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Generalidades y Conceptos basicos de Microbiologia. Microbiologia: Definicidon

asociadas a la microbiologia. Ramas y aplicacion. Los microorganismos como
células. Morfologia de la célula procariota. Tamano, forma y disposicion de la

del material. Preparacion del material: material de vidrio y medios de cultivo.

complejos, diferenciales y selectivos. Limpieza, esterilizacion. Ciclo del material
dentro del laboratorio. Control de calidad de los medios de cultivo. Metodologia
para analisis microbioldgicos: preparacion de muestras y técnicas generales de

cultivo. Cuantificacion de microorganismos. Normas de bioseguridad.
9 ' A 7, w - 5 ST LG
) e . ] i ‘£::‘¥?.:L"I_ . : k\-

=
§ R L



CONTACTO VIRTUAL

{ajUNJu Clave: MICROBIOLOGIADR2023

'

< jmaldonado@fca.unju.edu.ar




Microbiologia
R\ e

Ciencia encargada del estudio y analisis de los microorganismos

Seres vivos pequenos invisibles al ojo humano

Solo visibles a través de un microscopio

Procariotas Eucariotas simples

Unicelulares
Bacterias Arqueas

-
‘fﬁ'\-,

A A

Virus

Algas

j@ﬁ Priones




EL ESTUDIO DE LOS MICROORGANISMOS COMPRENDE

v Identificacidn y clasificacion de los microorganismos

v’ La explicacion de su origen y su evolucién

v La observacién de las interacciones que se producen entre ellos o con otros
seres Vivos.

Debido a que algunos organismos ocasionan graves dafios a los humanos,
también se ocupa del estudio de las enfermedades que pueden producir.

AN

4

L)

* Las células de los macroorganismos, como las de los animales o las plantas,
son incapaces de vivir aisladas en la naturaleza y existen solamente como
partes de los 6rganos de los animales o de las partes de las plantas.

* Por el contrario, la mayoria de los microorganismos pueden llevar a cabo sus

procesos vitales de crecimiento, generacion de energia y reproduccion de un

modo independiente de otras células.

)
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La microbiologia trata de células y de cdmo funcionan, en especial de los
procariotas, que constituyen un grupo muy amplio de células con una enorme
importancia basica y aplicada.

La microbiologia estudia la diversidad y la evolucion, el modo en que surgieron
los diferentes tipos de microorganismos y el por qué.

Analiza lo que los microorganismos hacen en la naturaleza, en los suelos y en las
aguas, en el cuerpo humano, en los animales y en las plantas.

De un modo u otro, los microorganismos afectan a todas las formas de vida en la
Tierra y por tanto podemos considerar que la microbiologia es la base de las
ciencias bioldgicas.

Se centra en 2 temas principales, la comprension de los procesos vitales basicos y
la aplicacion de ese conocimiento para beneficio de la humanidad.




MICROBIOLOGIA COMO CIENCIA BASICA y APLICADA

Los microorganismos son empleados en investigacion

v’ Por ser organismos unicelulares, los hace sencillos tanto genéticamente, como
bioquimicamente.

v’ De tal manera que los sistemas microbianos son mas faciles de abordar y
entender que los organismos superiores mas complejos.

La Microbiologia ha influido nuestras vidas

v Aplicaciones en la medicina, industria, agricultura y ecologia.
v' Enfermedades en plantas, animales y el hombre.
v' En estudios de prevencidn y tratamiento de enfermedades bacterianas y fliingicas.

v" Disminucidn de indices de morbilidad y mortalidad de las enfermedades



TIPOS DE MICROORGANISMOS ﬁ
g

Representados 5 (6) grupos de seres vivos

Principales caracteristicas

PROCARIOTAS Bacterias Todos los tipos
= Arqueas
CON  organizacion Protozoos Heterétrofa
celular Aleas
» Membrana celular g o Autotrofa
> ADN y ARN EUCARIOTAS microscopicas
Hongos
. 8 . . Heterédrofa
MICroscopicos
Sin organizacion celular: ACELULAR = Virus Parasitos
> SIN membranas = Viroides obligados (carecen

> ADN o ARN = Priones de metabolismo propio)



No tienen membranas plasmaticas.
Son parasitos sin organizacion celular




MICROORGANISMOS CON ORGANIZACION CELULAR
EUCARIOTA

Diferentes especies de protozoos.

Presentan una mayor
complejidad
en su organizacion

Yorticela

p rOtOZOOS Ciliado sp

Algas microscopicas
unicelulares

Diatomeas

Euglena




levaduras Hongos filamentosos

Hifas v esporangios del Mucor,
hengo que coloniza el pan himedo.

