche,
agua estan afectados por las condiciones ambientales del habitat en el que viven y las
practicas culturales.

Los microorganismos eucariotas son seres vivos unicelulares o pluricelulares, pero nunca
con diferenciacion en tejidos (excepto en ciertos grupos de hongos), pudiendo ser
coloniales, cenociticos o miceliares, y cuyo pequefio tamafo obliga a emplear el
microscopio para observarlos y analizar su estructura.

El término algas se refiere a un conjunto grande y variado de organismos eucariotas que
contiene clorofila y que llevan a cabo una fotosintesis oxigénica. En contraste con las
algas, los hongos carecen de clorofila. Es un grupo grande y variado de microorganismos
eucariotas que se pueden agrupar en mohos, levaduras y setas.

Los protozoos son microorganismos unicelulares que carecen de pared celular, y que por
lo general son incoloros y moviles. Estos se distinguen de las bacterias por su tamafo
mayor y su naturaleza eucariota.
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OBJETIVOS GENERALES
Que los estudiantes tengan la capacidad de:

1. Practicar las técnicas basicas de laboratorio para analisis y asilamiento de los
microorganismos.
2. Conocer algunas caracteristicas morfoldgicas y
fisiologicas de los microorganismos.
3. Desarrollar la habilidad para trabajar en equipo.

RESPONSABILIDAD DEL ALUMNO.
Los reportes de cada practica se entregaran al dia siguiente de la realizacién de la misma
al entrar al laboratorio SIN EXCEPCIONES. Todos los implementos que se utilizaran en
la practica se tengan listos antes de entrar al laboratorio pues el tiempo es muy limitado.
ES IMPORTANTE TENER TODOS LOS MATERIALES NECESARIOS PARA LA
REALIZACION DE LAS PRACTICAS.

INSTRUCCIONES PARA REALIZAR LA PRACTICA
Se trabajara en grupos con un maximo de tres personas. Deberan atenderse las siguientes
indicaciones:

1. Presentarse puntualmente a la hora de inicio de laboratorio (aplica a clase tedrica o practica) ya que
en ese momento se cerrara la puerta y se procedera a realizar el examen corto. Al terminar dicho
examen se dejara entrar a las personas que llegaron tarde (no mas de 15 minutos tarde), pero sin
derecho a examinarse. SIN EXCEPCIONES.

2. Contar con los implementos de seguridad y los conocimientos adecuados: - Bata de laboratorio (debe
estar debidamente abrochada), lentes de proteccién, guantes desechables (de ser necesarios), papel
mayordomo para la limpieza y alcohol al 70%.

- Participacion y cuidado de cada uno de los integrantes del grupo en todo momento de la

practica. - Respeto dentro del laboratorio hacia los catedraticos o compaieros (as). La
falta a cualquiera de los incisos anteriores sera motivo de una inasistencia.

3. Cada grupo debe revisar cuidadosamente el equipo que le corresponde; al ingresar al laboratorio, el
coordinador del grupo de trabajo (estudiantes) debe presentar su DPI. Al terminar la practica, deben
permanecer dentro del laboratorio unicamente dichos coordinadores para que juntamente con el
instructor revisen, mesa por mesa, que el equipo utilizado se encuentre en las mismas condiciones en
las que fue entregado. En caso de cualquier faltante o rotura, el grupo completo debe encargarse de
reponer el equipo. Se devolvera el DPI al coordinador cuando el equipo sea entregado al instructor. De
lo contrario todo el grupo tendrd CERO en la nota final de laboratorio y se enviara el reporte a su
respectiva sede.

4. No se permite el uso de teléfono celular dentro del laboratorio, visitas durante la realizacion de la
practica, hablar a través de las ventanas o salirse sin previo aviso.



5. Se prohibe terminantemente comer, beber, fumar o masticar chicle dentro del
laboratorio. Estos también seran motivos para ser expulsado del laboratorio. No se debe

.__1_
consumir reactivos o materiales del laboratorio. UHRACRRIAD 3R] OF GLATT WA A

6. Alfinalizar la practica debera entregarse al instructor la hoja con los datos originales, que
contiene en una forma breve y concisa todas las observaciones (al ser solicitados Unicamente de lo
contrario debe adjuntarse al reporte).

PRINCIPIOS DE BIOSEGURIDAD
Bioseguridad

La seguridad bioldgica o bioseguridad, es la aplicacion del conocimiento, de las
técnicas y de los equipos necesarios para prevenir la exposicion del personal, del
area de laboratorio y del medio ambiente a agentes potencialmente infecciosos o
biopeligrosos.

Agentes Biopeligrosos

Son todos aquellos agentes biolégicos y materiales que son potencialmente
peligrosos para los seres humanos, los animales y las plantas. Entre ellos podemos
citar: bacterias, virus, hongos, parasitos, productos recombinantes, alérgenos,
priones, etc.

Riesgo Microbioldgico

El Riesgo Microbiologico se encuentra presente cada vez que se realiza una
actividad practica en el Laboratorio, donde se requiera la manipulacion de cultivos
de microorganismos, los cuales pueden alcanzar concentraciones muy elevadas y
pueden llegar a provocar una infecciéon si no son manipulados adecuadamente.
Para que se produzca un accidente por un agente biolégico deben estar presente
basicamente 4 elementos: un huésped susceptible, un agente infeccioso, una
concentracion suficiente de éste y una ruta de transmision adecuada; siendo este
ultimo punto el que mejor se puede controlar en el laboratorio.

Vias de Infeccion

Los microorganismos pueden ingresar al organismo a través de: la boca, los
pulmones, la piel (intacta o lesionada), la conjuntiva, etc. Las vias de contaminacion
mas frecuentes en el laboratorio se dan a través de:

* La boca
- Comer, beber y fumar en el laboratorio.
- Realizar transferencias con pipetas sin utilizar ningun tipo de proteccion. -
Transferencia indirecta de microorganismos a través de los dedos o
utensilios - contaminados (lapices, boligrafos, etc.).

