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Bioseguridad en el laboratorio
de microbiologia

1. OBJETIVOS

a) Conocer los niveles de riesgo de los microrganismos y los
laboratorios de microbiologia.

b) Conocer los sistemas de identificacion de riesgos en el
manejo de sustancias quimicas.

¢) Conocer los mecanismos establecidos para el manejo de
contingencias, asi como las normas de seguridad del
laboratorio.

2. FUNDAMENTO TEORICO

Durante el trabajo diario en el area de Microbiologia, se dan
situaciones de potenciales sinonimos de exposicién a diversos tipos
de agentes infecciosos que van de acuerdo a los procedimientos
realizados y segun el nivel de complejidad de cada laboratorio. Los
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protocolos de bioseguridad pueden minimizar considerablemente a
un nivel admisible el riesgo latente al cual se enfrenta cada persona
por la manipulaciéon de material perjudicial para la salud. La correcta
manipulacion de los microorganismos depende del conocimiento
que se tenga acerca de ellos o de la comprension que se tenga acerca
de la proveniencia de las muestras de donde se aislan. El trabajo de
laboratorio debe ser seguro, para esto se debe cumplir con las normas
de seguridad que incluyen un conglomerado de pasos estrictos de
trabajo teniendo como principales medidas las de prevencion, estas
medidas se asocian a los conocimiento y definiciones competentes a
saber de cada posible riesgo al que se puede incurrir estando en un
escenario de riesgo como por ejemplo en caso de accidente.

El quehacer en el laboratorio de microbiologia no es sinénimo de
peligro, pero es preciso disminuir los incidentes por medio de las
medidas de manejo y gestion del riesgo correspondientes, la
posibilidad de que ocurra y se produzcan accidentes por el manejo de
reactivos puede ser nula, asi mismo, la precaucion juega un papel
importante en la utilizacion de los microorganismos y en general el
cumplir con las normas de bioseguridad. Se llama bioseguridad al
conjunto de normas que estan disefiadas para la proteccion del
individuo, la comunidad y el medio ambiente en relaciéon con el
contacto accidental frente a agentes potencialmente nocivos. En
particular, se reconoce que la seguridad biolégica es importante
dentro de los intereses internacionales, los cuales son reglamentados
por La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), que publicé la
primera edicion del Manual de Bioseguridad en el Laboratorio en
1983, mencionando que los paises aceptan los referentes esenciales
de la seguridad biolégica guardando especial vinculo en lo
concerniente a la elaboracién de codigos nacionales para aquellas
practicas donde los microrganismos o agentes infecciosos no causan
ningan riesgo en el laboratorio y con ello se busca sean aplicados
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estos conceptos basicos para identificar el grupo de riesgo en
seguridad bilogica al cual se encuentra expuesto.

Los microorganismos infecciosos son clasificados en cuatro grupos
deriesgo seginla OMS:

« Grupo de riesgo 1: Riesgo de tipo individual y poblacional
limitado o insuficiente. Microorganismos con pocas
posibilidades de incurrir en enfermedades asociadas a los ser
humanoy animales.

« Grupo de riesgo 2: Riesgo individual moderado, riesgo
poblacional minimo. Agentes infecciosos que producen
enfermedades humanas o animales, pero con reducidas
posibilidades de implicar un riesgo considerable para el
personal de laboratorio, la poblacién o el medio ambiente. La
exposicion en el laboratorio puede producir una infeccion
importante, pero con las medidas preventivas y terapéuticas
eficaces el riesgo de transmision es reducido.

« Grupo de riesgo 3: Riesgo individual elevado, riesgo
poblacional minimo. Agentes infecciosos que puede posibilitar
la ocurrencia de enfermedades humanas o animales de
importancia, pero por lo general no es trasmitida de un
individuo a otro. Existen medidas preventivas o terapéuticas
eficaces.

» Grupo deriesgo 4: Riesgo individual y poblacional alto. Agentes
infecciosos que pueden posibilitar el suceso de enfermedades
importantes en el ser humano o los animales y que se
transfieren de forma exponencial de un individuo a otro directa
o indirectamente. Usualmente no existen medidas preventivas
y terapéuticas eficaces. Tomado de OMS, 2008.
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De acuerdo con la bioseguridad, los laboratorios se pueden clasificar
como sigue: laboratorio basico - nivel de bioseguridad 1; laboratorio
bésico - nivel de bioseguridad 2; laboratorio de contencion - nivel de
bioseguridad 3 y laboratorio de contencién méaxima - nivel de
bioseguridad 4. Cada denominacién del nivel de bioseguridad se
relaciona de acuerdo a unas caracteristicas basicas de combinacion
en términos de construccion, diseno, equipos, elementos de
contencidn, escenarios, practicas y procedimientos de operacion
indispensables para trabajar con agentes infecciosos de los
diferentes grupos de riesgo.

(19)
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Nivel de

Bioseguridad

Tabla 1.
Clasificacion de laboratorios segin el nivel de bioseguridad.

Tipo de

Laboratorio

Practicas de
Laboratorio

Equipos de
Seguridad

. . Aprendizaje Técnicas Ninguno: trabajo
Basico-nivel 1 | ¢gepncig] e microbiologicas | en mesones de
investigacion. apropiadas. laboratorio al
despejado.
L. . Servicios de Técnicas Trabajo en
Basico-nivel2 | atencion microbiolégicas mesones despe-
primaria; apropiadas y ropa | jados y cabina de
diagnostico, protectora; senal | seguridad biolo-
investigacion. de riesgo gica para posibles
bioldgico. aerosoles.
. . Diagnostico Préacticas de nivel | Cabina de segu-
Basico-nivel 3 | ogpecial; dos mas trajes ridad biologica
investigacion. especiales, acceso | ademas de otros
controlado y flujo | medios de
direccional del contingencia
aire. primaria para
todas las funciones.
. . Unidades de Practica de nivel | Cabina de segu-
Basico-nivel 4 p . R
agentes tres mas cuartos | ridad biolégica de
infecciosos con camara de clase III o trajes
peligrosos para entrada y cierre presurizados
la salud. hermético, salida | junto con CBS de

con duchay
eliminacién
especial de
residuos.

tipo II. Autoclave
con doble puerta
(por medio de la
pared) y aire
filtrado.

Fuente: Tomada de OMS, 2008.
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Normas de seguridad para el primer nivel: Es el nivel indispensable
parala entidad biol6gica del grupo 1, es decir, aquellos que no emiten
ninguna enfermedad en el ser humano, de sensibilidad conocida y
eficaz al tratamiento con antimicrobianos. Es el utilizado en
procedimientos de universidades o centros docentes, donde se
emplean cepas no infecciosas, pauta caracteristica son todos los
microorganismos usados en la industria alimenticia para la
preparacion de cerveza, embutidos y quesos etc. Sin embargo, a
pesar de que es el nivel mas bajo de bioseguridad es imprescindible el
uso de bata, guantes, tapabocas y gorro para la proteccion de los
manipuladores.

NORMAS DE BIOSEGURIDAD

En ellaboratorio se debe cumplir con las siguientes normas:

« Usar bata, gorro, guantes, tapabocas y gafas de seguridad, no
use la bata fuera del laboratorio, lave este material
independiente dela demas ropa.

« Usarencendedores de chispa por friccion, evite usar fosforos.

« Todo el material que se use en microbiologia debe estar libre de
toda forma devida, es decir estéril.

« Lavarselas manos al iniciary terminar la practica. Utilice, jabon
liquido.

« Trabajarconlapuertadellaboratorio cerrada.

« Evitar comer, beber, masticar chicle, o fumar.

« Evitarel usodejoyas durante el trabajo.

+ Mantener las unas limpias y cortas, el cabello recogido.
Coloquese correctamente el gorro.
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Mantener el sitio de trabajo solo con el material necesario, asi
evitara contaminaciones cruzadas.

Utilizar pipeteador para todas las sustancias liquidas a utilizar
en el laboratorio, nunca aspirar porla boca.

Colocar los elementos personales como carteras, ropa y libros
en el lugar indicado para tal fin, limite el transito por el
laboratorio.

Trabajar cerca del mechero prendido y no hable sobre los
medios de cultivo en el momento de la siembra.

Todas las superficies de trabajo se deben limpiar y desinfectar
diariamente y en caso de derrames, roturas o accidentes de
trabajo, se debe informar inmediatamente al docente
encargado.

Descartar el material contaminado en bolsas rojas, el ordinario
en las bolsas verdes y el material corto punzante (agujas,
jeringasy bisturies) en los guardianes (Tabla 2).

En caso de rompimiento de tubos con cultivos microbianos,
cubrir el tubo con hipoclorito de sodio al 2% o fenol al 5%, tapar
con una hoja de papel periddico y dejar sedimentar los aerosoles
durante media hora, luego recoger el material envolverlo en
papel yllevarlo a esterilizacion antes de descartarlo.

No trabaje con equipos eléctricos si se ha derramado algo sobre
ellos.

Las aspersiones pequefias de sustancias basicas deben
controlarse mediante el empleo de un acido débil (4cido citrico),
las de sustancias acidas con una base débil (bicarbonato
sodico).
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« Cuando se generen inquietudes sobre los cuidados de algin
producto, deben informar o comunicar al docente antes de iniciar
a su uso. Los elementos empleados para disponer y alma-
cenar cualquier disoluciéon deben limpiarse con anterioridad,
para eliminar cualquier sustancia contenida con anterioridad e
inmediatamente se tiene que etiquetar y rotular nuevamente.

Tabla 2.
Clasificacion de los residuos, color de recipiente
y rotulos respectivos.

Contenido
basico

Clase de

residuos Etiqueta

Rotular con:
Riesgo biologico

Elementos punzantes
o cortantes

Peligrosos
« Cortopunzantes

Peligrosos Muestras, objetos, Rotular con:
biologicos elementos o restos de Riesgo biologico
» Metales estos que tengan

pesados metales pesado.

Sustancias o
compuestos que al
combinarse pueden
causar gases, vapores,
humos toxicos, etc.

» Reactivos

No peligrosos

Restos con
propiedades quimicas

Verde

Rotular con:
No peligrosos,

- Biodegradables | ¢on alto grado de ordinarios
« Inertes descomposicion. y/o inertes.
. Ordinarios y Son aquellos elementos

- que se descomponen o

transforman.

