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TECNICAS DE MUESTREO Y AISLAMIENTO
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Muestreo. Conceptos de probabilidad y muestreo. Poblacion y muestra de poblacion. Eleccion de
unidades de muestra. Programa y planes de muestreo apropiados, distribucion, probabilidad, riesgos,

| atributo y variables. Concepto de lote y de muestra representativa. Eleccion de un programa def
+  |muestreo segun el objetivo. Manipulacion de microorganismos en el laboratorio. Siembra del,
}_.',-,;1 microorganismos. Condiciones de incubacion. Técnicas de aislamiento, recuperacion y concentracion r‘[
;{ de microorganismos de superficies, alimentos y aire. Aislamiento de cultivos puros. Filtracion.

Deteccion de microorganismos no cultivables. Preservacion de cultivos. Microscopia optica.
g Preparacion y tincion de las muestras. Microscopia confocal. Microscopia de fluorescencia.
M Microscopia electrénica de transmisién y de barrido.




MUESTREO

Proceso de seleccionar una muestra

Porcion de material tomada y seleccionada de tal forma que sea representativa de un lote, poblacidn, lugar,
zona, condiciones, etc., asumiendo un error mesurable y determinado.

*» Asegurar que la muestra posea las caracteristicas esenciales del lote, poblacidn lugar, zona, condiciones, etc.
** Que sea lo suficientemente grande para poder llevar acabo todas las determinaciones.

En BIOLOGIA - Conjunto de individuos de una poblacidn

Proposito ‘ Estudiarlos y poder caracterizar el total de la poblacion



CONSIDERACIONES

Distribucion HETEROGENEA de los microorganismos en el ambiente, alimentos, otros organismos vivos
(plantas, animales), etc.

Es necesario que la toma de muestras sea lo mas REPRESENTATIVA posible de la POBLACION que se desea
estudiar.



MATERIAL, REACTIVOS Y EQUIPO DE MUESTREO E

v Frascos estériles de boca ancha con tapa de rosca o bolsas estériles con cierre hermético de tamafio acorde
con la cantidad de muestra deseada.

Cucharones, espatulas, cuchillos, pinzas (acero inoxidable o de cualquier otro material que no provoque
cambios que puedan afectar los resultados).

Termdmetro.

Bolsas de polietileno estériles de varias medidas.

Papel aluminio.

Etiquetas autoadheribles

Marcadores indelebles.

Algoddn.

Fésforos o encendedores.

Etanol o isopropanol al 70%.

Bolsas refrigerantes o bolsas con hielo cerradas.

Guardapolvo, cubrebocas, barbijo, protector ocular, cofia y guantes estériles.
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PASOS GENERALES

Muestreo: Extraer una muestra de la poblacion a estudiar.
Eleccion de la técnica analitica.

Medir el/los parametro/s.

Interpretacion de los resultados analiticos.

Proyectar en la poblacion el resultado observado en la muestra.
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RECOLECCION DE LAS MUESTRAS

de vidrio, envases o bolsas de plastico esterilizable, envases metalicos, etc.).

+»» Transportar las muestras de manera estéril hasta el laboratorio para evitar contaminacion del ambiente.

** Lo mas correcto seria procesar las muestras en el punto donde son recolectadas, pero pocos grupos de
investigacion cuentan con laboratorios madviles para llevar a cabo esto.

+* Rotular o etiquetar consignando toda la informacidon necesaria: Nombre de la persona que ha tomado la
muestra, fecha, lugar y hora.
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MUESTRAS DE SUELO

Tubos Falcon estériles de 15 o 50 mL para colocar las muestras.

Primero debemos seleccionar la profundidad de la muestra.

Si deseamos explorar un suelo superficial, con un utensilio estéril por ejemplo una pala pequeia, se toma
un poco de suelo de la superficie, este se depositara dentro del contenedor.

Si se requiere suelo mas profundo se debe tener un método para cavar sin alterar mucho el ecosistema
Los suelos contienen microorganismos diferentes a distinto nivéleles.

Solo se necesitan unos cuantos gramos de suelo que deben de ser transportados inmediatamente al
laboratorio para su recuento y aislamiento
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MUESTRAS DE RIZOSFERA

» Region del suelo cuya actividad bioldgica es influenciada por las raices de las plantas
» Es necesario obtener suelo que esté intimamente relacionado con las raices de las plantas

** Generalmente se tiene que extraer la planta completa e introducirla en un contenedor estéril de tamaio
adecuado para ser transportada hasta el laboratorio donde sera procesada.

** Debemos aprovechar en su totalidad a la muestra y recabar datos del contenido de microorganismos de la
regiones endofita (interior de la planta) y epifita

REGION EPIFITA
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* Muestreo de una porcion de la region aérea de la planta.
» Se enjuaga con agua destilada estéril y se agita vigorosamente para desprender a las
bacterias finamente adheridas a la superficie de la planta
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REGION ENDOFITA

* Primero hay que seleccionar la region de la planta que sea interesante de analizar.

*» Para el caso de plantas pequenas, generalmente se esteriliza la superficie de la planta mediante métodos
quimicos (hipoclorito de sodio al 6,5% por 20 min).

+* Una forma alternativa para realizar el esterilizado es con fuego, para ello se rocia la muestra con alcohol 96°
y se acerca una chispa (solo sirve para tallos de alto calibre y firmeza como la caiia de azucar).

s Después se enjuaga varias veces en agua destilada estéril y una vez que se ha lavado y no quedan rastros
de olor a cloro, la planta es separada en parte aérea y raiz bajo condiciones de esterilidad.

»* Microorganismos de otras regiones de la planta también se exploran: rizoplano, flores, frutos, semillas, etc.

y




La busqueda de microorganismos en agua es una practica
cotidiana, para el caso de agua para el consumo humano esta
debe cumplir con los parametros de salud establecidos.

Sin embargo, la determinacion del nimero de microorganismos
a partir de rios, lagunas, manantiales y otras fuentes naturales
nos puede dar una idea de la salud del planeta

El agua debe ser colectada en un contenedor estéril e inmediatamente debe
ser transportada al laboratorio, donde sera procesada para su recuento.




RECOLECCION DE MUESTRAS DE CLiNICAS

Son aquellas que se obtienen a partir de pacientes y alimentos

Se encuentran completamente reglamentadas y hay manuales y procedimientos para la toma correcta de ellas,
que aqui NO seran abordadas.

No estan disefiadas para un correcto recuento de microorganismos, pero si para el transporte y la busqueda de la
presencia de microorganismos asociados con la PATOGENICIDAD.
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¢Por qué muestrear?

¢Cual es la probabilidad de que el microorganismo aislado de un paciente sea el responsable de una enfermedad?
Si con frecuencia en los laboratorios clinicos no se realiza el recuento bacteriano de las especies de interés, écomo
podemos entonces atribuir que un proceso patogénico sea debido a un microorganismo aislado? si desconocemos
si el microorganismo es abundante respecto de otros en ese ambiente.
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TRANSPORTE DE MUESTRAS

** Transportar las muestras de productos perecederos o semi perecederos en
condiciones de refrigeracion (2 a 4°C).

** 0 en congelacidon (alimentos congelados).

** Nitrogeno liquido (para hacer extraccion de ADN).

¢ Evitar que el agua de deshielo alcance la tapa de los envases.