* La piel

Inoculacién accidental con una aguja hipodérmica u otros instrumentos punzantes
o de vidrio.

Cortaduras o rasgufios.



* Los ojos j
Salpicaduras de materiales infecciosos. [ %
Transferencia indirecta de microorganismos a través de los dedos ' o EEETEE
contaminados.

* Los pulmones

Inhalacion de microorganismos transportados por el aire (aerosoles).

En los Laboratorios estamos seguros que comprendiendo y teniendo conocimiento
de todos estos posibles riesgos, aprendiendo y ejecutando las técnicas adecuadas,
contribuiremos con una parte importante e integral del proceso de educacion, asi
como también a reducir el numero de accidentes en el laboratorio y en futuras
actividades fuera de él.

MEDIDAS EN CASO DE EMERGENCIA

A continuacion mencionaremos los pasos que se deben seguir en caso de que
ocurran los siguientes accidentes:

Derrame de material biolégico sobre el cuerpo:
- Remover la ropa inmediatamente.
- Lavar vigorosamente el area expuesta con agua y jabon por un minuto.
- Reportar el incidente al profesor.
- Buscar atencién médica si es necesario.
- Laropa contaminada debe ser colocada en una solucion desinfectante antes
de ser lavada.
Salpicaduras en los ojos con materiales biopeligrosos:
Lavar inmediatamente el globo ocular e interior de la superficie del parpado con
abundante agua durante 15 minutos aproximadamente. Abrir el ojo para
asegurar efectivamente el lavado, comenzando por los parpados. Reportar el
incidente al profesor.

Buscar atencién médica inmediatamente.

» Cortadas menores y heridas por pinchazo:

Lavar vigorosamente la herida con agua y jabon por varios minutos. Aplicar

un antiséptico adecuado.

Reportar el incidente al profesor.

Buscar atencion médica inmediatamente.

En el caso de derrames:

Reportar el incidente al profesor.

Colocarse guantes y cubrir con papel absorbente el area del derrame.

Verter un desinfectante adecuado y dejar actuar por el tiempo necesario.

Retirar el material absorbente junto al material roto y colocarlos en un recipiente
para residuos contaminados o bolsa de desechos, la cual debe esterilizarse junto
con los guantes utilizados.



Limpiar y desinfectar nuevamente el area empleando nuevas toallas de 7| '
papel y desinfectante. [
Lavarse las manos con abundante agua y jabdn i

El éxito de estas normas depende de la sinceridad, la constancia, la
participacion activa, cooperativa y responsabilidad de cada estudiante, por
ello antes de asistir al laboratorio, deben leer el fundamento y las actividades
a realizar, para asi evitar posibles accidentes, con el conocimiento y las
técnicas de trabajo apropiadas.

Nota: Cualquier infraccion a alguna de las anteriores reglas, lo hacen acreedor
a la expulsion de la practica del dia, perdiendo su asistencia a la misma,
aunque se haya hecho acto de presencia.

REPORTE DE INVESTIGACION

Este debera contar con los siguientes parametros:
* Resultados
* Interpretacion de Resultados
+ Conclusiones

DETALLES FiSICOS DEL REPORTE

e El reporte debe presentarse en hojas de papel bond tamano carta.

e Cada seccion descrita anteriormente, debe estar debidamente identificada y
en el orden establecido.

e Todas las partes del reporte deben estar escritas a mano CON LETRA
CLARAY LEGIBLE.

e Se deben utilizar ambos lados de la hoja.

e No debe traer folder ni gancho, simplemente engrapado.

IMPORTANTE:

Los reportes se entregaran al dia siguiente de la realizacion de la practica al entrar
al laboratorio SIN EXCEPCIONES. Todos los implementos que se utilizaran en la
practica se tengan listos antes de entrar al laboratorio pues el tiempo es muy
limitado. ES IMPORTANTE TENER TODOS LOS MATERIALES NECESARIOS
PARA LA REALIZACION DE LAS PRACTICAS.
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TEMA INTRODUCTORIO:

MICROSCOPIA: USO ADECUADO DEL MICROSCOPIO

OBJETIVOS
» Conocer las partes, funcionamiento y cuidados que se deben tener para el manejo
correcto de un microscopio optico y del estereoscopio
*Observar las diferentes estructuras biolégicas y comparar los aumentos de las
preparaciones.

EL MICROSCOPIO

La capacidad del ojo humano es limitada, por ello es que la existencia de los
microorganismos paso desapercibida durante muchos siglos, fue hasta el desarrollo de
herramientas e instrumentos basados en lentes que aumentaran el tamano de las cosas
que se descubrio la presencia de estos.

La palabra microscopio, deriva etimolégicamente del griego mikros (pequefo) y skoopeo
(observacion) y fue acufiado en 1624 por Jean Faber, literalmente significa observar lo
pequeno.

Desde el punto de vista de la dptica, existen dos tipos de microscopio, un microscopio
simple que consta de un solo lente (una lupa por ejemplo) y el microscopio compuesto
que tiene mas de uno (como un microscopio).

El primero en observar a los microorganismos fue Robert Hooke, que observé hongos
filamentosos a principios del siglo XVII, posteriormente el microscopio fue perfeccionado
por Antonie van Leeuwenhoek que en 1667 fue capaz de observar protozoarios y
bacterias.

Actualmente existen diferentes tipos de microscopios, dentro de los cuales tenemos a los
microscopios de luz, los microscopios electronicos, los microscopios laser y los de efecto
tunel; en donde, dependiendo de la fuente de energia se formaran imagenes de los
especimenes a diferentes grados de resolucion, es decir mientras mas corta sea la
longitud de onda de la fuente de energia (y por consiguiente mayor energia) mayor nivel
de detalle se tendra en la imagen que se obtenga. De manera general, los microscopios
opticos (funcionan con luz), son los que se usan mayormente en las ciencias biologicas.