Son los descartados en
los quehaceres tipicos
de las actividades
(cafeterias, areas
comunes, etc.)
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NORMAS PARA EL ADECUADO MANEJO DE REACTIVOS
QUIMICOS

+ Leadetenidamente la etiqueta de tipificacion de cada reactivo o
las hojas de seguridad de los reactivos quimicos.

« Revisar que se esté empleando la sustancia pertinente y ademas
tener presente el nivel de peligrosidad.

« Conocer lareaccion propia de cada sustancia (al disolver acidos
fuertes, agregar siempre el acido al agua, jaméas al revés y
hacerlo cuidadosamente).

» Losfrascos después de utilizados deben quedar cerrados y en el
lugar correspondiente, nunca dejar abiertos y descuidados
sobrelos mesones de trabajo.

« Tomar los frascos de los reactivos por la parte de abajo, nunca
del cuello.

3. ¢QUE DEBES SABER ANTES DE EMPEZAR?

a) ¢Qué es el Sistema Globalmente Armonizado?
b) Haz una tabla con la simbologia de riesgo o peligrosidad de

reactivos quimicos y su significado.

4. PROCEDIMIENTO

a) Simbologia de riesgo o peligrosidad de reactivos quimicos o
biologia y determina lo siguiente para cada uno:

» ¢Qué tipo de reactivo es? éPara qué se usa?

e ¢Cudl es su clasificacion en el SGA?
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» ¢Cuéles son las consideraciones para su manejo?

« ¢Como se hace una disposicidon segura si se vence o una vez
sea utilizado?

b) Pregunta: ¢Cual es el procedimiento en caso de una emergencia
por derrame de un reactivo peligroso, escape de gases, incendio,
etc. en el laboratorio? Haz un esquema del procedimiento a
seguir.

5. ¢QUE TANTO APRENDISTE?

a) Haz un esquema del laboratorio, y en él define las areas de
este. Identifica las rutas de salida, los sitios de
almacenamiento de sustancia y de desechos, asi como los
dispositivos necesarios en caso de emergencias.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Organizacion mundial de la salud (OMS). (2008). Manual de
bioseguridad en el laboratorio. Medicina & Laboratorio, Volumen
14, Nimeros 1-2.

2. Ministerio de Salud y Ministerio del medio ambiente. (2010).
Manual de procedimientos para la gestion integral de los residuos
hospitalarios en Colombia. Disponible en: http://www.ins.
gov.co/lineas-de-accion/Red-NacionalLaboratorios/
Documentos%20de%20inters%20SRNL/PGIRH%20INS.pd
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Microscopia

1. OBJETIVOS

a) Identificarlas partes que componen el microscopio 6ptico.

b) Diferenciar la funcion que cumple cada parte del microscopio
optico.

c¢) Comprobar las propiedades del microscopio 6ptico a través de
laobservacion de diversos montajes himedos.

2. FUNDAMENTO TEORICO

El microscopio (del griego mikros = pequeno y skopeo= examinar) es
un instrumento destinado a la observacion de objetos pequeios. Con
él se logran imagenes aumentadas y es posible identificar detalles
estructurales imperceptibles a simple vista. El primer microscopio
fue disenado en el siglo XVII por Galileo Galilei y perfeccionado
posteriormente por Anton Van Leewenhoek. La invencion y el
desarrollo de instrumentos de microscopia, ha abierto la posibilidad
de estudiar las estructuras inanimadas y de la vida a un nivel de
resolucién inferior al macroscopico, a escala ultraestructural, incluso
atémica. Existen distintos tipos de microscopios entre los que se
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encuentran el microscopio Optico, electréonico y atémico, los dos
primeros son los mas comunes. El microscopio 6ptico cuenta con
algunas propiedades importantes entre las que se destacan poder de
aumento, poder de definicion, poder de resolucion y profundidad de
campo. El microscopio electronico, es considerado uno de los mas
importantes y avanzados, cuya capacidad de magnificacién
incorpora un alto rango, en estos microscopios los electrones son
empleados para aclarar y alumbrar las particulas méas pequenas
contenidas en dicho equipo.

3. ¢QUE DEBES SABER ANTES DE EMPEZAR?

a) ¢Cuales son las caracteristicas fundamentales de los
principales tipos de microscopios (6ptico, electréonico y
atomico)?

b) Completa el siguiente cuadro:

Tabla 1.
Principales tipos de microscopios.

Caracteristicas (magnitud de los objetos

Tipo de microscopio y utilidad)

Optico

Electronico

Atbémico

(1)



Guia de Practicas de Laboratorio de Microbiologia Ambiental

c¢) Completa el siguiente cuadro:

Tabla 2.
Propiedades del microscopio 6ptico.

I

Definicion

Resoluciéon

Definicion

Profundidad de campo

d) ¢Cuél es la utilidad del aceite de inmersiéon en microscopia?

4. ¢QUE VAMOS A NECESITAR?

Material por subgrupo de laboratorio:

1 gotero

1 hoja de papel periddico impreso y lana o hilo
4 laminas

4 laminillas

1 microscopio 6ptico

1 muestra de agua estancada

1 pincel de punta fina

1 pinza de diseccion

1 tijeras pequenas

1 vaso de precipitado pequeno (50 ml)
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Material de uso general:
 Aceite de inmersion

» Agua destilada

+ Alcohol o xilol

« Hojas de papel de arroz

5. PROCEDIMIENTO

Transporte el microscopio, con ambas manos, utilizando una mano
en la base y otra en el brazo, en posicion derecha. Ubiquelo sobre el
area de trabajo con suavidad, evite los golpes.

Identificacion de partes del microscopio

Identifique las partes y componentes descritos en la tabla 4 en los
equipos asignados.

Parte mecanica

« Pie o base: Es el soporte que apoya todas las demas partes del
microscopio.

« Brazo: Soportatodo el sistema 6ptico, se acopla al soporte yes la
parte por donde debe agarrarse el microscopio.

« Platina: Esla pieza en donde se colocan las preparaciones, tiene
un orificio por el cual pasa la luz para iluminar las
preparaciones.

« Revolver: Sirve de soporte a los objetivos, tiene movimiento
circular para permitir el acople del objetivo deseado.
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« Carro o escuadra: Se encuentra sobre la platina, tiene forma de
pinzay sirve para sujetar y mover el portaobjetos.

« Tornillo macrométrico: Estructura lateral de dentado grueso
que permite el movimiento ascendente y descendente de la
platina hasta obtener el enfoque deseado.

e Tornillo micrométrico: Estructura lateral de dentado fino, que
permite afinar el enfoque por medio de movimientos sutiles de
laplatina.

Parte luminica:

« Fuente luminica: Luz artificial que debe conectarse a la
corriente eléctrica.

« Filtro: Disco de vidrio mate y coloreado que elimina de la luz los
rayos que producen mayor aberracion cromatica.

« Condensador: Sistema de lentes que permite concentrar los
rayos luminosos en el campo visual.

« Diafragma: conjunto de aletas contraibles que se encuentran
abajo del condensador y que permiten ajustar la cantidad de luz
quellega ala preparacion.

Parte Optica

 Ocular: Es la lente colocada en la parte superior y aumenta a
manera de lupa la imagen proyectada por el objetivo y permite
que sea percibida por el ojo, lleva grabado el nimero de
aumento seguido de unaletra X.

« Objetivos: Lentes de diferentes aumentos ubicados en el
revolver, son varios de acuerdo con el aumento, proporcionan
unaimagen real, invertiday aumentada. Existen objetivos secos
(4X, 10X y 40X) y un objetivo hiitmedo (100X), este ultimo
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requiere de aceite de inmersiéon o aceite mineral para ser
utilizado.

Observaciones microscopicas

« Conecte el microscopio y compruebe que funciona
adecuadamente. En caso de presentar alguna anomalia (no
prende, objetivos y oculares sucios, entre otros), informar
inmediatamente al docente. Registre sus observaciones en el
formato de uso de microscopios que sera entregado al inicio de
la sesion. Antes de iniciar use un pedazo de papel de arroz u otro
tipo de papel especial para limpieza de lentes humedecido con
xilol o alcohol y aplique movimientos circulares y suaves sobre
los objetivos para no deteriorarlos.

» Prepare un montaje hiimedo de la siguiente forma: Tome la
laminay coloque dos gotas de agua en la mitad delaldmina. Con
ayuda de las pinzas tome la letra “e” mindscula impresa, tenga
presente que su tamano sea inferior al tamafio de una laminilla.
Cubra la preparacion con una laminilla, coléquela lateralmente
y luego déjela caer suavemente, evitando la formacion de
burbujas; rote el revolver hasta alinear el objetivo de menor
aumento sobre el centro de la platina (se sentira y se ajustara el
ajuste cuando esté en posicidon correcta). Ubique el montaje
sobre la platina, asegurando la lamina con las pinzas de
sujecion, encienda la fuente luminica y gradtela con ayuda del
condensador y el diafragma. Observe y proceda a enfocar el
objeto con ayuda de los tornillos macro y micrométrico hasta
obtener una imagen clara; observe la imagen para cada de los
objetivos de 4X, 10X y 40X. Dibuje lo observado. Para usar el
objetivo de inmersion (100X) anada una gota de aceite de
inmersion sobre la preparacion y observe, dibuje lo observado.
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Al finalizar retire la preparaciéon de la platina, limpie los
objetivos usando papel de arroz y alcohol o xilol para el objetivo
de 100X.

Realice un montaje con una gota de agua estancada siguiendo
los pasos del procedimiento anterior. Dibuje las observaciones
correspondientes en la seccion de registro de resultados.

Propiedades del microscopio

a) Evidencie el poder de resoluciéon del microscopio al observar

un montaje himedo, tomando como muestra un cuadro papel
de color de una revista o peridédico de 0,5 cm?, tratando de
observar los puntos separados que a simple vista parecen ser
uno solo cuando observa con los objetivos de 10 X y 100 X.

b) Verifique el poder de profundidad de campo al observar un

c)

montaje himedo tomando como muestra un pedazo de hilo
con el objetivo de 100X. Utilizando el tornillo micrométrico
trate de evidenciar los posibles planos o capas que se observan
en el objeto. 3. Evidencie el poder de aumento y definicion al
observar un montaje hiimedo tomando como muestra un
cabello de tres centimetros de largo con los cuatro tipos de
objetivos (4X, 10X y 40X y 100X). 4. Conteste las preguntas
que seubican en la seccién de registro de resultados.