¢ Usar hielo contenido en bolsas de plastico o hielo seco

» Reducir tiempo entre recoleccion y entrega y analisis de la muestra.

» Las muestras liquidas deben estar homogéneas.

SE BUSCA EVITAR

» La multiplicacion de microorganismos que no deseamos.
» La inhibicion, inactivacion de algun microorganismo que deseamos analizar.

DETENER EL METABOLISMO 12



s* Es CASI IMPOSIBLE conocer el nimero total de microorganismos en una muestra usando métodos
tradicionales de cultivo, pues NO TODOS los microorganismos son capaces de crecer en el mismo medio y
ademas la mayoria de los microorganismos son NO CULTIVABLES.

** Los métodos microscopicos pueden aproximarse para conocer ese numero si se acoplan métodos de
marcaje molecular o si se usan METODOS MOLECULARES que amplifican genes claves usando la técnica de
PCR DE TIEMPO REAL o METAGENOMICA.

¢ Tienen el detalle de ser costosos.
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MANIPULACION DE MICROORGANISMOS EN EL LABORATORIO

J/
0’0

Equipos adecuados.

Reglas de conducta en el laboratorio adecuadas.

Medidas de proteccion general y personal adecuadas.
Profesionalidad, entrenamiento, experiencia y sentido comun

e

*

e

*

e

*

El manual de bioseguridad debe estar presente en el lugar de trabajo, y ser
entregado a los trabajadores, al inicio de su actividad con agentes bioldgicos.
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SELECCION CABINAS

PROTECCION NIVEL RIESGO

PERSONAL PRODUCTO AMBIENTE
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AGENTES BIOLOGICO RIESGO DE

DEL GRUPO DE RIESGO INFECCIOSO PROPAGACION TRA:AF(I\?I::IIEII-\I’:')SSE::)ICAZ
RIESGO A LA COMUNIDAD

Poco probable que Bacillus Subtilis,

1 cause No Innecesario Hepatitis canina, E.

enfermedad coli, varicela
Pueden causar una Hepatitis B, hepatitis
enferrrle(-:lad y Poco Posible C, gripe,
2 constituir un enfermedad de
Probable generalmente

peligro para los Lyme, salmonelas,
trabajadores VIH, SARS-CoV-2.

Antrax (carbunco),
EEB, paperas, virus
del Nilo Occidental,

Puede provocar una
enfermedad grave y
constituir un serio Posible

3 eliero Probable I - SARS, viruela,
Pells generaimente tuberculosis, tifus,
para los . .
. fiebre amarilla,
trabajadores

hanta, dengue.

Fiebre hemorragica
boliviana, fiebre

Provocan una

enfermedad . .
. . hemorragica
grave y constituyen No conocido ) -
4 . Elevado ) argentina, virus de
un serio en la actualidad .
. Marburgo, fiebre
peligro para los . .
. hemorragica del
trabajadores ‘
Ebola
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SIEMBRA DE MICROORGANISMOS
VACIADO Y EXTENDIDO EN PLACA

METODO DE EXTENSION EN PLACA
La muestra es extendida uniformemente sobre la superficie

0,1 mL de muestra sobre la superficie de la placa con agar del agar usando una espatula de Drigalski esteril

Colonias en

superficie NS

Resultados tipicos Incubacion 17



METODO DE BAJO SUPERFICIE

El medio estéril es agregado y mezclado con el inéculo

Colonias bajo la Colonias en
superficie superficie

Incubacion

Resultados tipicos
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AISLAMIENTO DE CULTIVOS PUROS

+* AISLAR es separar un tipo de microorganismo a partir de
una poblacion heterogénea.

** En la naturaleza, la mayoria de los microorganismos no se encuentran aislados, sino integrados en
poblaciones mixtas.

+*»* Para llevar a cabo el estudio de estos microorganismos y de sus propiedades, es necesario separarlos y
trabajar con especies aisladas, obteniendo cultivos AXENICOS o PUROS.

% Un cultivo AXENICO es aquel que contiene UN SOLO tipo de microorganismo y que procede generalmente de
una sola célula (todos los individuos tienen la misma composicidon genética) y su crecimiento origina en medio
solido, una masa de células facilmente visible que se llama COLONIA.

¢ Para obtener cultivos puros a partir de una poblacion microbiana mixta, se utilizan las denominadas técnicas
de AISLAMIENTO.

+* Al principio se utilizaron diluciones seriadas en medio liquido pero la presencia de contaminacion
(microorganismos no deseados), dificulté el aislamiento.

19
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AISLAMIENTO DE CULTIVOS PUROS

Koch introdujo los medios sélidos complementados con agar y las placas de Petri, permitiendo la separacidn fisica
de las colonias sobre la superficie del medio de cultivo o en el interior del mismo.

El aspecto de las colonias sirve para diferenciar distintas especies microbianas.

La fisiologia de los microorganismos en ambientes naturales puede ser diferente de la que presentan en
condiciones de cultivos puros.

El objetivo del aislamiento es obtener colonias bien separadas en medio solido de las que se conseguira un cultivo
PURO.

Las colonias se forman a partir de 1 sola UNIDAD FORMADORA DE COLONIAS (UFC).

Una vez obtenidos los cultivos puros se podran estudiar las caracteristicas macroscopicas, microscopicas,
fisiologicas, etc. de un microorganismo en particular.

Cuando el microorganismo que se desea aislar e identificar se encuentra en baja proporcion en la muestra, o
interesa 1 solo tipo de microorganismo, se lleva a cabo un ENRIQUECIMIENTO: procedimiento que involucra una
primera etapa de aumento del nimero de microorganismos del tipo que se desea aislar en relacion al resto de la
poblacidn. i
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NO TODOS los microorganismos presentes en las
muestras ambientales SON CULTIVABLES.

Esto es debido a dificultades intrinsecas en el cultivo
(microorganismos parasitos de otros), desconocimiento
de los requerimientos especificos de cultivo y la
existencia de grupos de microorganismos que deben
mantenerse en equilibrio para poder sobrevivir:
sintrofia).

Se estima que SOLO son cultivables el 1% de los
microorganismos del suelo y del 0,1-0,01 % de los
marinos.

Existen procedimientos de enriquecimiento del nimero
de bacterias de ambientes naturales para facilitar su
aislamiento, como la Columna de WINOGRADSKI que
crea un microcosmos para enriquecer el niumero de
ciertos tipos de microorganismos presentes en ambientes
naturales para facilitar su aislamiento.
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SIEMBRA

% Sembrar o inocular es introducir artificialmente una porcién de muestra (INOCULO) en un medio
adecuado, con el fin de iniciar un cultivo microbiano.

El asa se agarra del
man 2o comno 51
fuera un lapiz.

- La boca del | El tapén se

j'l e : Maneja con el Tods s
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SIEMBRA Y FORMAS PARA REALIZAR LA TRANSFERENCIA E

** Puede realizarse en medio liquido, solido o semisdlido.

» Se utilizan ansa, hilo, hisopo estéril o pipeta estéril.