Esencialmente estan compuestos por un sistema 6ptico, compuesto por las lentes, el
condensador y el diafragma, asi como la fuente luminica; un sistema mecanico, el cual
es el encargado de mover todas las piezas de la maquinaria y poder dirigir
adecuadamente la observacion, asi como brindar soporte a todos los mecanismos.



Un factor importante en cada microscopio, es el limite de resolucion, el cual ;-’Fi, ]
se define como la capacidad que tiene el microscopio para diferenciar entre { !
dos objetos que se encuentran cercanos R

Partes del Microscopio

Revolver

Estativo

Perilla
Micrometrico
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PRACTICA 1:
MEDIOS DE CULTIVO PARA USO EN EL LABORATORIO

OBJETIVOS
e El alumno conocera y aprendera el uso adecuado de las técnicas especiales para
la elaboracion de medios de cultivos y la finalidad que cumplen.
e Aplicar técnicas de siembra y observar la variedad de microorganismos presentes
en el medio.

INTRODUCCION
MEDIOS DE CULTIVO

Uno de los sistemas mas importantes para la identificacion de microorganismos es observar
su crecimiento en sustancias alimenticias preparadas en el laboratorio. El material alimenticio
en donde crecen se llama medio de cultivo. Un medio de cultivo microbiano es una mezcla de
sustancias que promueve y sustenta el crecimiento y la diferenciacion de los microorganismos.
Los medios de cultivo contienen nutrientes, fuentes de energia, factores promotores del
crecimiento, minerales, metales, sales amortiguadoras y gelificantes (para los medios sélidos).
Las sofisticadas formulaciones de nuestros medios de cultivo garantizan resultados precisos,
reproducibles y repetibles de los analisis microbioldgicos. Los medios de cultivo siguen siendo
el producto de referencia en la industria farmacéutica y de alimentos y bebidas para enumerar
y detectar microorganismos. Los medios de cultivo microbiolégico pueden prepararse como un
liquido (caldo), un sdlido (placas de agar) o un semi-solido (en profundidad). Los medios
sélidos y semi-solidos contienen un agente solidificante como el agar o la gelatina. Ademas,
debe de reunir una serie de condiciones como lo son: temperatura, grado de humedad,
oxigeno adecuado y grado correcto de acidez o alcalinidad.

TECNICAS DE SIEMBRA

La poblacién microbiana existente en nuestro entorno es grande y compleja. Cientos de
especies microbianas habitan normalmente en distintas partes. Ellos flotan alrededor hasta
que entran en contacto con una superficie que ofrezca comida y resguardo. Se encuentran
mas frecuentemente en la oscuridad, en objetos humedos que a menudo entran en contacto
con la comida, la suciedad o la vegetacion. Las manijas y las paredes tienen menos porque
son pobres en nutrientes y secos.

Un estudio adecuado de microorganismos requiere técnicas que permitan conocer y ordenar
la compleja poblacion mixta o cultivo mixto, separandole en sus distintas especies como
cultivos-puros.

10
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Un cultivo puro consta de una poblacion de células derivadas todas ellas de una célula
parental. El material que se inocula sobre el medio se denomina inéculo mediante alguna
técnica. Durante la incubacién a 37°C, las células microbianas individuales se reproducen tan
rapidamente que en un lapso de 18 a 24 horas producen colonias. Si dos células microbianas
procedentes del inbéculo original quedan muy cerca una de otra sobre el
medio, la masa de células observables no sera un cultivo puro.

La siembra de microorganismos puede realizarse en medios liquidos o en medios sdlidos. En
el primer caso, para la inoculacion se utilizara asa estéril si el medio de partida es sdlido, o
pipeta estéril (Pasteur o graduada) si es liquido. En el segundo caso, cuando se parte de otro
medio sélido, se utiliza el asa de platino normal para siembra en placa o tubo inclinado y el asa
recta para siembra en picadura en tubos rectos o, en general, cuando se quiere introducir el
microorganismo en el seno del medio de cultivo sdlido; cuando el medio de partida es liquido,
se puede pasar al medio s6lido con un asa de platino calibrada, con la que se extiende la
muestra directamente, o0 con pipeta, depositando la muestra que luego se
extendera sobre la placa con un asa de Digralsky o con una varilla doblada.

MATERIALES
* Matraz Erlenmeyer de 500 ml.
+ Cajas Petri de vidrio y estériles.
* Pipetas graduadas de 10 ml.
* Pipetas graduadas de 1 ml.
* Tubos de ensayo 16 x 150 mm (con rosca).

* Mechero.
 Balanza.
* Piseta.

» Esterilizador/Autoclave
» Estufa eléctrica
» Asas bacteriolégicas

Material suministrado por el alumno.
+ Masking tape.
* Marcador permanente.
+ Papel toalla
* 1 papa pequeia
« 1 sobre de gelatina sin sabor
» 1 sobre o cubo de consomé de pollo o res
* 100 g de azucar
* Agua destilada (se consigue en las aceiteras)
« Papel filtro
* Olla pequena
+ Paleta de madera
* Hisopos

11
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Protocolo de elaboracién de medios de cultivos
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. Preparar todos los materiales necesarios en la mesa de trabajo.

. Depositar 250mL de agua destilada en una probeta.

. Medir en la balanza los ingredientes para realizar medio de cultivo.

. Cocer los materiales (papa y el consomé en ollas separadas).

. Echar la sacarosa y el gelificante ambos ya medida.

. Diluir bien hasta que sea una solucion homogénea.

. Echar el medio en los recipientes a utilizar (cajas Petri o tubos de ensayo)

. Meter los recipientes en la autoclave, a 121°C durante 15-20 minutos, para

esterilizar.

. Tras aproximadamente 20 minutos se terminara la esterilizacion de la autoclave.