Realice un esquema del microscopio 6ptico asignado e
identifique cada una de sus partes. Si usted tiene un montaje
microscopico de un cultivo bacteriano, ¢en donde coloca la
lamina para hacerla observacion?

d) Siusted esta observando una lamina con muestra de hongos 'y

quiere ver mas grande el montaje ¢qué parte mueve para

cambiar de objetivo?
i 23 )
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e) Si usted observa muy iluminado u oscuro el campo visual
¢Qué parte debe activar para disminuir la cantidad de luz que
estd atravesando ala muestra?

f) Sile falta nitidez a su observacion ¢Qué parte del microscopio
debe mover para mejorarla?

g) Dibuje las observaciones realizadas con los diferentes
objetivos paralaletra “e” impresa. 4x 10x 40x 100x ¢Cual es la
razon para que usted vea la letra en posiciéon invertida con
respecto ala posicion original?

i) Dibujelas observaciones realizadas con los objetivos 40Xy
100X para la muestra de agua estancada. 4x 40X 100X
¢Qué tipo de organismos encontr6 en la muestra de agua
estancada?

ii) ¢Logré observar hongos y bacterias? Justifique su
respuesta.

Poder de resolucion (Montaje con el cuadro de papel
gravado)

¢Usted puede observar puntos separados en el cuadro de papel a
simple vista? (Si/No)

¢Cuantos puntos separados puede ver en el campo del objetivo de
menor aumento (10X) (pocos o muchos)?

¢Cuantos puntos separados puede ver con el objetivo de 100X
(pocos o muchos)?

¢Se ven més puntos con el objetivo de 10X o con el de 100X?:
Explique los anteriores resultados:

Profundidad de campo (Montaje con el pedazo de hilo)
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¢Que observo después de mover el tornillo micrométrico?
Explique.

Poder de aumento y definicién (Montaje con el pedazo de cabello)

¢Como observd la imagen con cada uno de los objetivos con
respecto al tamano ylanitidez? ¢ Fue igual o diferente? Explique.

6. QUE TANTO APRENDISTE?

Haz un informe con los resultados de la practica, sus analisis y
conclusiones.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Beltrdn M. y Castellanos J. (2013) Manual de practicas de
laboratorio de Biologia celular y molecular. Facultad de Ciencias e
Ingenieria. Universidad de Boyaca. Tunja. Trabajo sin publicar.

2. Lizarazo L. (2009). Técnicas de microbiologia general.
Universidad Pedagogica y Tecnologica de Colombia. Tunja.
Trabajo sin publicar
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Tincion de gram y micologica

1. OBJETIVOS

a) Realizar el analisis macroscopico y microscopico por medio de
técnicas como tincion, observacion y caracterizacion de
bacterias y hongos olevaduras.

b) Reconocer la morfologia microbiana presente en muestras de
bacterias.

c¢) Diferenciar la tincion de las bacterias en Gram positivas (+) o
Gram negativas (-).

2. FUNDAMENTO TEORICO

Los microorganismos estan presentes en la biosfera, los cuales crecen
en condiciones ideales o en circunstancias hostiles donde la
temperatura supera los 100°C, confiriendo la propiedad de ubicuidad
debido principalmente a potencialidades fisiologicas, bioquimicas,
reducido tamafio y capacidad para adaptarse a condiciones
ambientales adversas o extremas aumentando la posibilidad de que
puedan sobrevivir. Considerando, la diversidad microbiana en
ambientes naturales, la microbiologia ha desarrollado técnicas y
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procedimientos de laboratorio que permiten aislar y caracterizar
microorganismos obtenidos a partir de muestras representativas de
algan ambiente natural, cuya finalidad es que los microorganismos
sean capaces de reproducirse y crecer en un entorno con condiciones
apropiadas, adecuadas y particulares denominado medio de cultivo
bien sea liquido o soélido, el cual contiene los requerimientos
nutricionales necesarios de materia organica, iones inorganicos,
factores de crecimiento, entre otros, para el adecuado desarrollo de
hongosy/obacterias.

El analisis microscopico es uno de los principales métodos de
distincién entre hongos y bacterias, reconociendo la forma,
disposicion y capacidad de captar ciertos colorantes. En este sentido,
la tincién méas importante en bacteriologia es la tincion de Gram,
debido a que separa a las bacterias en dos principales grupos: Gram
positivo (tefiidas de color violeta) y Gram negativo (tefiidas de color
rojo). Por otra parte, en micologia, usualmente para la tincion se
utiliza el colorante azul de lactofenol, la cual es una tincién de
caracter simple por requerir de un s6lo colorante, ademas, se basa
principalmente por la afinidad que tiene el colorante hacia algunos
componentes de las estructuras fingicas.

Finalmente, el estudio macro y microscopico de una muestra
microbioldgica permite obtener una aproximacién de su identidad y
dirige el desarrollo de pruebas bioquimicas que permiten una
identificacion mas certeray precisa.

3.¢QUE DEBES SABER ANTES DE EMPEZAR?
a) ¢Quéesunacolonia?
b) ¢Cualesel paso critico de la tincién Gram? Explique.

¢) Explique quéventajas otorgala capsula a unabacteria.
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d) ¢Como contribuyen los microorganismos al mantenimiento de

la calidad ambiental?

4.¢QUE VAMOS A NECESITAR?

Material por subgrupo de laboratorio

» 1lgotero

« 8laminas

« 8laminillas

« 1microscopio 6ptico

« lasamicrobiologicaredonda

« lasamicrobiologicarecta

» lasadeDrigalskyorastrillo

« 1mechero

« 1cajadePetriconhongosy/olevaduras
» 1cajade Petriconbacterias

+ Cintaadhesiva transparente (La trae cada grupo)

Materiales de uso general
+ Aceitedeinmersion
« Briquetoencendedor

Paratinciones de Gram:
+ Cristalvioleta

« Lugol

« Alcohol acetona

« Safraninaofucsina

Para tincidon micologica:
« Azuldelactofenol
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5. PROCEDIMIENTO

Preparacion dela muestra paratincion

Para empezar, se debe etiquetar la cantidad de laminas que va a
utilizar para realizar la tincién de cada una de las colonias
formadoras. Primero, se observa y diferencia a simple vista en la caja
de Petri; segin el caso y cantidad de medios cultivados para la
siembra con anterioridad, se distingue entre hongos o bacterias.
Posteriormente, para la tincion es necesario preparar previamente
un frotis de los microorganismos que se desea observar, el cual en
primera instancia consiste en pasar la lamina rapidamente por fuego
para eliminar cualquier agente contaminante, posteriormente,
usando el asa microbiolégica correspondiente, esta se pasa por el
mechero hasta que se caliente al rojo vivo con el objetivo de
esterilizarla (se debe hacer antes y después de su uso). Con el asa
estéril, traspase una pequena cantidad de la colonia y extienda sobre
la lamina en forma de zigzag. Después de traspasar la cantidad de
muestra necesaria, se prosigue a fijar con calor, dejando pasar
brevemente a la llama de un mechero la ldamina que contiene la
muestra, de tal forma que no se caliente demasiado para no alterar la
morfologiabacteriana.

Tincion de Gram (revelala afinidad tintorial de las bacterias)

La tincion de Gram consiste en la adicion o aplicaciéon de un
colorante, mordiente o mordente, decolorante y contraste, cuya
finalidad es dar color violeta o rojo a la pared celular de la bacteria, el
color dependera del grosor de la pared celular. Por lo anterior, se
cubre en primera instancia la muestra contenida en laldmina con una
gota de cristal violeta, lo suficiente para ser cubierta dejando actuar
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por un (1) minuto. Después de trascurrido ese tiempo se lava la
lamina con el minimo de agua para eliminar el exceso del colorante.
Enseguida se agrega Lugol en cantidad suficiente cubriendo la
superficie de la muestra y se deja actuar por un (1) minuto, luego se
lava con el minimo de agua para minimizar el exceso de mordente. A
continuacion, se destine agregando alcohol acetona dejando actuar
quince (15) segundos, posteriormente se lava con agua para reducir el
exceso de decolorante o disolvente, y por tiltimo se afiade a la muestra
safranina en cantidad suficiente y se deja actuar por un (1) minuto.
Luego se limpia nuevamente con agua para quitar la sobra del
colorante de contraste, finalmente se secalalamina por el reverso con
papel para ser llevada al microscopio y se observa con los objetivos de
10X, 40X y 100X (agregue aceite de inmersion solo al objetivo de
100X)

(ver Figura1).

.OO

Alcohol
acetona Safranina
Lugol o (15 segundos) o fucsina
Cristal Yodo (1 minuto)
(1 minuto)

violeta

.. ., (1minuto)
Fijacion

Figura 1. Diagrama de flujo tincién de Gram.
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Tabla 1.
Visualizacién, morfologia y agrupacion bacteriana.

Tincion de Gram

Observacion tincion en el microscopio

Gram positivo Gran Negativo

Morfologia bacteriana

O 7 O = ~

Cocéacea Bacilos Cocobacilos Vibrio Espiroqueta

Agrupacion bacteriana

oo |oooo| B | B | &R

Diplococo Estreptococo Tétrada Sarcina Estafilococo

EnV

Diplobacilos |Estreptobacilos Empalizada | Letras chinas

Tincion micologica

Para identificar hongos se deben mirar las formas con alta definiciéon
y marcador para lo cual se usa la tincion fingica. La tincion con azul
de lacto fenol, no es una tincién diferencial, pero al colorear el hongo,
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permite la observacion de estructuras con lo cual se puede lograr una
identificacion. Elfenol inactiva enzimas que hacen que las células se
rompan, destruye otros microrganismos acompanantes, inactiva a la
célula disminuyendo su patogenicidad. El acido lactico ayuda a
preservar las estructuras fingicas ya que provoca la generacion de
una pelicula protectora con un campo de gradiente osmotico. El azul
de metileno es un pigmento acido que da color al citoplasma y la
quitina, mientras que el glicerol mantiene impregnada la
preparacion.

Se debe preparar una impronta asi:

1.

Disponer el componente en una cabina de seguridad, o cerca al
mechero.

Seleccionar las colonias.

Recortar secciones o fragmentos de cinta transparente de 1

2

cm .