% Se deben esterilizar en la llama (antes y después de realizada la siembra) hasta que todo el
filamento del ansa o el hilo se haya puesto al rojo vivo y enfriar.

Para transferir los microorganismos se recomienda:

a) Medio liquido a medio liquido: Pipeta Pasteur o graduada, ansa.

b) Medio liquido a medio sélido: Pipeta Pasteur o graduada, ansa, hisopo.
c) Medio sélido a medio sélido: Ansa o hilo.

d) Medio sélido a medio liquido: Ansa o hilo.

QL

Luego de sembrado, el medio de cultivo se incuba a una temperatura adecuada para el crecimiento



SIEMBRA EN PLACAS

** Puede ser en superficie (utilizando espatula de Drigalski, ansa o hisopo).
** O por mezcla, el inéculo con el medio de cultivo agarizado aun fundido, a temperatura de unos 45°C, se
mezclan y se vierte en la placa de Petri.

e

2

¢ Las placas se incuban invertidas, ya que la alta concentracion de agua en el medio puede provocar
condensacion durante la incubacion y si cae sobre la superficie del agar, se extiende dando un
crecimiento confluente.

+* En medio sélido cada célula viable dara origen a 1 colonia y por lo tanto la siembra en placas se puede
utilizar, no solo para cultivar microorganismos, sino ademas para contar y aislar.

*» En general cuando se quieren tener colonias aisladas a partir de un material determinado, es necesario
diluir la muestra en tubos con suero fisioldgico estéril o con el medio de cultivo.

24



A) METODOS GENERALES DE AISLAMIENTO

Por diseminacion en superficie (agotamiento de
ansa, depdsito y posterior quemado y dilucion)

1ml 1mil

inal
L Ul
utions I
-

METODO DE ESTRIAS Y POR DILUCION

9 ml broth
in each tube
1:10 H

B) METODOS ESPECIALES DE AISLAMIENTO

Por

v calentamiento,

v’ agregado de alcali o acido,

v por temperatura de incubacion,
v’ cambiosenelpHy

v’ presencia de sales o colorantes
Estos métodos sirven cuando

se desea aislar

un
microorganismo ¢que posea una caracteristica especial
(resistente al calor, acidos, alcalis, anaerobio, etc.)

1ml 1ml 1ml
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DILUCION

Dilution 0.1 ml plated Crus appsaring

/ AL
/
/ \
3 tube onto nutrient an agar plate

/
3\
/-‘\ number agar plate aftar incubation
SR Y = e
1 ml\ 3
——

1 0.1 ml
9 ml ———-
107!
dilution
1ml <
2 /
gm St

1072
dllution

1m<

10 8
dilulion

10 ¢
dilistion

| ’:i
1 ml<

10 %
dilution
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AISLAMIENTO Y RECUENTO DE MICROORGANISMOS MESOFILOS DEL SUELO

Diluciones decimales N=C . D! il

1 gr tierra
| 1 ml

N= n° de unidades formadoras de colonias.
C=n° de colonias por placa.

D= n° de dilucién (103, 104 6 10).

1= in6culo (0,2 ml).

5-nnnnnuﬂ

Incubar a 28°C en posicion invertida,
durante 4 dias.

Contar placas con 300-30 colonias

159 i7
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SEPARACION ENTRE LOS MICROORGANISMOS SEMBRADOS

i. Agotamiento de ansa: Se flamea el ansa, se enfria y después de rozar la siembra realizada previamente, se
realizan estrias sin recargar el ansa.

ii. Depdsito y posterior quemado: Se carga el ansa con la muestra y las estrias se extienden sobre un area
pequena de la superficie de la placa. Se retira el ansa, se quema a la llama, y luego de enfriarla en el interior
de la placa se hacen nuevas estrias por otra zona tocando ligeramente la muestra sembrada anteriormente.
Este proceso puede repetirse sucesivamente, flameando y enfriando el ansa al comienzo de las sucesivas
siembras en estria. Tras la incubacion, se observaran las colonias aisladas en alguna region de la placa
inoculada, donde se puede estudiar la morfologia colonial.

lii. Dilucidn previa en solucion fisiologica o medio de cultivo: Se toma la muestra para aislar y se la
resuspende en solucion fisioldgica o medio de cultivo, preparando luego diluciones seriadas decimales en
condiciones asépticas. Se toman las diluciones y se estria con ellas una placa para cada una. En la dilucion
adecuada se obtendran colonias aisladas.

iv. Extension en superficie con espatula de Drigalski: Aqui también pueden prepararse diluciones decimales.
Se deposita sobre la superficie de la placa una gota o 0,1 mL de una determinada diluciéon del cultivo de
microorganismos problema y se extiende con ayuda de la espatula, previamente esterilizada por flameado,
en todas las direcciones hasta que esté completamente seco.
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SIEMBRA POR AGOTAMIENTO DEL INOCULO

** En una muestra tomada de la naturaleza encontraremos diversos tipos de microorganismos mezclados.

*» Para poder caracterizar la actividad de cada uno de ellos debemos estudiar cultivos que contengan un unico tipo

de microorganismo (CULTIVO PURO).

Solamente con el sembrado en placa pueden obtenerse colonias aisladas.

El arte del sembrado solo se aprende a través de practicas diarias repetidas.

La técnica del agotamiento del indculo es una técnica de rutina para el aislamiento de bacterias en cultivos puros.

La placa de Petri debe contener un medio de cultivo, en el cual el microorganismo a ser aislado crezca

caracteristicamente.

*» El medio de cultivo debe estar bien seco, ya que si estuviera himedo, el agua de condensacion puede arrastrar las
bacterias sobre la superficie de la placa.

* Las placas de Petri deberan abrirse proximas al mechero Bunsen, para evitar la contaminacion con

microorganismos del aire.

J J J J
0’0 0’0 0.0 0.0

o0

L)

Prueben las formas posibles con una placa vacia antes de
elegir cudl es la que se adapta mejor a sus posibilidades.




SIEMBRA POR AGOTAMIENTO DEL INOCULO

~« Con un ansa al rojo vivo y enfriada cerca del mechero, se toma una muestra del cultivo y se coloca en un extremo de
la placa con medio agarizado.
+»* Tocar solamente la superficie del medio, tratar de no perforar el agar.
+* Flamear el ansa y, a partir del inéculo inicial, extender en angulos perpendiculares al indculo, realizando lineas de
sembrado paralelas entre si.
+* Flamear el ansa de nuevo, girar la placa y sembrar en angulo perpendicular a las lineas paralelas ya hechas.

@

Carga (1" estria)

\_\I:rimvm diseminacida ' Seg .:mlas. L’IVJZI‘];IL;{L:\‘H h{'“““"" dicaminsatsn
¢ 1 o H Y .
(2" estria) (3" estria) (4" estria)

» Una vez sembradas las placas, deben ser incubadas tapadas en posicion invertida.
» Las colonias aisladas deben aparecer al final del sembrado.
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Deposito y posterior quemado Extension con espatula de Drigalski

+*»* Tras el periodo de incubacion las colonias aparecen sobre la superficie, distribuidas uniformemente si la
siembra se ha realizado de forma correcta.