Celula de levadura dividisndoze por
Hifzr v comidigfores de Penicillium.

Este honge aparece sobre pan himmeds )

naranias enmohecidas.




CELULA EUCARIOTA

) Aparato de Golgi
2-100pm P g Mitocondria

Membrana citoplasmatica

Reticulo endoplasmatico
Pared

Ribosoma 70S

ADN nuclear .
Plasmido

Membrana nuclear extracromosomico)

ADN cromosomico
Ribosoma 80S

Pared
(en células vegeta

y fungicas

CELULA PROCARIOTA
0,5-15 pm

11



Fijacion de N,
Reciclaje de Nutrientes

Agricultura

Conservantes
Fermentacion

Aditivos

Alimentacion

Energia
Medio Ambiente

Biorremediacion

Biocombustibles
Extraccion de minerales,

Prevencion

Nuevas identificacione
Tratamientos y cura

SJ

Medicina
Enfermedades

Biotecnologia

‘

OGM’s
roductos farmaceéuticos
Terapia Génica

Conocemos solo el 1 %



‘ N2 de especies microbianas =) [ 100.000 - 1.000.000 ]
| Aislado
Descripto — [ Unos pocos miles ]

Caracterizado

S6lo unos cuantos organismos de las
muestras ambientales crecen en el
laboratorio

Importancia de seiales especificas
originadas por organismos vecinos

Los microorganismos NO creceran
en un ambiente extraho

NUTRIENTES 13



** Ya en el siglo XIV, con la invencion de las primeras lentes para corregir la vision,

<

)

surgio la curiosidad sobre su capacidad de aumentar el tamaino aparente de los
objetos.

Se dice que Galileo hizo algunas observaciones "microscopicas" invirtiendo su
telescopio a partir de lentes montadas en un tubo, pero en cualquier caso esta
claro que no tuvieron ninguna repercusion: occhiolinoo.

La primera referencia segura sobre el microscopio (1621) se debe a Constantijn
Huygens, quien relata que Cornelis Drebbel tenia en su taller un instrumento
magnificador, que recibid el nombre de microscopium en 1625, en la Accademia
dei Lincei, de Roma.

1665 Robert Hooke perfecciona el microscopio y gracias a él se acufna la
definicion de célula.




G
&-EI descubrimiento de los microorganismos fue obra del comerciante holand ,

£E.r _ tomillo de enfoque
&

Antonie van Leeuwenhoek (1632-1723), quien en su pasion por pulir y montar
lentes casi esféricas sobre placas de oro, plata o cobre, casi llegé a descuidar sus
negocios.

Fabrico unos 400 microscopios simples, con los que llegd a obtener aumentos de
casi 300 veces.

En 1675 descubridé que en una gota de agua de estanque pululaba una asombrosa
variedad de pequeiias criaturas a las que denominé "animalculos".

En 1683 descubre las bacterias, por lo que se considera el "PADRE DE LA
MICROBIOLOGIA".

Describio protozoos (Giardia, de sus propias heces), la estructura estriada del
musculo, la circulacidon capilar, placa dental, espermatozoides y globulos rojos
(fundador de la Histologia animal), detallo diversos aspectos estructurales de las
semillas y embriones de plantas. T3

soporte del (2

material . material y
biolégico biolégico
e
(

LN tornillos de
7 regulacién




s Aunque los descubrimientos de Leeuwenhoek despertaron interés al ser
comunicados, pocos intentaron o pudieron reproducirlos seriamente y la
fabricacion de lentes sencillas de gran aumento era dificil y el manejo de los
microscopios simples, bastante engorroso.

% Simultaneamente el inglés Robert Hooke (1635-1703) usando microscopios
compuestos, describio los hongos filamentosos (1667), y descubrio la estructura
celular de las plantas (Micrographia, 1665).

** Pero el trabajo con microscopios compuestos aplicados al estudio de los
"animalculos" languidecid durante casi 200 afos, debido a sus imperfecciones
Opticas, hasta que hacia 1830 se desarrollaron las lentes acromaticas.

Hifas sustrato



LENTE ACROMATICA

/\ ABERRACION CROMATICA
TAY0S 10]0S (Menos d-a{-miadm}

\- rayos violetas (mas desviados)

» Limita la aberracidon cromatica y esférica.
» ldeadas para concentrar 2 A (tipicamente los colores rojo y azul) en un solo
foco del mismo plano.
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DESARROLLO HISTORICO DE LA MICROBIOLOGIA

/_/fwf/,

o DE

» Aunque los microorganismos se originaron hace aproximadamente 3.800

millones de anos, la microbiologia es relativamente una ciencia joven.