4. Adherirlacintaaunasamicrobiologica.

Fijar una gota de azul de metileno en el portaobjetos.

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

Colocar y empapar la cinta sobre una pequena gota de azul de
metileno.

Acomodar el cubreobjetos sobre el montaje.

Observar en 40x.
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Paso 1 Paso 2 Paso 3 Paso 4 Paso 5

. J JU J JU )

Figura 2. Pasos a seguir en la tincién de hongos y levaduras.

Laimpronta se debe hacer con cuidado de no oprimir las estructuras,
para no dafarlas. La lectura debe hacerse inmediatamente. Para su
identificacion debes apoyarte en un atlas micolégico. Los
componentes flingicos se observan de color azul encima de una
superficie blanca.
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Tabla 2.
Tlustracion de cuerpos fructiferos de hongos aislados.

Tipo de hongos fructiferos aislados

T/“ 1 ol
%{ e ogo '@f

Rhizopus Mucor Zygorbycchus Pythium
o
2z =
000
[-X-4
Geotrichum
Trichoderma
%
Qbe
Chaetomium ‘
Verticilium Curvalaria Aspergillus
Qo0
@ | t-l?/
Fusarium
/q —
Alternaria Helmicthosporium Rhizoctoria
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6. ¢QUE TANTO APRENDISTE?

a) Diligencia la siguiente tabla anotando detalladamente lo
ejecutado en el laboratorio con la muestra problema escogida,
realizando el analisis macro y microscopico (anexar dibujos o
fotos de lo observado en el microscopio). Intenta encontrar el
nombre del microorganismo observado, con base en las pruebas
realizadas, y los datos de donde proviene la muestra, asi como su
apariencia en la caja de Petri, y el agar utilizado para su
incubacion.

Tabla 3.
Resultados obtenidos en el laboratorio.

____coomia | 1 |2 | 3 | 4

Foto de microscopia

Morfologia

Agrupacion

Afinidad tintorial (Gram + o Gram -)

Nombre tentativo del microorganismo

Descripcién del microorganismo
(ambiente, tipo, funcidn, etc.)
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Medios de cultivo

1. OBJETIVOS

a) Preparar medios de cultivo empleados con frecuencia en el
laboratorio de Microbiologia.

b) Reconocer las diferencias que existen en la preparacion de
diversos medios de cultivo.

¢) Comprobar por medio de pruebas de efectividad y esterilidad
la correcta preparacion del medio de cultivo.

2. FUNDAMENTO TEORICO

Los microorganismos necesitan alimentos o nutrientes con el fin de
obtener la energia requerida para sus funciones fisiologicas
(catabolismo) y para la formacién de sus estructuras (anabolismo).
Para el estudio de los microorganismos en el laboratorio es necesario
cultivarlos; un medio de cultivo es una solucion donde se encuentran
todos los nutrientes, requerimientos y sustancias esenciales para el
adecuado crecimiento y desarrollo de los microorganismos, dentro
de los macroelementos requeridos se destacan el C, H, N, O, Py S que
pueden suministrarse de forma artificial a través del medio de
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cultivo. Debe tenerse en cuenta el metabolismo de microorganismo
(fuente de carbono o fuente de energia) para saber qué tipo de medio
de cultivo es el indicado para su crecimiento a nivel in vitro. Existen
microorganismos que requieren una fuente de carbono y energia
inorganica (quimiolitotrofos) y otros que requieren compuestos
organicos como fuente de carbono y energia para su crecimiento
(quimiorganoétrofos). También pueden existir microorganismos que
requieren la luz como fuente de energia y compuestos organicos o
inorgéanicos como fuente de carbono denominados fotoheterotrofos
y fotolitétrofos respectivamente. Hay microorganismos que
requieren pocos nutrientes para crecer mientras que otros tienen
requerimientos nutricionales exigentes como la presencia de factores
de crecimiento incluidas vitaminas y algunos oligoelementos que
deben anadirse a los medios de cultivo para permitir su desarrollo.
Algunos medios ya estan formulados y vienen listos para preparar;
mientras que otros pueden prepararse por componentes. El control
de calidad es indispensable antes de utilizar un medio de cultivo, esto
se hace para comprobar si el medio cuenta con las caracteristicas y
especificaciones correspondientes de cada casa comercial, ademas
evidenciar que la metodologia de preparacion del cultivo fue la
adecuada y satisfactoria, de acuerdo a ensayos sencillos de control.
Cada muestra de medio elaborado en laboratorio debe ser sometido a
las siguientes pruebas de laboratorio para asegurar su aprobacion.
Esterilidad: la esterilizacion es una técnica donde son destruidos los
microorganismos sea cual sean sus caracteristicas (células viables,
esporas etc.) infecciosos o0 no, sobre o dentro del material empleado.
Para comprobar la esterilidad del medio preparado coloque dos cajas
del lote o muestras preparadas e incubelas a 37°C o 25°C
dependiendo del medio de cultivo en el transcurso de 2 a 5 dias, se
debe verificar y observar si hubo crecimiento microbiano. Si hay
presencia de microorganismos esto indica un mal procedimiento en
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la esterilizacion y debe rehacer toda la preparacion. Efectividad: esta
define si el medio de cultivo es apto para su uso en el laboratorio y se
comprueba que en el medio preparado en realidad hay un aumento e
incremento de microorganismos, para esto se debe descubrir el
medio de cultivo al ambiente o agregando una muestra y después de
incubar a 37°C 0 25°C, dependiendo del medio de cultivo durante 2 a
5dias deben desarrollarse microorganismos.

3. ¢QUE DEBES SABER ANTES DE EMPEZAR?

a) Realiza un mapa conceptual que incluya la clasificacion de los
medios de cultivo segin la composiciéon quimica, su estado
aparente y su funcion o aplicacion.

b) éQuéesel agar-agaryde donde se obtiene? ¢Qué funcién tiene en
el medio de cultivo?

c) Menciona los dos principales tipos de esterilizaciéon por calor
utilizados en el laboratorio de Microbiologia y explique el efecto
de cadaunodeellos sobrelaintegridad celular.

d) ¢Qué incidencia tiene la luz ultravioleta sobre la célula
microbiana.

4. éQUE VAMOS A NECESITAR?

Material por subgrupo de laboratorio
« 1cajasde Petriestériles

+ 1Erlenmeyerde 250ml

» lespatulalgradilla paratubos deensayo
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« 1pipetade10ml
« 1pipeteador
« 1probetade250ml

« 10tubostaparoscade 16 mm

Material de uso general
 lagitador magnético

« lautoclave

« 1barrapararetiraragitadores
« 1balanza

+ 1cajadefosforos

« 1cintadeesterilidad

« 1Ldeaguadestilada

« 1frascodeagarnutritivo

» 1frascodeagar TSI

« lincubadora

« Pafnosabsorbentes

« Papelaluminio

« Papel kraft

+ Papel vinipel

 Solucién de alcohol al 70%

El material empleado debe ser de vidrio y se debe garantizar la
ausencia de sustancias detergentes en el mismo.
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5. PROCEDIMIENTO

Para esta practica se propone que cada subgrupo de laboratorio
prepare un medio de cultivo liquido y uno s6lido. Lea
cuidadosamente las instrucciones de preparaciéon del medio que
aparecen en el frasco del medio de cultivo, identifique los
componentes que hay en cada uno de ellos, registrelos en la seccion
de resultados y consulte la utilidad del medio de cultivo. Realice los
calculos de la cantidad de medio de cultivo so6lido requerido,
teniendo en cuenta las instrucciones del fabricante y la cantidad de
cajas de Petri que va a preparar. Tenga presente que el volumen
agregado en cada caja es de 15 ml para bacterias y 20 ml para hongos;
para los tubos de ensayo, el volumen oscila entre 5 y 12 ml
dependiendo del tamano de este y que las indicaciones estan
generalmente estan dadas para 1 L. de medio de cultivo. Para el agar
nutritivo, prepare 10 cajas y 5 tubos. Para el PDA, prepare 10 cajas.
Encienda la autoclave, revise que el nivel del agua este por encima de
la rejilla interna y que no esté contaminada con hongos. Agregue en
un Erlenmeyer el medio de cultivo pesado (g) y vierta la porcion de
agua destilada calculada (ml), revuelva el medio hasta que se obtenga
una solucion homogénea y pongalo a calentar ligeramente tapado,
deje hervir, si lo requiere (para el caso de agares). En el caso de los
caldos de cultivo, estos no se tienen que hervir y se sirven en los tubos
de ensayo antes de esterilizar. Posteriormente marque
adecuadamente el recipiente, coloque cinta indicadora de
esterilidad, cierre ligeramente el frasco y esterilice en autoclave a
121°C durante 15 minutos, con una presion de vapor de 15
libras/pulgada o 1,2 atmésferas. Cumplido el tiempo de
esterilizacion, deje enfriar la autoclave hasta cuando la aguja del
manometro este en maximo una libra de presion, abrala valvula dela
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autoclave para dejar escapar el vapor restante. Retire el recipiente
que contiene el medio de cultivo con precaucion, no deje el medio en
una superficie fria. Déjelo enfriar hasta una temperatura media de
42-45°C que corresponde a la temperatura en que se puede tocar el
medio sin quemarse y sirva en cajas de Petri. En algunas
preparaciones, como en pico de flauta, se deben sacar los tubos de la
autoclave y dejarlos solidificar en una superficie inclinada. En otras
se deben adicionar suplementos que son termolabiles (como
antibibticos), garantizando las condiciones de esterilidad. Para
conservar y prevenir futura contaminacion de los medios de cultivo,
coloquelos en el refrigerador a 4°C; se sugiere almacenar los medios
dentro de bolsas de plastico herméticas o recubiertas con papel
vinipel y antes de ser usados deben aclimatarse, por lo menos
durante 15 minutos. Realice la prueba de esterilidad y efectividad a
una caja y un tubo para los medios de cultivo preparados. Ubique
todas las cajas y tubos que contienen los medios de cultivos en la
incubadora durante 7 dias a una temperatura 28 °C. Registre sus
resultados en la siguiente seccion.

a) Anote la composicion quimica de cada uno de los medios de
cultivo empleados.

Tabla 1.
Tipo de medios de cultivos empleados en el laboratorio.

SRR
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6. ¢QUE TANTO APRENDISTE?