+»* Podran diferenciarse las colonias de acuerdo a su tamafio, forma, color, textura, etc.
+» Esta técnica de siembra, ademas de permitir el aislamiento de colonias, permite el recuento de
microorganismos viables en la muestra, si conocemos exactamente el volumen de muestra sembrado.
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POR MEZCLA

/
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» Se realizan diluciones seriadas de la muestra y se coloca en tubos estériles, por separado, el mismo volumen de
cada una.

** Luego se vierte en el tubo, medio de cultivo fundido y atemperado aproximadamente a 452C. El contenido se
homogeneiza por rotacion, y luego se lo vierte sobre la superficie de una placa de Petri.

+» Tras la homogeneizacion, se dejan enfriar las placas hasta que se solidifique el medio y posteriormente se incuban a
la temperatura adecuada (invertidas).

¢ Otra variacion de esta técnica consiste en depositar en una placa de Petri vacia un volumen conocido de muestra y
anadir el medio de cultivo fundido y atemperado, mezclando por rotacion suave de la placa.

+* De esta forma los microorganismos se distribuiran homogéneamente en el medio de cultivo, permitiendo el

desarrollo de colonias separadas por todo el agar.

. @ 2 Medio
= ] R

atemperado

Inéculo
calibrado

Homogeneizar



+¢ Las colonias aparecen distribuidas por toda la masa del agar.

** Aquellas que estan en la superficie tendran distintas caracteristicas, dependiendo del tipo microbiano,
mientras que las colonias que se desarrollan en el interior, bajo la superficie del agar, tienen forma
lenticular, aunque los microorganismos que formen las distintas colonias sean de distinto tipo.

¢ Por tanto, las colonias que aparecen en la profundidad del agar son siempre biconvexas y no se diferencian
unas de otras por su morfologia.

** Aungue con esta técnica se obtienen colonias aisladas, generalmente sélo se utiliza para determinar el
numero de microorganismos viables en una muestra, cuando éstos son anaerobios facultativos o
microaerofilos.
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METODOS ESPECIALES

¢ Se basan en las caracteristicas del microorganismo que se quiere aislar.
** Hay que tener en cuenta que puede haber distintos microorganismos que poseen idénticos
comportamientos frente a un mismo agente fisico o quimico.

i) Calentamiento: se utiliza para el aislamiento de microorganismos esporulados de los no esporulados. Se
calienta una suspension a 1002C durante 10 min. y 852C durante 15 o 30 min. Luego se siembra en medios
solidos.

ii) Agregado de dlcali o acido a la muestra: Para aislar microrganismos que los resisten de los que no.

iii) Variaciones de la temperatura de incubacidn: incubando a 2 temperaturas distintas.

iv) Cambios en el pH: Pocos microorganismos pueden crecer en medios con pH extremos.

v) Presencia de sales o colorantes: debido a la capacidad de distintos microorganismos de crecer o no en medios
con sales, sustratos, colorantes o antibioticos, se utilizan distintos medios de cultivo con el fin de lograr su
aislamiento.




SEMBRADO EN TUBO

** Tomando todas las precauciones de esterilidad, como el flameado de las bocas de
los tubos, ansas, etc., se introduce una ansada del material a ser sembrado en el
tubo.

» Dejar este material en la pared interna del tubo, o introducirlo en el liquido.

* Flamear la boca del tubo y recolocar el tapdn mezclar por rotacion para permitir

la mezcla completa del medio con el material sembrado.

+* El ansa debe ser flameada antes y después de cualquier operacion de sembrado.

** Debe ser calentada hasta su incandescencia y la parte inferior debe ser pasada

por la llama 2 a 3 veces.
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v" El material NO debe ser tomado con el ANSA CALIENTE; esta debe SER
ENFRIADA en la pared interna del tubo de ensayo.

v’ La posicién exacta para flamear el ansa es en angulo de 452, en relacién con la
mesa de trabajo.

v Debe utilizarse el cono interno de la llama del mechero Bunsen.
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** Siempre que se realicen siembras utilizando tubos de ensayo, se debe flamear la boca inmediatamente
después de quitar el tapon para sacar la muestra e inmediatamente antes de colocar el tapon para cerrar el
tubo.

+* El tapon nunca debe ser dejado sobre la mesada de trabajo; debe ser asegurado con el dedo meiique de la
mano que sostiene el ansa.




llama de un mechero (<15 cm).
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CULTIVO EN MEDIO SOLIDO

Tubos con agar inclinado

Previo a la siembra y con posterioridad a ésta pasar la boca del tubo (sin la tapa) por la llama del mechero
(flameado). Esta operacion genera corrientes de conveccidn que previenen que los contaminantes del aire
caigan dentro de los recipientes.

El calentamiento puede también matar los microorganismos que se encuentren en la boca de los recipientes.
Para realizar la siembra se puede utilizar el ansa, realizando un movimiento suave sobre la superficie del agar
en forma de zigzag, desde el fondo hasta la parte superior, cuidando de no dainar el agar.

Este tipo de siembra permite el cultivo de microorganismos aerobios o anaerobios facultativos y ademas se
utiliza para almacenar cultivos durante cortos periodos de tiempo a temperaturas de 42C, o para la
amplificacion de un indculo pequeno.
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Tuboconla Tubo con

muestra medio solo 1.- Esterilizar el asa de
siembra a la llama del
mechero

3.- Tomar muestra del
microorganismo con el asa,
flamear el tubo y tapar

4.- Tomar el tubo con
medio estéril, destapar y
flamear la boca

2.- Destapar el tubo con
microorganismo y flamear Ia
boca, sin soltar el tapén

5.- Introducir el asa con el
microorganismo hasta el
fondo y deslizar en zig-zag

7.- Esterilizar el asa de

6.- Flamear la boca del
tubo y tapar mechero

siembra a la llama del




CULTIVO EN MEDIO LiQUIDO

%+ Se realiza en tubos, frascos o erlenmeyers.

** Antes y después de realizada la siembra, se debe pasar la boca del recipiente (sin tapa) por la llama del mechero
(flameado).

* En los cultivos liquidos NO se forman colonias, por lo tanto, NO SIRVEN como técnica de AISLAMIENTO.

» La utilizacion de medios de cultivo liquidos permite la obtencion de una poblacion microbiana grande, con un

elevado niumero de microorganismos, para ser utilizados posteriormente.
+* En estos cultivos se examinara la existencia de enturbiamiento mas o menos intenso, la formacion de una pelicula
o velo sobre la superficie, la aparicion de sedimento en el fondo del tubo, etc.
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Esterilizar
el ansa
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Tomar el
material

D/&
retirar el 3

tapén /' O\

Sujetar el tubo
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Abrir el tubo
con medio liquido

Flamear

S

i

y

Mezclar por rotacion

Introducir
el ansa

y descargar
el material

Esterilizar
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Esterilizar
el ansa

SEMBRADO EN PLACA

;

Sujetar el tubo

retirar el wlhe
tapon
direita

Tomar el material
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Flamear

Abrir parcialmente la placa

Distribuir el material en la superficie,
sin perforar el agar

Cerrar la placa

ofs 0‘31
Esterilizar el ansa )
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CULTIVO EN MEDIO SEMISOLIDO

Tienen una proporcion menor de agar que los medios sélidos (0,75%).