Sacar los recipientes y dejar enfriar en la mesa de trabajo.

10. Rotular con permanente las placas de Petri (fecha y medio de cultivo).
11. Dejar en reposo los recipientes hasta que solidifiquen, introducirlas en la

nevera con papel de aluminio con el nombre del cultivo y fecha rotuladas con
permanente en montones de 10-12 placas de Petri.

12



PROCEDIMIENTO PARA LAS TECNICAS DE SIEMBRA

En esta actividad se elegird un fomite (cualquier objeto inanimado que pueda contener
microorganismos como: la manija, el marco, el control remoto de la televisién, una moneda).
Este fomite ayudara a confirmar la presencia de microbios y los efectos de un desinfectante
por medio del crecimiento de colonias de bacterias, u otro microorganismo en un medio de
cultivo.

Si tiene el cabello largo, recogerlo para mantenerlo lejos de los recipientes cuando se esté
trabajando. Lavar las manos. El area de trabajo debe de estar limpia frotando suavemente,
con la solucion desinfectante en una toalla de papel. Sacar los recipientes sin abrirlos hasta
que se indique.

Escoger un objeto del salon de laboratorio (la manija, el marco, el control remoto de
la televisién, una moneda, etc.). Tomar un recipiente sin abrir y con el asa dividir la base de
la caja en cuatro secciones iguales. Escribe el nombre del objeto al otro lado y designar las
secciones de 1 hasta 4. Abrir la caja de hisopos de algoddn y escoger uno con cuidado para
no tocar la punta. Limpiar el objeto escogido con todos los lados de la punta del hisopo
volteandolo y retorciendo a medida que se mueve por la superficie del objeto.



Abrir la tapa de la placa y realizar cuatro siembras sobre la superficie del medio de cultivo como
se muestra en la ilustracién, empezando en la seccidén designada "1" y continuando en el
orden de las secciones, de manera que la ultima siembra esté en la seccion 4. Presionar firme
pero suavemente y no repetir las siembras anteriores. Las siembras sélo deben dejar una
impresion muy ligera en el medio. Cerrar la placa. No cubrir la caja con cinta o no se podra
realizar observaciones.

Dividir una segunda caja de Petri en 4 secciones numeradas de 1 hasta 4 y designandola
como "Control." Limpiar la mitad del objeto que se eligié anteriormente con una toalla de
papel humedecida con agua, frotarla un par de veces; sin restregar. Con un nuevo hisopo
estéril, tomar una muestra del area limpiada. Abrir la tapa de la segunda placa y realizar 4
siembras en la superficie, siguiendo el orden de las secciones numeradas como se realizo
previamente. Cerrar la placa.

Dividir la tercera caja de Petri en 4 secciones numeradas y designarlas con el nombre del
“Desinfectante” que se elija (por ejemplo "blanqueador"). Usa el desinfectante escogido para
limpiar la otra mitad del objeto trabajado con anterioridad. Con un nuevo hisopo estéril, tomar
muestra del area. Repetir el proceso de sembrar la placa y cerrar.

Poner las cajas en un lugar apartado bien rotuladas e incubarlas a 37°C por 24 horas. Limpiar
el area de trabajo con la solucion desinfectante y lavar las manos.

Repetir todo el experimento utilizando placas con otro medio de cultivo sélo que ahora
seleccionar otro fomite que no se haya empleado.

Después de que hayan pasado 24 horas, realizar observaciones sin abrir. Crear una tabla que
compare las placas sembradas antes y después de limpiar el objeto. Indicar si los microbios
crecieron en cada siembra.

14
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Consideraciones de Seguridad:

a b~ W

O 00~

10.

11.

. Lavarse las manos con agua y jabon cada vez que iniciemos vy finalicemos las

practicas.

.La zona de trabajo debe estar siempre limpio y ordenado. Desinfectar la

superficie de trabajo antes y después de realizar el trabajo con lejia o alcohol
(etanol 96°).

. Los microorganismos deben manejarse siempre alrededor de la llama.
. Durante las practicas esta prohibido comer, beber y fumar.
. Cuando se manipulan microorganismos hay que evitar llevarse las manos a la

boca, nariz, ojos, etc., por nuestra propia seguridad.

. Desechar el material contaminado en los recipientes adecuados, que seran

esterilizados posteriormente. Nunca se debe tirar nada contaminado por el
fregador o en la basura comun.

. Prohibido sacar muestras contaminadas del laboratorio.
. No se debe pipetear nunca con la boca. Utilizar siempre cremalleras manuales.
.En caso de accidente  (ruptura de material, derramamiento

de microorganismos, etc.) se comunicara inmediatamente al profesor.
Extremar la precaucion con el encendido del mechero Bunsen y su
manipulacion. Abrir las ventanas por si se produce un escape de gas del
mechero Bunsen.

Extremar las precauciones con el uso de la autoclave, seguir las
instrucciones de uso exhaustivamente.

CUESTIONARIO

1.

3.

¢, Qué es metabolismo bacteriano?

¢, Cual es el uso de los medios de cultivo sdélidos?

Escribir los nombres de 5 medios de cultivo a utilizar en un laboratorio de
Microbiologia
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PRACTICA 2
CLASIFICACION DE LOS MICROORGANISMOS

OBJETIVOS

e Determinar la ubicacion de los microorganismos dentro de los seres vivos.
e Observar e identificar las caracteristicas distintivas de cada uno de los diferentes
grupos de microorganismos.

INTRODUCCION

Desde su introduccién en 1959, el sistema de clasificacion de RH Whittaker se ha
convertido en uno de los mas ampliamente utilizados en biologia. En este sistema, los
diferentes organismos vivos son colocados en uno de los cinco reinos con base en su tipo
y arreglo celular, asi como en sus requerimientos nutricionales.