Contesta las siguientes preguntas:

a)

b)

c)

d)

Si usted requiere determinar la presencia o ausencia de
coliformes totales y fecales en una muestra de agua ¢Qué
medio de cultivo de los anteriores utilizaria y por qué? Siusted
quiere conocer la cantidad de bacterias que hay en una
muestra de suelos ¢Qué medio de cultivo de los anteriores
utilizaria?

Si usted quiere conocer la cantidad de hongos que hay en una
muestra de suelos ¢Qué medio de cultivo de los anteriores
utilizaria?

Si usted quiere determinar la capacidad de fermentacion de
un azucar por parte de una bacteria ¢Cual seria de los medios
de cultivo preparados en el laboratorio el mas apropiado?

Diligencie el siguiente cuadro que indica el control de calidad
delos medios de cultivo preparados. Anote los resultados para
cada agar preparado. De acuerdo con la informacién obtenida
en el cuadro anterior en cuanto ala esterilidad y efectividad de
los medios. ¢Cuales medios fueron preparados
adecuadamente?
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Tabla 2.
Prueba de esterilidad en medios de cultivo.

Esquema del
medio de cultivo
después de la

(+0-) incubacién

Presencia de
Medio de cultivo microorganismos

Tipo de Agar Esterilidad
nutritivo: .

Efectividad a E

f) Usted prepar6 y sirviéo un litro de medio de cultivo agar
nutritivo y lo guardé en la nevera siguiendo las indicaciones.
Después de un mes se acerco a revisar las cajas de Petri y
encontr6 que en algunas habia crecimiento de bacterias y
hongos y otras estaban deshidratadas. Nombre dos posibles
causas para que apareciera contaminaciéon en las cajas del
medio preparado y dos para que se hubieran deshidratado los
medios.
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Determinacion de coliformes totales
y fecales por el Método Colilert

1. OBJETIVOS

a) Conocer los fundamentos del método Colilert para determinar
Coliformes totales y Fecales en agua.

b) Aplicar la metodologia a la medicion de una muestra de agua
en especifico y reconocer las limitaciones del método.

¢) Aplicarlosresultados obtenidos para sacar conclusiones sobre
el estado del agua o vertimiento analizado.

2. FUNDAMENTO TEORICO

El método Colilert puede detectar de forma simultanea y enumerar
Coliformes totales y E Coli de forma directa de las muestras de agua
usando la tecnologia de sustrato definido. Los elementos necesarios
para el analisis se encuentran en forma de polvo y se depositan con la
muestra en tubos o compartimentos, donde se lleva a cabo un analisis
del nimero méas probable, junto con otros donde se enumera la
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presencia o no de los microrganismos. El agua se mezcla con los
elementos en polvo, y se colocan en los recipientes, se sellan, y se
incuba la mezcla por 24 horas a 35°C. Los tubos con coliformes
totales se vuelven amarillos. Los tubos con E Coli fluorescen cuando
son expuestos a una fuente fluorescente a 4W, 366 nm. Este método
es equivalente al de los Standard Methods de multiples tubos de
fermentacion, y es aplicable para cuantificacion simultanea de
coliformes totales y E coli con un alto grado de sensibilidad, bajo
costo y alta precision. Es un método aprobado por la EPA e incluido
enlos Standard Methods en la actualidad (Edberget al., 1990).

Utiliza la tecnologia de sustrato definido. Dos nutrientes indicadores
ONPG y MUG son la principal fuente de carbono, y pueden
metabolizarse por la enzima de los coliformes B-galactosidasa yla de
E Coli B-glucoronidasa respectivamente.

Cuando los coliformes crecen durante la prueba Colilert, utilizan la
enzima B-galactosidasa para metabolizar el ONPG y cambiarlo de
incoloro a amarillo:

Coliformes E. coli
™, ONPG . MUG
" "o \).x»“‘““’“fe"“ ’ Ny \-),.A-metilumbeliferil
B-galact:ésido B-b-galactopiranésidu B-glucur:onidasa B-fl-glucurunido

o-nitrhfenol b-metiluiferona
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Por su parte, la B-glucoronidasa de las E Coli metaboliza el MUG y
crean fluorescencia. Ya que la mayoria de los no coliformes no tienen
esta enzima, no pueden crecer e interferir con el ensayo. Los pocos no
coliformes que no tienen estas enzimas se suprimen de forma
especifica por los componentes de la matriz formulada de la matriz
del colilert.

3.¢QUE DEBES SABER ANTES DE EMPEZAR?

Contesta las siguientes preguntas:

a.

=

S VR

¢Qué tipo de microorganismos son los coliformes y la E Coli?
¢Donde se encuentran? ¢Cual es su importancia desde el punto
devistaambiental?

¢Por qué deben dejarse las muestras incubando 24 horas?
¢Cuél es el limite de deteccion del método colillert?

¢Este método es aprobado porla EPA? ¢Y porel IDEAM?
¢Como se disponen los desechos dela prueba?

¢Cudl es la concentracion promedio de coliformes totales y
fecales en un aguaresidual doméstica?

¢Cuales son los limites permitidos de estos parametros para los
vertimientos domésticos en la normatividad colombiana?
¢Cual eslanorma que aplica?

. ¢Cuando se deben hacer diluciones de la muestra a medir?

¢Qué se debe hacer si el agua a medir ya tiene color amarillo?
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4. éQUE VAMOS A NECESITAR?

Materiales

» Muestras de agua contaminadas con coliformes
 Balones aforados de 200 ml para hacer diluciones
Agua destilada

Reactivo Colilert
« Quanti-Tray* o Quanti-Tray*/2000

Equipos:

« Micropipetas

 Sellador IDEXX Quanti-Tray

« Incubadora para 35+0,5°C

« Camara de luz UV de 6 vatios y 365 nm

5. PROCEDIMIENTO

Defina con su docente las muestras a analizar, y si es necesario hacer
diluciones de la misma de acuerdo a la concentracion esperada.
Recuerde seguir las recomendaciones para toma de muestra para
coliformes, asi como de almacenamiento. (IDEXX laboratories Inc.,
2020).

Procedimiento de presencia/ausencia (P/A)

j. Agregue el contenido de un paquete a una muestra de 100 ml
en un recipiente estéril, transparente y no fluorescente.

k. Tapeelrecipientey agite.
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L.

Incubara 35+0,5°C durante 24 horas.

m. Lealosresultados de acuerdo con la tabla de interpretaciéon de

resultados.

Procedimiento de enumeraciéon de Quanti-Tray*

a.

b.

2.

Menos amarillo que el comparador. | Negativo para coliformes totales y E Coli.

Agregue el contenido de un paquete a una muestra de agua de
100 ml en un recipiente estéril.

Tape el recipiente y agite hasta que se disuelva.

Vierta la mezcla de muestra/reactivo en una Quanti-Tray* o
Quanti-Tray*/2000 y séllela en un sellador IDEXX Quanti-
Tray*.

Coloque la bandeja sellada en una incubadora a 35+0,5 °C
durante 24 horas.

Lea los resultados de acuerdo con la tabla de interpretacion de
resultados.

Cuenta el namero de recipientes positivos y consulta la tabla
MPN provista con las bandejas para obtener un niimero mas
probable

Interpretacion de resultados

Tabla 1.
Interpretacion de resultados.

Aparie 3 Re ado

Amarillo igual o mayor al comparador.

Positivo para coliformes totales.

Amarillo y Fluorescencia igual . )
o mayor al comparador. Positivo para E Coli.
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Celdas amarillas = coliformes totales

Celdas amarillas/fluorescentes = E. coli

Cuente las celdas positivas y consulte la tabla MPN o software en la
direccion: MPN Generator Software - IDEXX US

Busque fluorescencia con una luz ultravioleta de 6 vatios y 365
nm a 5 pulgadas de la muestra en un ambiente oscuro. Enfrente
laluzlejos de sus ojos y haciala muestra.

Los resultados de Colilert deben leerse después de 24 horas de
incubacion.

Sin embargo, si los resultados son ambiguos para el analista
segun la lectura inicial, incube hasta cuatro horas mas (pero no
supere las 28 horas en total) para permitir que el color y/o la
fluorescencia se intensifiquen.

Los positivos para coliformes totales y E. coli observados antes
de las 24 horas y los negativos observados después de las 28
horas también son validos.

Ademas, los laboratorios pueden incubar las muestras durante
un tiempo adicional (hasta 28 horas en total) para su
conveniencia.

6. ¢QUE TANTO APRENDISTE?

Realiza un informe del laboratorio incluyendo las preguntas
realizadas al principio, el procedimiento con fotos y/o figuras de este,
los resultados y sus analisis. Incluye fuentes bibliograficas
consultados el Standard Methods, y la pagina del fabricante.
Compara tus resultados con las normas colombianas.
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Crecimiento y conteo de microalgas

1. OBJETIVOS

a) Reconocerlaimportancia delas microalgas en los ecosistemas
acuaticos, como alternativa en el tratamiento de agua.

b) Cultivar microalgas presentes en las muestras de aguas
recolectadas de los cuerpos lénticos bajo condiciones de
laboratorio controladas.

c) Determinar el potencial de crecimiento de las microalgas
cultivadas a partir de técnicas de medicion de crecimiento
celular empleando el recuento celular mediante el uso de la
camara Neubauer.

2. FUNDAMENTO TEORICO

Los microorganismos fotosintéticos se agrupan en principio en dos
categorias: bacterias fotosintéticas y microalgas. El término
microalga se refiere a aquellos microorganismos que contienen
clorofila y otros pigmentos fotosintéticos, capaces de realizar
fotosintesis oxigénica. En este sentido las cianobacterias o algas
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verde-azules, las cuales son procariotas, son consideradas dentro del
grupo de las microalgas ocupando una posiciéon intermedia entre las
bacterias fotosintéticas y las algas eucariotas; las cianobacterias se
caracterizan por no poseer dentro de su estructura celular
bacterioclorofila, sino clorofila [1 y realizan fotosintesis oxigénica.

Las microalgas son organismos microscopicos fotosintéticos que
crecen en ambientes acuaticos salados o dulce en forma liquida o
solida (nieve o hielo), y su productividad o tasa de crecimiento se
debe principalmente a las condiciones determinadas por el pH, la
salinidad, los nutrientes, luz y temperatura, los cuales son esenciales
para el adecuado crecimientoy desarrollo.