El medio queda inoculado al introducir el hilo en profundidad, pero sin tocar el fondo del tubo, retirandolo
posteriormente por la misma trayectoria utilizada al realizar la picadura.

Aqui se podra comprobar si el microorganismo es movil si el crecimiento difunde alrededor de la zona donde
se hizo la picadura, detectandose turbidez.

Los microorganismos inmoviles creceran unicamente a lo largo de la picadura.

Una siembra con ansa o con un cierto movimiento de vaivén podria originar un patron de crecimiento que se
interpretaria erroneamente como movilidad.

Este tipo de siembra sirve también como otro método de conservacion de microorganismos anaerobios
facultativos.
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Muestra Medio (agar semisolido)



SIEMBRA'Y AISLAMIENTO DE ANAEROBIOS

Para aislar microorganismos anaerobios que mueren por el contacto con el O,, una vez que la muestra ingresa
al laboratorio debe ser procesada evitando su exposicion al O,.

Los medios de cultivo sélidos deben ser preparados inmediatamente antes de ser usados para evitar una
posterior difusion de O, al medio.

Por el mismo motivo, los medios liquidos deben ser regenerados por calentamiento a bano maria durante 10
min.

Los medios de cultivo que se utilizan contienen agentes reductores que convierten el O, en H,O (cisteina,
glutatidn, tioglicolato).

Algunos son tapados con agentes semisdlidos (una capa de vaselina-parafina o agar al 0,5%) para evitar el
acceso del aire.

Crecimiento de los microorganismos segun su tolerancia o dependencia del O,

1 2 & 4

1. Aerobios estrictos @_ C? ES?., {

2. Anaerobios estrictos @

3. Anaerobios facultativos B E%j

4. Anaerobios aerotolerantes
. ] LI

L

5. Microaerofilos




METODOS PARA INCUBAR EN ANAEROBIOSIS
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Se usan jarras anaerobias o de anaerobiosis.

Se basan en el principio de consumir el O, (eliminandolo).

La jarra suele ser de plastico, vidrio o metal con una tapa que asegura el cierre hermético.

La generacion de H, permite la reduccidn del O, y da lugar a la formacion de H,0.

Se utiliza el paladio como catalizador, el cual es inactivado con el acido sulfhidrico, exceso de
humedad y otros productos metabdlicos volatiles de los microorganismos.

* Como indicador de 6xido-reduccion suelen utilizarse tiras de papel embebidas con azul de metileno,
las cuales son incoloras en estado reducido y azuladas cuando estan oxidadas.
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Al hidratarse el sobre, la primera tableta libera CO, y la segunda H,.
Si la jarra funciona bien al cabo de 1 hora existe menos del 1% de O,




CARACTERIZACION DE COLONIAS AISLADAS

FORMA

Media Pequefia O O ‘gi% %
a

Irregular Filamento Puntiforme

BORDES

Concava Elevada Ondulada |\ % |>\ g %
rotuberante

_— i erados Lobulados  Filamentosos Ondulados

ESTRUCTURA BRILLO: Transparente, translucida, opaca.

COLOR: Incolora, pigmentada.

Q @ ASPECTO: Viscosa, humeda, membranosa,

aaaaaaa Filamento gelatinosa, lechosa, etc.



Staphylococcus aureus

S. epidermidis en agar sangre

Serratia marcescens




DIFERENTES MORFOLOGIAS DE COLONIAS

Kiebsiella pneumoniae:
Infections of respiratory tract and
unnary tract.

Enterobacter cloacae:

Urinary tract infections and abscesses
N organs.

Staphylococcus aureus:
Skin mfections and furuncles.

e re?

Serrata marcescens:
Infections in hospitalised patients with
impaired immuneé response.

Pseudomonas aeruginosa:
Infection of the blood after operations
and burns.

Haemophilus influenzae:

Inflammation of the larynx, heart valves,

and other internal organs.
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OBSERVACION DE LAS COLONIAS DE MICROORGANISMOS VIABLES

2
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Penicillium sp. Aspergillus sp. Alternaria alternata. Scharomyces cerevisiae.
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AISLAMIENTO POR FILTRACION

/’/P(r."ff

~ « Se usa una membrana de celulosa que retiene a los microorganismos en su malla cuando se hace

pasar la muestra liquida.
+» Tienen poros de 0,25 - 0,45mm.
¢ Luego se transfiere a un medio de cultivo para el desarrollo de colonias.
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DETECCION DE NO CULTIVABLES

Las comunidades microbianas contienen muchas especies de bacterias y de arqueas, la mayoria de las
cuales nunca han sido cultivadas o identificadas formalmente en el laboratorio.

Sin embargo, es posible obtener informacidon sobre los organismos y sus actividades llevando a cabo
analisis de ADN o ARN directamente extraido del ambiente en el que habitan.

La genémica ambiental, también llamada METAGENOMICA, se ocupa de los analisis de ADN extraido de
una muestra ambiental sin haber aislado o identificado primero los organismos individuales.
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El contenido génico total de los organismos que habitan un ambiente es el METAGENOMA.
El analisis de muestras de ADN ha puesto de manifiesto una diversidad enorme de secuencias en la mayoria

de los habitats.
Los analisis de gendmica ambiental abarcan el contenido genético total de los organismos de un habitat

concreto aportando valiosa informacion sobre la diversidad microbiana y los recursos genéticos totales de las
comunidades microbianas.
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Los ambientes extremos, como las aguas acidas de escorrentia de las minas tienen una diversidad limitada

de especies.

Por el contrario los ambientes complejos, como los suelos fértiles, ofrecen demasiados datos de secuencia.
Un curioso descubrimiento reciente es que la mayoria del ADN en los habitats naturales NO pertenece a
CELULAS VIVAS.

Entre el 50 y el 60% del ADN de los océanos es ADN extracelular encontrado en los sedimentos del fondo
marino, depositado alli cuando los organismos muertos de las capas superiores del océano se hunden hacia
el fondo y se desintegran.

Como los acidos nucleicos son depoésitos de fosfato, ese ADN es un contribuyente fundamental al ciclo global

del fosforo
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RELACIONAR GENES ESPECIFICOS CON ORGANISMOS ESPECIFICOS |
MEDIANTE PCR

** Muchos estudios sobre la biodiversidad microbiana no necesitan aislar los organismos, ni siquiera
cuantificarlos ni identificarlos microscopicamente con las tinciones.

** En cambio, se utilizan genes especificos para medir la biodiversidad.

** Estos genes especificos estan en organismos especificos.

» La deteccion de un gen especifico en una muestra medioambiental implica que el organismo especifico
que contiene este gen esta presente.

Principales técnicas empleadas en analisis de comunidades microbianas:

Reaccidn de la cadena de la polimerasa (PCR: polymerase
chain reaction)

Electroforesis en gel desnaturalizante en gradiente
(DGGE: denaturing gradient gel electrophoresis)
Clonacion molecular

Secuenciacion y analisis del ADN




PRESERVACION DE CULTIVOS

é¢Por qué y para qué preservarlos?