Este sistema de clasificacion cuenta con cinco reinos, los cuales son:

1. REINO ANIMAL. Son organismos pluricelulares eucarioticos, el principal
modo de nutricion es por ingestion, muchos animales son moviles y generalmente
carecen de las paredes celulares rigidas de las plantas. Frecuentemente ocurre una
considerable migracion y reorganizacion celular de los tejidos durante el curso del
desarrollo embrionario. Su reproduccién es primariamente sexual.

2. REINO VEGETAL. Son organismos eucariotes pluricelulares fotosintéticos.
Carecen de érganos de motilidad.
3. REINO PROTISTA. Son organismos eucariotas que incluyen a los

autotroficos fotosintéticos unicelulares y pluricelulares (algas) y a los heterétrofos
unicelulares o coloniales simples (protozoarios). Su modo de nutricién incluye la
fotosintesis, la absorcion y la ingestion, La reproduccion es asexual y solo algunas
formas tienen reproduccién sexual. Se mueven por flagelos, cilios o seudépodos, o
son no moviles.

4, REINO FUNGI. Son organismos eucaridticos filamentosos o unicelulares
(levaduras). Los hongos son heterétrofos, saprofitos o parasitos, y la nutricion es
por absorcion. Cerca de 100.000 especies han sido descritas.

5. REINO MONERA. Son células procariotas (carecen de envoltura nuclear),
son unicelulares, pero a veces se presentan como filamentos u otros cuerpos
superficialmente multicelulares. Su modo de nutricion predominante es heterétrofo,
por absorcidn, pero algunos grupos son autotréficos, ya sea fotosintéticos o
quimiosintéticos. La reproduccién es primariamente asexual, por fisidn binaria o
gemacion, pero en algunos ocurren intercambios genéticos como resultado de
conjugacion, transformacién, transduccion e intercambio de plasmidos. Las formas
moviles se desplazan por medio de flagelos bacterianos o por deslizamiento. El
reino ménera contiene representantes de dos linajes distintos: Arqueobacterias y
Eubacterias.
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A finales de la década de los 1960’s se identificaron tres tipos diferentes de células
basandose en la observacion de que los ribosomas no son iguales en todas las
células (los ribosomas proveen un método para comparar células ya que estan
presentes en todas las células).

Al comparar las secuencias de nucledtidos en el ARN ribosomal (rRNA) de
diferentes tipos de células se encontré que existen tres grupos celulares diferentes:
los eucariotes y dos tipos diferentes de procariotes (tan distantemente relacionados
entre ellos como los estdn de los eucariotes), las eubacterias (o bacterias
verdaderas) y las arqueobacterias.

En 1990 C Woese, O Kandler y ML Wheelis propusieron una nueva clasificacion de
los seres vivos, colocando los tres tipos celulares en un nuevo taxén por encima de
los reinos, el cual recibié el nombre de dominio.

Ellos propusieron que las arqueobacterias y las eubacterias (también llamadas
simplemente bacterias) ocuparan diferentes dominios en el arbol evolutivo a pesar
de su similitud en apariencia.

De esta manera se definieron los tres dominios actuales de los seres vivos, el
Dominio Eukarya (que incluye animales, plantas, fungi y protistas), el Dominio
Bacteria que incluye procariotas que contienen peptidoglucanos en su pared celular)
y el Dominio Archaea (que incluye procariotas que no contienen peptidoglucanos en
su pared celular; viven frecuentemente en ambientes extremos, llevan a cabo
procesos metabdlicos poco usuales, se dividen en 3 grupos principales: los
metanogenos, que son organismos estrictamente anaerobios que producen metano
CH4 a partir de de diéxido de carbono e hidrégeno; los halofilos extremos, los cuales
requieren altas concentraciones de sal para sobrevivir; y los hipertermdfilos, los
cuales normalmente se desarrollan en ambientes muy calientes). Por otra parte, los
virus son diferentes a todas las formas de vida, éstos se encuentran entre los
microorganismos mas pequefos y se requiere de un microscopio electrénico para
su visualizacion. Se compone de fragmentos de acido nucleico (ADN o ARN, nunca
ambos) rodeado por cubiertas proteicas, carecen de una “maquinaria” sintética y no
muestran ninguna actividad observable a excepcidn de la replicacién, la cual solo
puede ser llevada a cabo dentro de células vivas; debido a todo esto, los virus no
entran en la definicion de lo que es una célula y por lo tanto no se incluyen en
ninguno de los grupos mencionados anteriormente; sin embargo, los virus son
responsables de un gran numero de enfermedades humanas importantes, entre las
que se encuentran la influenza, la hepatitis A y B, la varicela, y el Sindrome de
Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) entre otras.
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MATERIALES
. Portaobjetos
. Cubreobjetos
. Aguja de diseccion
. Agua de charco.
. Fruta contaminada con hongo.
. Tallo de tomate, cilantro con bacteria ¢ Yogurt natural.
. Papel filtro
. 50 g de tierra cerca de un area arborea
. 1 vejiga
. Agua destilada
. Microscopio
. Papel toalla
. Cajas Petri
. Aguja de diseccion
. Asa bacteriolégica

PROCEDIMIENTO
Protozoarios:

1. Con una semana de anticipacién, cada equipo colocara en un frasco pequefio de
boca ancha un poco de pasto o paja con agua de charco a temperatura ambiente.

2. El dia de la practica se colocara una gota de esta agua entre porta y cubreobjetos.

3. Observar al microscopio en objetivo seco débil y seco fuerte.

4. Realizar descripciones y anotaciones de los organismos observados.

Hongos y levaduras:
1. Tomar una muestra de la fruta contaminada con una aguja de diseccién (o asa
micoldgica) y colocarla entre el porta y cubreobjetos
2. Desmenuzar la muestra antes de colocar el cubreobjetos.
3. Observar al microscopio en objetivo seco débil y seco fuerte.
4. Realizar descripciones y anotaciones de los organismos observados.