Las microalgas son reconocidas como una de las formas de vida mas
antiguayla simple estructura celular que incorporan les ha permitido
adaptarse a condiciones ambientales variables, igualmente son los
productores primarios mas importantes en el ecosistema acuatico
ocupando un lugar prioritario en la cadena alimenticia. Las
microalgas procariotas (cianobacterias), fueron los protagonistas de
uno de los sucesos mas relevantes de los tiempos geologicos en la
historia de la Tierra mediante el Gran Evento de Oxidacion, lo que
conllevo a la aparicién de oxigeno en la atmosfera de la Tierra gracias
al tipo de metabolismo fotosintético que realizan.

Los procesos de crecimiento de las microalgas se pueden llevar a cabo
en el laboratorio siguiendo rigurosamente parametros de cultivo, en
los que se incluye la luz (intensidad, longitud de onda, fotoperiodo,
fotoinhibicion), temperatura, pH, salinidad, agitacion, tamafio de
inoculo y densidad de poblacion 6ptima, nutrientes (carbono
organico, nitrogeno), medios de cultivo, por ultimo, para evitar
contaminacion por presencia de algas indeseables, mohos,
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levaduras, hongos y bacterias se requiere de un estricto protocolo en
el cultivo de microalgas.

El creciente interés en los ultimos afios por la produccién de
microalgas se asocia con las distintas aplicaciones de caracter
investigativo que se pueden establecer con las microalgas, debido a
que estas producen sustancias beneficiosas durante el metabolismo,
los comiinmente llamados metabolitos, destacando la produccion de
proteinas, lipidos, carbohidratos, carotenoides o vitaminas para la
salud, alimentos, cosméticos, produccion de energia y son fuente
comercial de quimicos de alto valor como [1-caroteno, antoxantinay
extractos de alga.

Las aplicaciones relacionadas con las microalgas en la parte
ambiental se enuncia o distinguen varias como, en la nutricién
animal, principalmente en aves de corral, cerdos y rumiantes, en la
capacidad nutritiva dentro de la acuicultura; por otra parte, como
productos de interés generados a partir de las microalgas estan los
biofloculantes debido principalmente con la segregacion o
produccion de floculantes extracelulares capaces de sedimentar o
flocular particulas en suspensiéon, también las microalgas son
utilizadas como biofertilizantes para fijar nitrogeno, produccién de
biocombustibles y en el tratamiento de aguas residuales, puesto que
poseen capacidad fitorremediadora.

3. ¢QUE DEBES SABER ANTES DE EMPEZAR?

a. ¢Qué funcion cumplen las microalgas en el tratamiento de
aguasresiduales?

b. Mencione y explique brevemente por qué elementos
indeseables pueden crecer en los cultivos de microalgas.
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c. ¢De qué manera se hace el control microbiolégico para la no
aparicion de microorganismos diferentes a las microalgas?

d. De acuerdo con las aplicaciones con las cuales se pueden
asociar las microalgas, describa una de esas aplicaciones
destacando la importancia de la especie de microalgas
mencionada con en la aplicacion.

4. ¢QUE VAMOS A NECESITAR?

Material por subgrupo de laboratorio

+ 1lgoteroo pipeta Pasteur

« 3laminas

« 3laminillas

« 1microscopio optico

« lmicropipeta

« 1lcamaraNeubauer
 lagitador magnético

« 1matrazo Erlenmeyer de 250 ml 0 500 ml
« lespatula

 1tubo centrifugafalcon 50 ml

« 1manguera de plastico flexible
« Materiales de uso general
 Centrifuga

» Aguadestilada (1L)

+ Aceitedeinmersion

« Hojasdepapel arroz

+ Alcohol

« Etanolal 70%
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« Caldo nutritivo (nitréogeno, fosforo, potasio, magnesio,
manganeso, zinc, boro, molibdeno, hierro y cobre).

o NaOH (hidroxido de sodio).

« Ampicilina1g/L

« Agari15g/L

« Papel aluminio

« Lampara

5. PROCEDIMIENTO

Recoleccion dela muestra de agua (cuerpo léntico)

a. Muestra de agua: mediante el uso de frascos estériles de 100
ml, o botellas de agua de marcas reconocidas selladas de 600
ml, se recolectan muestras de agua (aproximadamente 500
ml) de cuerpos lénticos visualizando que la coloracion sea de
color verdoso oscuro indicando la posible presencia de
microalgas.

b. Lamuestrade agua depositada dentro del recipiente tiene que
quedar con un borde libre, es decir, no se debe llenar
completamente; se sella herméticamente y se deja en un lugar
enel cualnolelleguelaluzdirecta del sol; no refrigerar.

Observacion muestra de agua en el microscopio

En el microscopio 6ptico se hace el montaje para visualizar a un
objetivo de 40X una gota de agua de la muestra recolectada, para
identificar y verificar la presencia de microalgas. Posterior de realizar
la verificacion se procede a centrifugar una cantidad de 50 ml de la
muestra recolectada siendo depositada en un tubo falcon y se emplea
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la centrifuga durante 15 minutos a 4600 g. Después, se descarta el
sobrenadante generado; el pellet o sedimentado obtenido se
resuspende en un volumen de aproximadamente 1 ml del medio de
cultivo preparado.

Medio de cultivo

Para realizar el cultivo de microalgas se requiere preparar un medio
de cultivo liquido con ciertas caracteristicas de composicién y
concentracion, estas son expuestas en la tabla que aparece a
continuacion.

Tabla 1.
Caracteristicas del medio de cultivo para crecimiento de microalgas.

Componente Concentracion final

Fertilizante liquido 0.47% (V/V)
Agar 15 g/L
Agua destilada 1L

A manera de recomendacion, el fertilizante a utilizar debe contener
los nutrientes necesarios para el crecimiento de las microalgas cuyo
contenido sea nitrégeno, fésforo, potasio, magnesio, manganeso,
zinc, boro, molibdeno, hierroy cobre.

Para realizar el procedimiento respectivo en la obtencion del medio
de cultivo, en primera instancia, se emplea un balén aforado
depositando una cantidad de 1000 ml de agua destilada y se anade el
fertilizante liquido a una concentracién de 0.47% (V/V), luego se
procede a medir el pH de la mezcla realizada anteriormente con el
proposito de que el pH este en un rango de 8, si es necesario para
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ajustar el pH se emplea el reactivo NaOH a 0.5 Molar, por ultimo, se
esteriliza el preparado a una temperatura de 121 °C durante 15
minutos.

En seguida se procede a servir una cantidad de 150 ml del medio de
cultivo preparado en el baléon aforado en un Erlenmeyer con
capacidad de 250 ml, a este se le agrega 1 g/L. de ampicilina
(previamente filtrada).

Biorreactores a escalamatraz

Para el armado de los biorreactores se emplean Erlenmeyer de 250
ml, los cuales se tiene que esterilizar en flujo laminar y se hace el
lavado de la superficie de este con etanol al 70% durante 15 minutos,
si es posible utilizar ultravioleta para que el proceso de esterilizado
sea el adecuado, asimismo mediante el uso de mangueras de plastico
flexibles se hace indispensable antes de usarlas lavar las mangueras
con etanol al 70%, después de ello se realiza un segundo lavado de las
mangueras con agua destilada o estéril, por cada biorreactor se utiliza
una manguera, si no se cuenta con manguera y bomba de pecera 1.4
L/min, se recurre a usar la agitacion en shaker a 140 rpm. El
biorreactor adecuado correctamente se procede a inocular con un
mililitro (1 ml) de cada una de las muestras resuspendidas descritas
anteriormente en el medio de cultivo, dejando crecer los cultivos en
fotoperiodo de 24 horas a una temperatura de 24 a 26 °C. Por ultimo,
se procede a sellar los reactores (Erlenmeyer) con algodon y cinta.
Finalmente, se realiza el seguimiento de los cultivos mediante la
medicion de la densidad de poblacién de las microalgas, para
establecer tiempos en el factor de productividad y llevar a cabo la
realimentacion de los reactores que garanticen nutrientes y el
desarrollo de las microalgas, esto se realiza a partir de la generacién
deuna curva de crecimiento del cultivo.
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Densidad dela poblaciéon de microalgas

Para la cuantificacién de las microalgas se hace indispensable
determinar el potencial de crecimiento empleando algunas o todas de
las siguientes técnicas involucrando procedimientos para obtener o
determinar la medicién o cantidad de microalgas presentes en cada

biorreactor.

Tabla 2.

Técnicas para determinar la densidad de poblacién
en el crecimiento de las microalgas.

Densidad 6ptica

Volumen celular

Microscopia directa

Mediante la utilizacién
de un
espectrofotémetro se
determina la
concentracion celular
de la muestra a una
transmitancia de 600
nm.

Por centrifugacion, se
obtiene un paquete o
pastilla celular (pellet)
que puede ser medido
mediante pesado y es
determinado en
unidades de peso
volumen (W/V),
generando la cantidad
de biomasa en peso
hiimedo o peso seco.

En el microscopio
optico observar la
muestra con cantidad
de 100 microlitros, los
cuales son depositados
en la laminar y cubierto
por la laminilla, la
muestra se observa a un
aumento de 40Xy
100X.
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Hematocitometro o Camara de Neubauer

Mediante una micropipeta se toma una muestra de 100 microlitros y
se desliza en la caAmara que previamente tiene adherido lalaminilla, se
deja pasar 5 minutos para que la muestra se estabilice; se hace
necesario una dilucion de la muestra si este se encuentra muy
concentrada. Posteriormente se hace el conteo celular de cada una de
las secciones que posee la camara Neubauer, es decir, se establece el
numero promedio de microalgas (N.P) presentes en la muestra
analizada (los 100 microlitros).

Siserealiz6 dilucidn, calcular el factor de dilucion:

m *
F.D = !
m

m = muestra problema (ml)
f=agua utilizada para diluir (ml)

La profundidad del hematocimetro (P.H) depende de la cimara
Neubauer.

Todo calculo empleando la camara se multiplica por 1000 para
convertiren ml.