» Las potencialidades de los microorganismos son explotadas en diversos sectores de la economia y la salud, de
ahi la importancia de contar con colecciones bien conservadas que cumplan las premisas de un buen proceso
de conservacion para estudios futuros.

** El estudio de microorganismos aun en laboratorios con escasos recursos involucra frecuentemente el uso de
cultivos VIVOS.

» Estos necesitan ser VIABLES al menos durante el estudio y los experimentos, y si se prueba su
importancia deberan ser mantenidos y conservados en una coleccion de cultivos microbianos para
garantizar su disponibilidad.

» Para ello se utilizan diversos métodos de conservacion, con los cuales se trata de mantener el cultivo viable y
con un minimo de cambios genéticos, lo mas cercano posible al aislamiento original.

** El cultivo a conservar debe ser PURO, evitando que se produzcan contaminaciones durante el proceso de
conservacion.

* Se busca que durante el tiempo de conservacion sobrevivan = 70-80% de las células.

* Y que estas células permanezcan genéticamente ESTABLES.

4

L)

CAR)

L)

L)



T -
TS

"% Los objetivos del trabajo con microorganismos pueden ser variados.

% Pueden incluir investigaciones medioambientales, taxondmicas, agricolas, biomédicas e industrial.

% La conservacion ex situ de todos los microorganismos aislados, estudiados y reportados en la literatura
cientifica, es fundamental para el progreso de la ciencia.

% Proporcionando un rapido acceso a una cepa de referencia unica y bien conservada.

» Sin esto, los cientificos necesitarian llevar a cabo constantemente el costoso proceso de caracterizacion e
identificacion al inicio de cada nuevo estudio.

juw oL / 084 L09
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7% Los cultivos de microorganismos con determinadas caracteristicas son esenciales para la mayoria de los

ensayos microbiologicos.

** Los cultivos de referencia o controles son utilizados en un amplio nimero de determinaciones, debido
a que no pueden obtenerse resultados validos si no se trabaja con cultivos de alta calidad.

** Por todo esto una coleccion de cultivos bien mantenida es un requisito indispensable para las buenas
practicas del laboratorio.

¢ Los microorganismos tienen una tendencia inherente a mutar en cultivos de laboratorio, por lo que es
muy importante el uso de procedimientos para mantenerlos viables y genéticamente estables.

sservation
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< La conservacion de microorganismo de interés industrial es una técnica basica en todo el proceso.

** Para mantener las cepas altamente productivas durante largos periodos de tiempo sin que se
produzcan cambios fenotipicos, especialmente en las caracteristicas relacionadas con la produccidon
de los metabolitos secundarios que son de interés.

+* La mayoria de los métodos de preservacion logran reducir el ritmo metabdlico de los organismos por

retencion de nutrientes, agua y oxigeno; por reduccion de la temperatura de conservacion o por

combinacion de ambos.
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CONSERVACION CORRECTA DE LAS CEPAS E

Hay que alcanzar 3 objetivos en los laboratorios de microbiologia

QUE SOBREVIVAN = 70-80%
DE LAS CELULAS

PUREZA DEL CULTIVO

QUE PERMANEZCAN
GENETICAMENTE ESTABLES

Puede presentar dificultades

Evitando que se produzcan Durante el tiempo de
contaminaciones durante el conservacion

proceso de conservacion

|

NO son muy dificiles de conseguir si se conoce bien la técnica microbioldgica

EXISTEN VARIOS METODOS DE CONSERVACION

Ninguno es de utilizacién general



=% Los métodos de conservacidon se agrupan atendiendo a los factores tiempo y caracteristicas
fisioldgicas de la cepa en 3 grandes grupos:

A LARGO PLAZO A CORTO PLAZO ALTERNATIVOS

1. METODOS DE CONSERVACION A LARGO PLAZO

** Garantizan al maximo la estabilidad genética, al evitar la aparicion de generaciones sucesivas y por tanto
son los mas utilizados en microorganismos que han sido sujetos a manipulaciones genéticas las cuales los
hacen diferentes de las cepas de origen .

** Entre estos métodos se encuentran la congelacién y la liofilizacién, siendo los mas aplicables en cualquier
laboratorio.

+* Dentro de esta evaluaciones se encuentra el test de Ames, en el cual se utilizan una serie de cepas his- de
Salmonella typhimurium, muy bien caracterizadas a nivel genético-molecular, donde se evalua el
crecimiento de bacterias que hayan experimentado reversiones.
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CONSERVACION POR CONGELACION

s Las células se congelan en suspension en un liquido con un agente CRIOPROTECTOR y se guardan a
temperaturas < 0°C, con lo que el agua se congela.

De esta forma, al no disponer las células de agua en forma liquida, no hay crecimiento.

Se REACTIVAN subiendo la temperatura.

Este es el mejor método de conservacion, pero tiene el inconveniente de requerir aparatos especiales, y
ademas existe el peligro de que algun fallo del sistema produzca una subida no deseada de la temperatura
durante el almacenamiento.
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Si en el medio estan presentes solutos como el glicerol o el dimetilsulféxido (DMSO), se baja el punto de
congelacion.

Estos solutos penetran en las células y las protegen de los efectos de la deshidratacion a la vez que evitan la
formacion de cristales de hielo.

Las células se suspenden en un medio con 10% de DMSO o glicerol y se congelan rapidamente de -70 a -196°C (N,).
Las células congeladas, preparadas adecuadamente y que no hayan sido congeladas y descongeladas
repetidamente, pueden permanecer viables por largo tiempo, al menos por décadas.

-70°C




EDAD DE LAS CELULAS

FACTORES QUE INFLUYEN EN LA VIABILIDAD Y ESTABILIDAD DE LAS CELULAS
CONSERVADAS

Conviene utilizar células maduras del inicio de la
fase estacionaria de la curva de crecimiento.
Cuando se trate de organismos que presenten en su
ciclo vital algun estado que los prepare para la
resistencia a condiciones adversas, es preferible
alcanzar ese estado.

TEMPERATURA DE ALMACENAMIENTO

Debe ser lo mas baja posible.

Lo mejor es guardar tubos cerrados o sellados,
que contengan las células microbianas,
sumergidos en N, liquido (-196°C) o bien en la
fase gaseosa del N, liquido (—140°C).

VELOCIDAD DE CONGELACION Y DESCONGELACION

Hay programas de congelacion bien estandarizados
para determinados casos o circunstancias.

Es mejor que las variaciones de la temperatura sean
rapidas, tanto para la congelacion como para la
descongelacion.

USO DE AGENTES CRIOPROTECTORES

Protegen del dano que se pueda producir en las células
microbianas al congelarlas.

Depende del tipo de microorganismo que se quiera
conservar.

El mas usado es el glicerol, a 15-20%.

También se usa DMSO, leche descremada y carbohidratos
(glucosa, lactosa, sacarosa, inositol, etc.).