Bacterias
1. De la muestra de yogurt, tomar con el asa bacteriologica (aguja de diseccion)
una muestra y hacer una extensidn delgada sobre un portaobjetos y
cubreobjetos.
Observar al microscopio con el objetivo seco fuerte.
3. Observar que las bacterias se aprecian como puntos moviles y refringentes en
todo el campo.

N
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Reportar las observaciones de cada una de las muestras, anotando los siguientes datos
y ubicarlos en alguno de los cinco reinos y en alguno de los tres dominios.

Muestra Colorante Descripcion de la | Ubicacion en reino y
observacion dominio
Nematodos
1. De la muestra de tierra que tiene, tamizar para dejar el suelo mas fino.
2. Poner el suelo tamizado en el papel filtro sobre un embudo.
3. Colocar la vejiga en la parte inferior del embudo bien ajustada.
4. Colocar agua mojando la muestra de suelo.
5. Dejar reposar durante 24 horas.
6. Realizar observaciones si se captura algun nematodo.

CUESTIONARIO

1. ¢ Cuales son las diferencias entre células eucariotas y procariotas?

2. De un ejemplo de microorganismos intermedios entre:

a) virus y bacterias.

b) Bacterias y hongos.

3. Mencione las caracteristicas generales de los virus por las cuales no son

incluidos en ningun reino.

4. ¢Qué es un prion?

5. Mencione las diferencias entre algas unicelulares y protozoarios.
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Explique el término taxonomia y los diferentes niveles taxondmicos que existen.
¢, Qué es la taxonomia binomial?

Explique qué es la taxonomia numérica.

© 0o N O

Indique los criterios generales que se utilizan para clasificar a los virus.
10. Clasifique el reino al que pertenecen los siguientes microorganismos:

a) Tripanosoma cruzy.
b) Candida albicans.
c) Paramecium sp.

d) Aspergillus niger.
e) Rotavirus.

f) Euglena sp.
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PRACTICA 3:

MORFOLOGIA Y TINCION DE LOS MICROORGANISMOS
OBJETIVO

e Conocer los distintos tipos de tincion y determinar su funcion.
INTRODUCCION

Una de las caracteristicas mas importante de las bacterias es su morfologia, definida por
el tamafio, la forma, el arreglo y la estructura. Existen bacterias en forma redondeada
denominadas cocos, en forma cilindrica, denominadas bacilos y una tercera morfologia
como son las que tienen forma de espirales, denominadas espirilos. A su vez cada
categoria puede subclasificarse con base a diferentes arreglos.

Estas caracteristicas pueden determinarse examinando muestras al microscopio. Las
células no tefidas son practicamente transparentes, pero pueden observarse al
microscopio de luz haciendo preparaciones entre lamina y laminilla 0 con microscopios
especiales como, por ejemplo: de contraste de fases o de campo oscuro.

Cuando se dispone de un microscopio de luz, se pueden tehir las bacterias para facilitar
su visualizacion. Si se tifie una muestra del cultivo extendida y fijada en una lamina
portaobjeto con un colorante dado, las células adquiriran el color del colorante afiadido y
podra observarse la forma, tamano y el arreglo de las mismas. Este tipo de coloracion se
conoce con el nombre de coloracion simple.

Para obtener mayor informacion sobre la morfologia y composicién quimica de las
bacterias, debe recurrirse a tinciones diferenciales que involucran el uso de varios
reactivos y éstas pueden diferenciarse con base al color que retienen. Ej. Tincion de Gram
y Tincion de Ziehl Neelsen.

PREPARACION ENTRE LAMINA Y LAMINILLA

Este tipo de preparacion permite observar vivos a los microorganismos y resulta muy util
cuando se quiere determinar su motilidad. Estas preparaciones son muy faciles de
realizar, pues solo se coloca sobre la lamina portaobjeto la suspensién de
microorganismos a observar y luego ésta se cubre con una laminilla. Entre los principales
inconvenientes que tiene esta preparacion, es que al no estar los microorganismos
tefidos, se dificulta su observacion al microscopio y se puede confundir el movimiento
microbiano con las corrientes internas que se producen a causa de la evaporacion del
medio a través del borde de la laminilla.
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COLORACION SIMPLE

Las tinciones se basan en la utilizacién de colorantes que pueden clasificarse como
naturales o sintéticos. Los naturales se utilizan principalmente con fines histologicos.

La mayor parte de los colorantes que se utilizan para tefiir bacterias son sintéticos,
muchos de ellos son las anilinas y los derivados del benceno. Se habla de coloracion
simple cuando una muestra extendida se tifie con un solo colorante. Si la preparacién se
tine con safranina, las bacterias adquiririan un color rojo, si se utiliza azul de metileno, se
tefiran de azul, si por el contrario se tifien con cristal violeta, las bacterias apareceran
tefidas de color violeta, es decir adquiriran el color del unico colorante que se utilizé.
Este procedimiento permite distinguir la morfologia y estructuras internas de la célula
bacteriana, como por ejemplo, la presencia de endospora bacteriana. Existen
coloraciones especiales que permiten poner de manifiesto estructuras bacterianas como
por ejemplo: flagelo, capsula, endosporas, etc.

TINCION DE GRAM

En 1884, un bacteridlogo danés, Christian Gram, desarrollé una técnica de tincidon que
permite separar a las bacterias en dos grandes grupos: gram positivas y gram negativas,
basados en si retienen o no, el colorante primario (cristal violeta) luego del proceso de
decoloracion. Los organismos que retienen el cristal violeta luego de la adicién del agente
decolorante, el alcohol, aparecen como azul oscuro o violeta, y se designan como gram
positivos; aquellos que pierden el cristal violeta y se tifien con el colorante secundario, la
safranina, aparecen como rojos y se designan como gram negativos.