Elntimero de microalgas en la muestra problema es de:

#Células = F.D « P.H « 1000 + N.P

F.D = Factor de dilucién
P.H = Profundidad del hematocimetro
N.P = Numero promedio de microalgas

Nota: la formula empelada para el conteo de aquellas muestras en las
cuales no se hizo dilucién es:

#Células = P.H « 1000« N. P
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6. ¢QUE TANTO APRENDISTE?

a) Diligencia la siguiente tabla anotando detalladamente lo
ejecutado en el laboratorio para el procedimiento realizado
sobre cultivo de microalgas (anexar dibujos o fotos de lo
observado en el microscopio).

Tabla 3.
Resultados cultivo microalgas.

Datos importantes Descripcion

Fecha de recoleccion muestra

Fecha de observacion

Fecha de cuantificacion

Medio de cultivo empleado

Tipo de muestra

Temperatura de crecimiento

Tiempo de crecimiento

Tabla 4.
Caracterizacion microalgas.

Nombre cientifico (1) | Nombre cientifico (2)

Foto microscopia

Descripcion morfoldgica

Nutrientes esenciales

Funcién

Metabolitos generados
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Tabla 5.
Conteo microalgas

Técnica de Densidad Microscopia Camara
conteo Optica Neubauer
Conteo 1 Fecha: Fecha: Fecha:
Valor: Valor: Valor:
Conteo 2 Fecha: Fecha: Fecha:
Valor: Valor: Valor:
Conteo 3 Fecha: Fecha: Fecha:
Valor: Valor: Valor:

b) Realizar dos graficas de la curva de crecimiento de las
microalgas en relacion con el nimero de microalgas versos el
tiempo, estas son generadas a partir de la seleccién de dos
técnicas empleadas en la determinaciéon de la densidad de
poblacién delas microalgas.
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Aislamiento de E Coli

1. OBJETIVOS

a) Reconocer las principales caracteristicas de las bacterias de la
especie Eschericia Coli, y su importancia desde el enfoque
sanitarioy ambiental.

b) Cultivar bacterias E Coli presentes en distintos tipos de
muestra bajo condiciones de laboratorio controladas.

c) Determinar la forma de comprobarla presencia de E Coli en un
cultivo, y su aislamiento efectivo.

2. FUNDAMENTO TEORICO

La Escherichia Coli es una bacteria gran negativa, facultativa
anaerobica, en forma de bacilo, del género Escherichia. Se encuentra
comunmente en el intestino bajo de los mamiferos de sangre caliente,
y es predominante en la flora intestinal de los seres humanos. Su
nombre Coli se debe a que ciertas cepas de la E Coli causan
enfermedades del tracto gastrointestinal. Esta presente en el
intestino grueso, pero en otros partes del cuerpo puede causar
infecciones que pueden darse en el tracto urinario, como meningitis y
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como enfermedades diarreicas. Otras cepas de E Coli causan
enfermedades en partes distintas al tracto gastrointestinal. Estas
bacterias se transmiten via fecal-oral, en alimentos, agua, animales y
el medio ambiente y generan una alta morbilidad y mortalidad a nivel
mundial (Lupindu, 2017).

La E Coli puede aislarse en general de muestras clinicas o de heces, en
medios generales o selectivos, mediante incubacion a 37°C en
condiciones anaerobicas. En heces fecales generalmente se aisla en
agar MacConkey o agar de eosina azul de metileno, los cuales
permiten el crecimiento selectivo de microrganismos entéricos.
Estos agares contienen violeta de cristal y sales biliares que inhiben el
crecimiento de organismos Gram positivos, y permiten que los Gram
negativos crezcan basados en su facilidad para fermentar lactosa
para producir sulfuro de hidrégeno. Las E Coli, que fermentan la
lactosa en ese agar, aparecen en colonias secas, con forma de dona y
de color rosa oscuro. En pruebas clinicas, las cepas de E Coli se toman
de estas placas con agar donde visualmente se presume que hay
presencia de este microorganismo y se les realizan anélisis
adicionales basados en reacciones bioquimicas. Solo el 90% de las
cepas de E Coli son positivas a la lactosa; el 10% restante de las cepas
que causan diarrea son negativas alalactosa (Nataro & Kaper, 1998).

3. ¢QUE DEBES SABER ANTES DE EMPEZAR?

a. ¢Quéimportanciatienen las bacterias de la especie Escherichia
Coliparalasalud humana?

b. Explique brevemente de qué manera actian estas bacterias en
el cuerpo humano para generar enfermedades.
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c. Escriba la reaccion que llevan a cabo las E Coli para

metabolizarlalactosa, y expliquela

d. Busque fotografias de las colonias de E Coli, y de las bacterias

en si bajo distintas técnicas microscopicas, describalas y
explique como se lograron dichas imagenes.

4. ¢QUE VAMOS A NECESITAR

Material por subgrupo de laboratorio

1gotero o pipeta Pasteur
1micropipeta

1agitador magnético

2 matraz o Erlenmeyer de 50 ml
lespatula

Solucién salina (100 ml)

Caldo nutritivo (150 ml)

4 cajas de Petri con agar Mc Conkey

Muestras de heces fecales, suelo y aguas presumiblemente
contaminadas con E Coli

Vidrio dereloj

Material de uso general

Incubadora
Balanza

Contador de colonias
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5. PROCEDIMIENTO

Coleccion dela muestra:

Los microrganismos de la especie E coli usualmente pasan del tracto
gastrointestinal al ambiente por medio de heces de los animales. Por
estarazon se pueden usar heces frescas de humanos o animales como
fuente de estas. En el caso de utilizar muestras de suelo
presumiblemente contaminado con E Coli, se deben tomarse las
muestras a 2-5 cm de la superficie. Adicionalmente se pueden tomar
muestras de agua, de alimentos, superficies, etc.

La muestra debe usarse en menos de 24 h después de ser colectada.
Debe refrigerarse por debajo del 10°C, sin congelarse, con lo que
pueden tenerse buenos resultados hasta 48 h después de haberlas
colectado.

Lleva estas muestras el dia de la practica, siguiendo los consejos
dados sobre su coleccion y refrigeracion. Los elementos de
recoleccion y contendores deben ser estériles, y debe evitarse la
contaminacién delas muestras.

Para la siembra y crecimiento se debe utilizar el agar MacConkey, el
cual es selectivo para E Coli, de acuerdo con lo explicado en las
secciones anteriores.

Los pasos parala siembra son los siguientes:

a) Se debe hacer una solucién o suspension de la muestra a la
concentracion deseada (por ejemplo 5%, 10, 20%) en solucion
salina o buffer normal. Se pueden preparar disoluciones de 50
ml paralas muestras de suelo y heces fecales.
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b) Estas soluciones pueden enriquecerse incubando una
disolucién de estas 24h a 37°C en un caldo no diferencial como
caldo nutritivo. El tiempo de generacion de la E Coli es 17-18
min, por lo que en 24 h habréa tenido 80 generaciones de
células.

¢) Estasolucion enriquecida se siembra en cajas de Petri con agar
MC Conkey seguido de incubacion a18-24 ha 37°C

d) Se debe dejar una caja de control sin sembrar, y al final de la
incubacion se verifica como se realizo el proceso, de acuerdo
conlos resultados obtenidos en todas las cajas.

Interpretacion de resultados

Una vez incubadas las muestras, si existe presencia de E coli, debe
evidenciarse la presencia de colonias rosadas, con forma redonda o
de anillo, de tamafio medio. Verifique que sus colonias sean de esa
forma, que no se vean colonias diferentes, y cuente el niimero de
colonias obtenido para cada muestra de heces, suelo y agua. Una vez
verificado su presencia, y que no estan contaminadas de forma visual,
sellar en un empaque para no contaminar otras muestras, y refrigerar
a 4° C para ser utilizadas en otras practicas. Pueden realizarse
pruebas adicionales sencillas como la tincion de gran para verificar
que sean gran negativas, laforma, etc. delas bacterias.

6. ¢QUE TANTO APRENDISTE?

Haz un informe en el que analices los resultados obtenidos.
¢Comprobaste en el laboratorio el metabolismo de la Escherichia Coli
que le permite ser aislada por el método realizado? Calcula el nimero
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de colonias generada por gramo o ml de muestra inicial de acuerdo
con las diluciones realizadas.

Busca otro método de aislamiento de una bacteria, hongo o levadura
que sea de interés ambiental, y describelo brevemente. ¢El proceso se
basa en su metabolismo? ¢Qué diferencia a esa especie de otras y que
le permite ser aislada de esa manera?

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
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Curvas de crecimiento bacteriano

1. OBJETIVOS

a) Reconocer las principales caracteristicas de las curvas de
crecimiento bacteriano, sus etapasylas razones de estas.

b) Hacer una curva de crecimiento de forma adecuada, teniendo
en cuenta la variabilidad aleatoria y los controles
experimentales para su adecuada realizacion

¢) Determinar la curva de crecimiento de una especia de bacteria
aislada, calcular su tiempo de generacion medio, y compararlo
conlosvalores encontrados en la literatura

2. FUNDAMENTO TEORICO

En un sistema cerrado, el crecimiento de una bacteria sigue unas
fases definidas en las que los nutrientes se vuelven limitantes o
aparecen productos toxicos de su metabolismo que impiden su
reproduccion. Estas son la fase de latencia, la fase exponencial, l1a fase
estacionaria y la fase de muerte. En la fase de latencia el crecimiento
delapoblacion eslento o nulo debido a la adaptacion fisiologica de las
células a las condiciones del cultivo. En la fase exponencial, se da una
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tasa de crecimiento Optima en la que las células se duplican a
intervalos llamados tiempo de generacion media. En la fase
estacionaria la tasa de crecimiento y muerte estan en equilibrio
dando como resultado un nimero total de células constante. En la
fase de muerte, la tasa de muerte de las células es mayor a la tasa de
crecimiento dando como resultado una pérdida del namero total de
células (Pepper et al., 2005). Conocer estas fases, la forma de contar
los microrganismos, y de realizar las curvas de crecimiento sera de
gran ayuda en la comprension y control de procesos microbioldgicos
relacionados con el manejo medioambiental.

3. ¢QUE DEBES SABER ANTES DE EMPEZAR?

a. ¢Qué es el tiempo de generacion medio de un
microorganismo? ¢Como se calcula? ¢Qué utilidad tiene
conocer su valor?

b. Busca una aplicacion en la cual se utilicen los conceptos de
velocidad de crecimiento de los microrganismos o su tiempo de
generacion medio, y explica para que se utiliza.

c. Investiga sobre el metabolismo, condiciones de cultivo y curvas
de crecimiento de la E Coli, y haz un resumen de dichas
condiciones.