ARMARIOS CONGELADORES

Mas aconsejables los que alcanzan temperaturas <-70°C.

s Aquellos que sélo alcanzan temperaturas entre -20°C y -40°C, no son aconsejables porque debido a la gran
concentracion de solutos que existen en la suspensidn celular, su punto de congelacion baja y hay frecuentes
congelaciones y descongelaciones

+* Si se anade un crioprotector no idnico, como el glicerol, se reduce la cantidad de hielo que se produce y se
evita el aumento de la concentracion idnica

Froilabo
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+» Para la conservacion en armarios congeladores o BIOFREEZERS, las células se almacenan en criotubos (tubos de

plastico esterilizables resistentes a la congelacion que cierran herméticamente), preparando lotes de varios tubos
para cada cepa a conservar y utilizando en su totalidad un tubo para cada ocasion.

¢ De esta manera se evita que las cepas se congelen y se descongelen varias veces.

*» Asi se obtiene la mas reducida pérdida de viabilidad, un alto grado de estabilidad y periodos de sobrevivencia de
mas de 30 ainos.
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CONSERVACION POR LIOFILIZACION

Eliminacidon del agua de una sustancia congelada por sublimacion del hielo bajo vacio

8=

*»» Este proceso consta de 3 etapas:

v/ PRECONGELACION del producto para asegurar una estructura completamente congelada
v' SECADO PRIMARIO con el que se elimina la mayor parte del agua por sublimacién

v' SECADO SECUNDARIO con el que se remueve el agua que queda ligada.
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¢ En las células conservadas por este método NO hay crecimiento ya que la actividad de H,0 (a,) es 0 igual que

en la congelacion pero a diferencia de la primera, los liéfilos NO TIENEN H,O en el medio debido a la
sublimacion.

+» Para este proceso se emplean LIOFILIZADORES.

J/

+* Es un método muy recomendable por su comodidad para el almacenamiento y para el envio de las cepas ya
que los lidfilizados pueden almacenarse a una temperatura ambiente de 18-20°C.
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*» Las células liofilizadas se guardan en tubos cerrados al vacio para evitar, tanto la rehidratacion como

ATMOSFERA DE OXIGENO EN EL TUBO

>

la presencia de algun gas dentro del tubo, como el O, que puede daiiar a las células.

CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO

* La temperatura debe ser constante, preferentemente a 18°C y sin bajar de los 0°C.

*

** En oscuridad.

> Este método es uno de los mas eficaces para la conservacion de muchos tipos de microorganismos,

como: bacterias, arqueas y hongos.
» También usado par conservar bacteriéfagos y virus.
» Algunos pueden sobrevivir por periodos de mas de 40 aios.
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2. METODOS DE CONSERVACION A CORTO PLAZO

Cuando NO se pueden emplear métodos a largo plazo

J/

¢ Por carecer de los equipos necesarios

J/

** Porque la cepa NO RESISTE los tratamientos de la conservacidon por métodos a largo plazo

CONSERVACION POR TRANSFERENCIA PERIODICA O SUBCULTIVO

Es la transferencia del cultivo a un medio de cultivo fresco a intervalos que aseguren la viabilidad del mismo.
Estos intervalos varian dependiendo de las caracteristicas del microorganismo en cuestion.

Algunas especies requieren ser transferidas a nuevos medios después de dias o semanas, y otras después de
meses 0 ahos.

Esta frecuencia puede reducirse con el almacenamiento del subcultivo a temperaturas relativamente bajas, en
heladera (4°C) o en freezer (-10°C a -20°C).

NO SE DEBE USAR UN UNICO METODO ALTERNATIVO, SINO QUE SE RECOMIENDA

CONSERVAR EL MICROORGANISMO EMPLEANDO VARIOS DE ESTOS METODOS.
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Estas células NO pueden permanecer indefinidamente en el mismo tubo, porque al seguir activas
excretan productos toxicos del metabolismo que se acumulan, provocando el envejecimiento y
muerte celular.

Este es el PEOR método para conseguir la ESTABILIDAD GENETICA, ya que al estar creciendo hay
alternancia de generaciones, y al cabo del tiempo las células que se estan guardando seran
descendientes lejanas de las células iniciales y es posible que ya no conserven algunas o muchas de
sus caracteristicas iniciales.

El riesgo de contaminacidon y de cambios genéticos se incrementa a mayor niumero de transferencias;
asi como el peligro de pérdida del cultivo sobre todo cuando se trabaja con microorganismos
delicados y la posibilidad de que ocurra deshidratacion del medio de cultivo.

Cuando son muchos microorganismos el trabajo es muy intenso y se requiere un espacio grande para
el almacenarlos.

Este método es simple y se puede mantener la viabilidad de algunos microorganismos por muchos
anos, y la recuperacion de los cultivos activos es relativamente facil.

Para colecciones pequefias es un método econdmicamente factible por el equipamiento requerido y
el tiempo que se invierte.



METODOS ALTERNATIVOS DE CONSERVACION

Métodos NO empleados habitualmente.

Necesarios para conservar microorganismos que NO RESISTEN bien la liofilizacion o la congelacidon
(Spirillum, Rhodospirillum).

Se basan en la paralizacion del crecimiento por eliminacion del H,O disponible para las células.

Estos métodos de secado son particularmente utiles para conservar microorganismos productores de esporas
y su accion se debe a la reduccion drastica del metabolismo de los mismos.

Sin embargo, NO TODOS los microorganismos sobreviven a estos métodos de secado, por lo que se hace
necesario anadir AGENTES PROTECTORES (leche descremada, glutamato sodico al 10%).

Una vez secos es importante mantener el producto sellado (tapdn de rosca, ampolla) para evitar el contacto

con el aire ya que son higroscopicos.
| R




DESECACION EN SAL PARA HALOBACTERIAS

** Se mezclan las células con sal y se dejan desecar espontaneamente.

+* Debido a la higroscopicidad de la sal, la desecacion NO ES TOTAL, pero las células dejan de multiplicarse por ser
insuficiente el nivel de agua disponible.

»* Es un método simple para la preservacion de microorganismos, el trabajo no es muy intenso, el costo es
pequeno y la contaminacion de los subcultivos es menos probable que con los subcultivos periddicos.

** Puede utilizarse para el almacenamiento de un gran numero de cultivos.

*** Los cultivos no deben ser preservados solamente por este método sin una investigacion previa, ya que algunas
células pueden sufrir PLASMOLISIS.

o0

o0
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DESECACION EN PAPEL DE FILTRO

P

==
ol

e ACCE,
FOCO ACCEN,

Se utiliza un papel bastante absorbente (Whatmann N2 3) que se impregna con una solucion muy densa de
células y se deja secar al aire (en condiciones estériles).

FiL
rTvqupﬁnRz Ppalﬁ'ﬂps =R 3

_A*oq@,\@ —
— CIRCLes

DESECACION EN SUELO, ARENA, SILICAGEL, ETC.

+* Se anaden las células a estos sustratos que las protegeran al desecar.