Un examen minucioso de un extendido bacteriano tefido diferencialmente, provee una
informacion muy importante sobre la caracterizacion morfoldgica e identificacion de la
muestra. Por ejemplo, una reaccidén positiva o negativa a la Tincion de Gram es
sumamente importante como medio primario de clasificacion.

El procedimiento puede resumirse de la siguiente manera: una vez que la preparacion ha
sido fijada a la lamina portaobjeto, se afiade el colorante cristal violeta, el cual se deja en
contacto por 1 minuto y las células se tifien de color violeta, posteriormente se lava el
exceso de colorante con agua destilada, luego se afnade la solucién de lugol, que actua
como mordiente, y se deja en contacto por un 1 minuto. El yodo se combina con el cristal
violeta y forma un compuesto que precipita en el interior de la célula; este complejo puede
extraerse facilmente con alcohol etilico de las gram negativas, pero no se remueve
facilmente de las gram positivas.
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Una vez realizada la decoloracion se ainade el colorante de contraste, la /|
safranina, la cual se deja en contacto por 30 segundos; el exceso de | ™
colorante se elimina con agua destilada. e

Las laminas asi preparadas se secan a temperatura ambiente o con la ayuda de toallas
absorbentes. Este procedimiento se esquematiza en la siguiente figura:

GRAM + GRAM -

@ Fijacion —
¥ v

Cristal
D‘ vioeta D
v
Solucion
® v e
* P
Q Alcohol @

¥
Safranina
& e

llustracion de la apariencia de cocos gram positivos y de bacilos gram negativos en diferentes
estadios del procedimiento de tincion de Gram.

El por qué las bacterias gram positivas retienen el complejo cristal violeta-yodo y las
gram negativas no, ha sido un tema muy controversial. Una de las explicaciones
qgue se dan, esta relacionada con la naturaleza quimica de la pared celular de las
bacterias gram positivas que previenen la remocion del complejo con el alcohol.
Otra teoria mantiene que la gruesa envoltura celular de las gram positivas,
especificamente la capa gruesa de peptidoglucano, se deshidrata y al encogerse
por el efecto del alcohol, ocasiona el cierre de los poros lo cual impide la salida del
complejo cristal violeta-lugol.

En definitiva la pared celular es la barrera para la decoloracion. Si se altera la pared
celular de las bacterias gram positivas se transforman en gram negativas.
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Esquema de la envoltura celular de una bacteria gram positiva

MATERIALES

-Muestras de hongos puede ser de cualquier parte vegetativa fruta, tallo, hoja.
-Muestras de bacterias puede ser de un tallo de tomate o cilantro
-Azul de metileno

-Lugol

-Safranina

-Cristal Violeta

-Alcohol

-Agua destilada

-Agua oxigenada

-Quita esmalte cualquier marca puede ser Darosa

-Papel toalla

-Cronémetro

PROCEDIMIENTO PREPARACION DE LAS LAMINAS

Para realizar una coloracién, ya sea simple o diferencial, es necesario como primer
paso, preparar el extendido de la muestra sobre la lamina portaobjeto y fijarlo, para
posteriormente afadir el o los colorantes y observar la muestra tefida bajo el
microscopio de luz.

Preparacion del extendido

1. Colocar en cada una de las laminas limpias, secas y desgrasadas, una gota de
solucion salina utilizando el asa de platino previamente esterilizada.

2. Tomar asépticamente con el filamento una pequena muestra del cultivo sélido
suministrado por el profesor y mezclar con la gota de solucion salina para obtener
una suspension.
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3. También puede utilizarse un cultivo liquido, en dicho caso, la muestra se toma
con el asa de platino y no es necesario colocar la gota de solucion salina.

[
. _J_-

R ey

6. Fijar la muestra extendida a la lamina utilizando calor.

Esto se logra pasando la lamina varias veces por la llama del mechero (maximo 3
veces). La lamina no debe calentarse mucho y ello se verifica tocando suavemente
el dorso de la mano con lamina. El operador debe soportar el calor, sin quemarse.
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Tincion de Gram
1. Colocar las laminas extendidas y fijadas en una bandeja adecuada y cubrir su
superficie con cristal violeta por un minuto. Lavar con agua destilada y escurrir.

S

2. Cubrir la superficie de la lamina con la solucién de lugol por un minuto. Lavar con
agua destilada y escurrir.

B
i Ok

3. Colocar cada una de las laminas en posicién inclinada y decolorarlas con alcohol
a 95° hasta que el color libre deje de salir (aproximadamente 10-20 segundos).

Lavar con agua destilada y escurrir.

Este es el paso mas importante de la coloracion ya que una excesiva

adicién del alcohol permite la salida del colorante primario de las células

gram positivas.

&3y

4. Cubrir las laminas con safranina por 30 segundos. Lavar con agua destilada y
escurrir.

M,

5. Secar las laminas utilizando papel absorbente.

%)
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o Observar varios campos hasta encontrar aquél, donde las células estan adecuadamente
separadas, para permitir la visualizacion de la morfologia, arreglo de las células, presencia de

endosporas y su reaccion al Gram.

Precauciones al preparar los montajes:

-Extendido: Este paso es importante ya que la preparacion debe ser fina y no gruesa. Si
se coloca demasiada muestra del cultivo bacteriano, el extendido quedara muy grueso y
una vez tenido, sin la ayuda del microscopio se observara una gran mancha coloreada,
pero vista bajo el microscopio, con el objetivo de inmersion, se observara una masa
oscura de estructuras que no pueden ser distinguidas en forma individualizada y el
proceso de identificacion de la morfologia, arreglos y estructuras tipo endosporas, etc.
se dificulta.

-Fijacion: Si el extendido bacteriano no se fija adecuadamente, las células bacterianas se
pierden durante el proceso de tincion que involucra varios lavados y trae como
consecuencia la ausencia de bacterias tefiidas. Por el contrario un sobrecalentamiento
puede ocasionar la aparicion de artefactos y la ruptura de la morfologia de las células
bacterianas.