4. QUE VAMOS A NECESITAR

Material por subgrupo de laboratorio

« Cultivodebacteria aislada (preferiblemente E Coli)
+ Erlenmeyerde 100 ml
« Caldonutritivo (300 ml)
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« Agitador magnético

» 8tubosdeensayo contapa

+ 32tubosde ensayo (minimo)

32 cajas de Petri con agar nutritivo para E Coli o bacterias gran
negativas

+ lasamicrobiologicaenformadeL

¢ Micropipeta

« Solucion salina estéril (paralas diluciones)

Material de uso general

« Incubadoracon agitaciéon

Refrigerador

Caja con hielo
Camara estéril

Mechero Bunsen

Cuenta colonias

5. PROCEDIMIENTO

El dia anterior a la practica:

 Inocularun frasco con 50 ml de caldo nutritivo con una bacteria
aislada previamente. Incubar a 27°C, durante lanoche

Durante la practica (Dia 1):

« Utilice 100 pl de este cultivo para inocular 250 ml de caldo
nutritivo. Mezcle, remueva 5 ml y refrigérelos inmediatamente.
Esto corresponde al t=0 (Para E Coli podria tener
aproximadamente 5x10° UFC/ml)
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« Coloque el frasco grande en una incubadora con agitacion a
37°C. Saque alicuotas de 5 ml cada hora hasta las 8 horas (Ver
Tabla 1). Guarde cada alicuota a 4°C (Estas son las muestras de
t,hastat,)

Durante la practica (Dia 2):
Diluciones:

Retire los cultivos del refrigerador y coloquelos en hielo para
transportarlos al laboratorio. Manténgalos de esa manera hasta
que sean utilizados

Coloca una serie de tubos necesarios para hacer diluciones de 10™
hasta 10® (las que correspondan segtin la tabla 1, para E Coli) de
cadauno de estos cultivos (t, hastat,).

. Las diluciones se hacen de la siguiente manera: Por ejemplo, para
dilucién 10", afiade 100 pl del cultivo T, a un tubo que contenga
900 pl de fluido de diluciéon (solucion salina estéril) (Tubo A).
Colbcalo en el vortex durante 5 segundos para mezclar bien. Haz
lo mismo afiadiendo 100 pl del tubo A al tubo B que contienen a su
vez 900 pl de fluido de dilucién. Esto nos da como resultado una
dilucién 10™.

. Haz lo mismo de forma consecutiva hasta tener las diluciones
necesarias para cada muestra (10*,10™,10*10®) de acuerdo con la
tabla 1. Haz los calculos necesarios para hacer las diluciones de la
forma més rapiday optima posible para cada tiempo de reaccion.

Siembra:

. Se deben sembrar las diluciones de acuerdo a la tabla 1,
recomendado para cultivos de E Coli (por triplicado si se quiere
obtener una mayor precision y menor posibilidad de error):
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Tabla 1.
Diluciones para siembra

Cultivo | Diluciones para siembra
T, 10" 10° 10°
T, 10" 10 10°
1L 10* 10° 10"
T, 10° 10" 10°
T, 10* 10° 10°
T, 10° 10° 10”7
T, 10° 10”7 10°
T, 10° 10° 107
T, 10" 10° 10°

1. Marcar las cajas de Petri con la dilucién y el volumen a afiadir en
cadauna,yeltiempo (T, T,, ... T,)

2. Pipetear 100pl de cada una de las 3 diluciones a ser sembradas,
colocandolas en el centro dela caja

3. Se debe esterilizar el asa entre siembra y siembra, y esparcir la
alicuotausando un asa enformade L.

Incubacion

1. Una vez se han secado las placas por unos minutos, se invierten y
se ponen aincubara 37°C durante lanoche

2. Después deesto, colocarlas cajas en el refrigerador
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Durante la practica (Dia 3):

Lectura

1. Revisar las cajas para ver la uniformidad de las colonias y la

ausencia de contaminacion
2. Para cada cultivo (T, a T,) cuente las placas en triplicado que

tengan entre 30 y 300 colonias

6. ¢cQUE TANTO APRENDISTE?

a) Calcula el namero de colonias por ml del cultivo original para
los cultivos de T, a T,. Por ejemplo, para una caja de dilucién
10 que tiene 30 colonias, se utiliza la siguiente ecuacion:

30x10~%
0,1

Numero de colonias por ml =

b) Graficar Log,, CFU/mlvs Tiempo

¢) A partir de la gréfica, identifica la fase de crecimiento
exponencial, y usando dos puntos en ella, calcula el tiempo de
generacion medio
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Método Mc Farland

1. OBJETIVOS

a) Conocer el método de Mc Farland para el conteo de
microrganismos

b) Hacer los estandares del método de Mc Farland y medir su
turbidezy absorbancia

c) Determinar las curvas de calibracion de los métodos y
compararlas con lo especificado en la literatura, asi como con
concentraciones de microorganismos conocidas de practicas
previas, y concluir sobre la utilidad e interferencias del método

2. FUNDAMENTO TEORICO

Los estandares de McFarland se usan cominmente para determinar
el nimero aproximado de bacterias en una suspension liquida o
cultivo en caldo de la célula bacteriana al comparar su turbidez de la
suspension con la del estandar de McFarland (Dalynn Biologicals,
2014)
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Historicamente un patréon de McFarland es una soluciéon quimica de
distintas proporciones de cloruro de bario al 1 % (BaCl,) y acido
sulfarico al 1 % (H,SO,). La reaccién entre estos dos productos
quimicos da como resultado la solucion turbia que se debe a la
produccién de sulfato de bario (BaSO,). Estas soluciones con
distintas concentraciones se utilizan para estandarizar las soluciones
de cultivos microbianos. En la actualidad se utilizan también
microparticulas uniformes de poliestireno que tienen una vida util
mas larga y sus absorbancias son similares a las de los estandares de
sulfato de bario. Este método fue disefiado para estimar
concentraciones de la bacteria Escherichia Coli. Aunque puede
usarse para otros tipos de bacterias, estos estandares pueden no dar
resultados tan exactos, ya que tienen distinta forma y tamafio a la E
Coli por lo que pueden interferir el paso de la luz de forma diferente y
darvalores distintos de turbidez (Zapata & Ramirez-Arcos, 2015).

Cuando la solucion es homogénea y la concentracion exacta, la
turbidez de un estandar de McFarland es visualmente comparable a
una suspensiéon bacteriana de caldo de cultivo de la E Coli, y la
concentracion aproximada de bacterias en suspensién se puede
determinar como se describe a continuacion (Leber, 2016).
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Tabla 1.
Concentracion aproximada de bacterias en suspension.

Standard 1% BaCl; (en 1% H, SO4 (en Densidad de células

McFarland ml) ml) por ml aproximada

(CFU) / ml
0.5 0.05 9.95 1.5x 108
1.0 0.1 9.9 3.0x 108
2.0 0.2 9.8 6.0 x 10°
3.0 0.3 9.7 9.0 x 108
4.0 0.4 9.6 1.2x10°
5.0 0.5 9.5 1.5x 10°
6.0 0.6 9.4 1.8 x 10°
7.0 0.7 9.3 2.1x10°
8.0 0.8 9.2 2.4x10°
9.0 0.9 9.1 2.7 x 10°
10.0 1.0 9.0 3.0x10°

3. ¢QUE DEBES SABER ANTES DE EMPEZAR?

a) Describe las posibles interferencias y errores del método de
McFarland

b) Define en que consiste la turbidezy su principio de mediciéon

¢) ¢Qué es la absorbancia y la transmitancia? ¢Con qué equipo se
mide?
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4. ¢QUE VAMOS A NECESITAR?

Material por subgrupo de laboratorio

« lmicropipeta

« 10tubosdeensayo

 Acido sulftirico

+ Clorurodebario

« 1Erlenmeyer

» Aguadestilada odesionizada
« lespatula

Material de uso general

« Balanza
e Turbidimetro
» Espectrofotometro VIS

5. PROCEDIMIENTO

Preparacion y medicion del Estandar McFarland

Prepare una solucion de cloruro de bario (BaCl,) al 1 % mezclando 1
gramo de cloruro de bario anhidro (BaCl,) en 100 ml de solucion.

De la misma manera, prepare una solucion de acido sulfarico (H,SO,)
al 1% mezclando 1 ml de H,SO, concentrado en 99 ml de agua
destilada.

Ahora, mezcle el cloruro de bario al 1% (BaCl,) y el acido sulftrico al
1% (H,SO,) en una proporcién adecuada segin la concentraciéon
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requerida. Por ejemplo, la solucién 0,5 McFarland se prepara
mezclando 0,05 ml (o 50 ul) de BaCl, en 9,95 ml de una soluciéon de
H,SO, al 1%. Mezcle bien las soluciones preparadas para formar una
suspension turbia.

Haga las soluciones de la tabla 1 con la proporcion de soluciones de
BaCl, y H,SO, para la preparacion del estdndar de McFarland en
varias concentraciones, y mida la turbidez de cada una de ellas.
Registre sus resultados.

Haz un barrido de absorbancia para la solucién mas concentrada, y
determina lalongitud de onda ala cual hay un pico mayor, luego mide
la absorbancia delas distintas soluciones. Registra tus resultados.

6. ¢QUE TANTO APRENDISTE?

a) Haz una gréafica de concentracion vs turbidez con la mayor
cantidad de datos que tengas. Puedes usar los de otros grupos,
para mirar la exactitud y posibles errores experimentales.
¢Qué conclusiones puedes sacar?

b) Hazuna grafica de concentracion vs absorbancia con la mayor
cantidad de datos que tengas. Puedes usar los de otros grupos,
para mirar la exactitud y posibles errores experimentales.
Compara los resultados obtenidos con los de turbidez. ¢Qué
conclusiones puedes sacar?

¢) Haz una grafica de turbidez vs No de bacterias con los datos
obtenidos en el laboratorio de curvas de crecimiento, y
comparalos con los de la tabla 1 de la escala de Mc Farland.
¢Qué concluyes?

d) Describe una posible aplicacién de este método a un
experimento o proyectos relacionado con la ingenieria
ambiental. Describelo de forma corta pero muy precisa. Y la
forma como usarias este método enla misma.
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