/

¢ Los microorganismos productores de esporas se pueden conservar durante bastante tiempo por este método.
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DESECACION SOBRE SUSTRATOS INERTES

* Consiste en la separacion del agua y la prevencidon de la rehidratacion.
% Se utiliza arena, tierra, zeolita, silica gel, discos y tiras de papel, tapones de algoddn, discos de
gelatina y bolitas de vidrio y de porcelana.

moi.Sthe"

DESECACION EN BOLITAS DE ALGINATO

J

*»» Las células se encuentran en una matriz de alginato y la eliminacion del agua se hace por tratamiento con soluciones

hipertdnicas sucesivas y posterior desecacion al aire hasta que se pierde un 70% de su contenido en agua.

+»» Estas bolitas de alginato se pueden conservar en tubos cerrados herméticamente y a temperaturas de entre 4 y
182C, pudiéndose guardar incluso a —802C debido al bajo contenido en agua de las células y la proteccidn que
suministra el soporte de alginato.
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TIPO DE CEPA

METODO EFICAZ

Salmonella sp.

Liofilizacion

Enterococcus faecalis

Congelacion (-20°C)

E.coli, E.coli
Recombinante

Liofilizacion y
Crioconservacion (-80°C)

TIPO DE CEPA METODO EFICAZ
Klebsiella pneumoniae Congelacion (-20°C)
Shigella flexneri Congelacion (-20°C)

Levaduras Generales

Métodos Alternativos

Streptomyces spp.

Liofilizacion y luego
conservacion a 4°C

Saccharomyces

Vibrio cholerae

Crioconservacion (-80°C)

Bacillus cereus

Liofilizacion

Pseudomonas
aeruginosa

Congelacion (-20°C)

Enterobacter sp.

Congelacion (-20°C)

cerevisiae Liofilizacion
Candidans Albicans Criocc()-r;;ircv)acién
Penicillium spp. Liofilizacion
Rhizopus sp. Liofilizacion
Aspergillus spp. Liofilizacion
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EL MICROSCOPIO DE LUZ

Este instrumento magnifica y enfoca los rayos de luz por medio de
lentes.

La luz puede ser natural o artificial.

El microscopio de diseccion, estereoscopio o SIMPLE se usa para
estudiar especimenes en 3 dimensiones y a baja magnificacion. La

AJUSTE DE DIOPTRIA

CABEZAL
BOTON DE AJUSTE
= DEL AUMENTO
» AJUSTE DEL
W% ENFOQUE
LENTES AUXILIARES
BRAZO

PLATINA CON
ESPEJO DEBAJO

EJE GIRATORIO
DEL ESPEJO

R i
- '

BASE

fuente de luz esta sobre la muestra.
El microscopio COMPUESTO se usa para estudiar porciones

pequeifas y finas de especimenes en cortes longitudinales o
transversales. Tiene diferentes magnificaciones y se pueden apreciar
mas detalles. La fuente de luz esta debajo del espécimen.




PARAMETROS OPTICOS

* Aumento

* Poder de resolucion
* N2 de campo

* Profundidad de foco
* Contraste

AUMENTO

v" Imagen AGRANDADA del objeto observado
v' Se calcula multiplicando el aumento del
objetivo por el aumento del ocular

\\'
..' -
f 1y ’ 3
! \ gl 0 DR, S, o '{ O
@@= RE ==
. RS X “ Objeto B .
‘ Imagen » ST
Observador | | r;§| real //’ 8 R
: -
QOcular
Imagen
virtual




1. PARTES MECANICAS
MOVILES

Brazo del microscopio

Revolver

Platina con charriot

Tornillo macrométrico

Tornillo micrométrico %

Pie del microscopio
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TIPOS DE MICROSCOPIOS

— "
Microscopio
;o i — Lupa
Optico simple
Mlc’ro:coplo . . M.O. Normal
optico Microscopio c
. . m cur
Optico Ca tpo :s du ?
ntr
compuesto ontraste ? ases
— Fluorescencia

Tipos de
microscopios

F

Transmision

Microscopio o Barrido

electronico Digital

Efecto de tunel o cuantico

S ——
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* Presenta 2 sistemas de lentes: objetivo y ocular,
montados en extremos opuestos de un tubo cerrado

* Disponen de varios objetivos para conseguir mayores
aumentos

* Pueden aumentar el espécimen por encima de las 2000 X

 El primero recoge la luz que atraviesa el objeto, mientras
que el ocular es el que proyecta la imagen sobre la retina

* El aumento total se calcula multiplicando Ia
magnificacion (aumentos) que produce el objetivo por la
que produce el ocular.

* Los especimenes que se examinan deben ser
transparentes y se observan con una luz que los atraviesa

Lente simple
de aumento

__ Imagen
virtual
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MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA:

» Se utiliza para detectar sustancias marcadas con fluorocromos con los que se tinen las muestras a
observar

* Absorben una luz de una longitud de onda determinada (UV o luz monocromatica azul) que los excita y
luego emiten otra luz de una mayor longitud de onda (de un determinado color, verde, rojo, amarillo)

* Poseen un filtro especial, que permite el paso de la luz emitida por el fluorocromo.

detector

ocular T
emission filter

———

Rayo incidente | A

dichroic mirror
e

Luz verde light source

A

excitation filter

J

specimen
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+* Se usa la luz UV, que es una radiacion cuya longitud de onda es

L)

L)

de aproximadamente 200 nm y en consecuencia permite un
mayor poder de resolucion que la luz visible.

La luz ultravioleta es INVISIBLE para el ojo humano, no puede
ser captada por la retina y ademas es muy nociva; es por ello
que la imagen no se observa directamente, debe visualizarse
mediante fluorescencia, fotografia o un sensor digital.

Todos los elementos opticos del microscopio, laminas porta y
cubre-objetos estan hechos de cuarzo o fluorita; no pueden
ser de vidrio puesto que este material no transmite la luz
ultravioleta.




MICROSCOPIO ELECTRONICO

Utilizado para estudios ultraestructurales, tanto de muestras biologicas como de materiales
Permite resolver con mayor capacidad que cualquier otro sistema Optico, dos puntos que se
encuentran muy cercanos uno del otro.

I
El primer microscopio electronico de transmision fue desarrollado entre 1931 y 1933 por ¥
Ernst Ruska :

El microscopio electrénico de Transmision (T.E.M.) consiguido aumentos de
100.000 X. Fue desarrollado por Max Knoll y Ernst Ruska en Alemania en 1931
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Fig. 8 Diferencias basicas entre el MET y el MEB
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DIFERENCIAS

OPTICO ELECTRONICO
FUENTE DE o
ILUMINACION Luz (natural/artificial) | Haz de electrones
LENTES Cristal Electromganéticas

OBSERVACION DE LA
MUESTRA

Ocular (directa)

Pantalla (indirecta)

TUBO No al vacio Al vacio

RESOLUCION 0,1 um 0,001 um
MAGNIFICACION 2.000 X 1.000.000 X

MUESTRA Viva o muerta Muerta y deshidratada
COSTO Desde $ 12.000 Desde $ 6.000.000
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TECNICA LIMITES RESOLUCION
Ojo humano Retina 2.000.000 A
MO Difraccién de la luz 2.000 A
MEB Difraccion de los electrones 20 A
MET Difraccion de los electrones 10 A
M lonizacion de Campo A Tamaino atomico 3A
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