-Antes de colocar la ldmina en la platina determine en cual lado de la ldmina portaobjeto
esta localizado el extendido.

-Observe varios campos hasta encontrar aquél que permita una identificacién de la
morfologia, estructura y reaccion al Gram.

-Una vez realizada la observacién al microscopio, complete el siguiente cuadro y reporte
los resultados al profesor.
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Dibujo de las
células
bacterianas
en el campo
observado

Descripcion de
lo observado

Color de la
bacteria
tenida

Reaccion al
Gram

ACTIVIDADES ADICIONALES

1. Investigar en la bibliografia dada al final del capitulo, otros tipos de
tincién bacteriana que se utilizan en Microbiologia. a. Tincion de esporas

Géneros bacterianos que lo poseen

Tipo de colorante que se utiliza:

Como se observa bajo el microscopio:

b. Tincién de la capsula
Géneros bacterianos que lo poseen

Tipo de colorante que

utiliza:

Como se observa bajo el microscopio: c.
Tincion de flagelos
Géneros bacterianos que lo poseen
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Tipo de colorante que se

utiliza:

Como se observa bajo el microscopio: d.
Organismos acido resistentes
Géneros bacterianos que lo poseen

Tipo de colorante que se utiliza:

Como se observa bajo el microscopio:

29
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PRACTICA 4:
MICROORGANISMOS FILAMENTOSOS

OBJETIVO
e El alumno conocera e identificara sobre los microorganismos filamentosos.

INTRODUCCION

Los microorganismos filamentosos son parte de los lodos activos, pero bajo diversas
condiciones, pueden entrar en competencia con las bacterias formadoras de floculo,
causando una serie de efectos sobre la estructura flocular. Su ausencia puede originar
floculos pequefios y sin cohesion, produciendo un efluente turbio, por otra parte, su
presencia contribuye a una mejor calidad del lodo, siempre que no se dé un crecimiento
masivo. El esponjamiento o “bulking” filamentoso se produce cuando en el lodo activo se
da un hinchamiento debido a un crecimiento excesivo de bacterias filamentosas, como
resultado de este fendmeno el lodo sedimenta lentamente y no se compacta o lo hace
pobremente. El “bulking” filamentoso representa un fallo en la macroestructura flocular,
se presentan tanto dentro del floculo como proyectandose y sobresaliendo hacia el
exterior.

Los hongos filamentosos son pluricelulares o filamentosos y se caracterizan por estar
constituidos por filamentos ramificados o hifas que se desarrollan y entrelazan formando
el micelio. Existe un micelio vegetativo adosado a la superficie del sustrato (suelo, plantas,
alimentos) y un micelio aéreo o reproductor, donde se forman las esporas (asexuales y
sexuales). Los hongos filamentosos y levaduras son en su mayoria saprofitos, hallandose
libres en la naturaleza, especialmente en la materia organica en descomposicién. Algunas
especies son parasitas, formando parte de la flora normal del hombre, como por ejemplo
Candida albicans, que es una levadura y puede comportarse como oportunista y resultar
patégena cuando se produce una disminucidon en los mecanismos de resistencia del
individuo. Otras especies de hongos pueden producir durante su desarrollo sustancias
toxicas o micotoxinas como, por ejemplo, las aflatoxinas producidas por Aspergillus
flavus, que es un hongo filamentoso. Por otra parte, algunos hongos son difasicos, es
decir, unas veces se comportan como hongos filamentosos y otras pueden comportarse
como levaduras. Las condiciones necesarias para que un hongo crezca en una superficie
son: existencia de esporas, base nutriente, humedad y las NTP son guias de buenas
practicas. Sus indicaciones no son obligatorias salvo que estén recogidas en una
disposicion normativa vigente. A efectos de valorar la pertinencia de las recomendaciones
contenidas en una NTP concreta es conveniente tener en cuenta su fecha de edicion.
Ano: 1998 temperatura entre 4 y 38 °C.
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En la practica, los hongos filamentosos y las levaduras también se diferencian

en el laboratorio en dos grupos segun el aspecto macroscopico de sus colonias: las
levaduras forman colonias humedas, cremosas, opacas o pastosas, y los hongos
filamentosos producen colonias algodonosas, lanosas o pulverulentas.

MATERIALES

Porcién de pan o algun tipo de alimento con moho
Azul de lactofenol

Pinzas

Asas bacteriologicas

Cubreobjetos

Portaobjetos

Cinta adhesiva transparente

Microscopio

PROCEDIMIENTO

Preparacion en fresco

. Colocar una pequena fraccion de la colonia con cierta cantidad de
en un portaobjetos con una gota de azul de lactofenol.

o Separar la colonia con unas pinzas y cubrir con el cubre-objetos.

o Presionar suavemente con unas pinzas o el extremo de un lapiz

o Examinar la preparacion primero con 10X y después con 40X.

Esta técnica a menudo rompe las débiles estructuras fructificantes de los hongos
filamentosos, haciendo dificil observar las caracteristicas de esporulacion.

Preparacion con cinta adhesiva transparente

Este método de preparacion es util ya que se conserva las caracteristicas de
agrupamiento de las esporas de algunos hongos mas delicados.

Adherir una cinta adhesiva transparente (tipo Fixo) sobre la colonia para tomar una
porcion del micelio aéreo

Colocar una gota de azul de lactofenol sobre el portaobjetos

Pegar un extremo de la cinta adhesiva cargada con el micelio en el extremo del
portaobjetos.

Presionar la cinta sobre el colorante para permitir que le micelio empape en la
solucion y entonces cuidadosamente pegar el extremo de la cinta adhesiva al porta
con cuidado de que no se formen burbujas de aire.

Observar al microscopio de igual forma que en el método anterior.

INVESTIGAR: Microorganismos filamentosos mas comunes y su aplicacion.
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