» Aparece recién a finales del siglo XIX.

> Los primeros microorganismos se observaron hace 300 afios y sin embargo
pasaron unos 200 afios hasta que se reconocio su importancia.

|

18




Afo
1684
1798
1857
1860
1864
1867
1876
1881

1882
1882
1884
1884
1885
1889
1889
1890
1890
1901

1901

1908

Investigador(es)
Antonie van Leeuwenhoek
Edward Jenner
Louis Pasteur
Louis Pasteur
Louis Pasteur
Robert Lister
Ferdinand Cohn
Robert Koch
Robert Koch®

Elie Metchnikoff*
Robert Koch
Christian Gram
Louis Pasteur
Sergei Winogradsky
Martinus Beijerinck
Emil von Behring®y Shibasaburo Kitasato
Sergei Winogradsky
Marinus Beijerinck
Karl Landsteiner”
Paul Ehrlich*®

Trescientos afios de microbiologia : algunos trabajos clave en microbiologia , 1684-2000

Descubrimiento
Descubrimiento de las bacterias
Vacunacion contra la viruela

Microbiologia de la fermentacidn lactica

e

Funcion de las levaduras en la fermentacion alcohdlica

Fin de la controversia scbre la generacién espontanea

Principios antisépticos en cirugia

Descubrimiento de las endosporas

Métodos de estudio de bacterias en cultivo axénico

Etiologia de la tuberculosis
Fagocitosis

Etiologia del colera; postulados de Koch
Método de la tincion de Gram

Vacuna contra la rabia

Concepto de quimiolitotrofia
Concepto de virus

Antitoxina diftérica

Autotrofia en los quimiolitétrofos
Método de cultive de enriquecimiento
Grupos sanguineos humanos

19
Agentes quimioterapeuticos



1911

1915117
1928
1929
1931

1935
1935
1941
1943
1944
1944
1946

2012

Francis Rous®

Frederick Tworty Felix d'Herelle
Frederick Griffith

Alexander Fleming®

Cornelius van Niel

Gerhard Domagk™

Wendall Stanley

George Beadle®™ y Edward Tatum®

Max Delbruck® y Salvador Luria®

Oswald Avery, Colin Macleod y Maclyn McCarthy
Selman Waksman™ y Albert Schatz

Edward Tatum y Joshua Lederberg®

Doudnay Charpentier

Primer virus oncogénico

Virus bacterianos (bacterigfagos)
Transformacion en neumococos
Descubrimiento de la penicilina

H,5 (sulfurc) como donador de electrones en la fotosintesis
anoxigénica

Sulfamidas

Cristalizacion del virus del mosaico del tabaco
Hipétesis un gen-una enzima

Herencia de caracteres genéticos en bacterias
El DNA es el material genético
Descubrimiento de la estreptomicina
Conjugacidon bacteriana

CRISPR Cas-8 en Streptococcus pyogenes



4 etapas o periodos en el desarrollo de la Microbiologia: 1

. Eminentemente ESPECULATIVO, que se extiende desde la antigiedad hasta
llegar a los primeros microscopistas.

. Lenta acumulacion de OBSERVACIONES, desde 1.675 aproximadamente
(descubrimiento de los microorganismos por Leeuwenhoek) hasta la mitad del
siglo XIX.

lll. De CULTIVO de microorganismos, que llega hasta finales del siglo XIX, donde
las figuras de Pasteur y Koch encabezan el logro de ubicar a la Microbiologia
como ciencia experimental bien asentada.

IV. Desde principios del siglo XX hasta nuestros dias, en el que los
microorganismos se ESTUDIAN en toda su complejidad fisioldgica, bioquimica,
genética, ecoldgica, etc., y que supone un extraordinario crecimiento de la
Microbiologia, el surgimiento de disciplinas microbioldgicas especializadas
(Virologia, Inmunologia, etc.), y la estrecha relacion de las ciencias
microbioldgicas dentro de las Ciencias Bioldgicas.



Periodo especulativo anterior Desde la antigiiedad hasta los primeros microscopistas

1675 Anton van Leeuwenhoek observa microorganimos unicelulares procariotas y eucariotas.

1664 Robert Hooke Observa y describe mohos. Acuia el término “cell”.
. . Desarrollo de los cultivos bacterianos y asentamiento de la microbiologia
Mltad - flnal del como ciencia: y g

s. XIX * Se rechaza la generacion espontanea de los seres vivos.
» Se descubre el origen bacteriano de las enfermedades infecciosas..

1859 Louise Pasteur consigue refutar definitivamente la teoria de la generacion espontanea.

1876 Robert Koch Enuncia los postulados que recogen la comprobacion experimental de la
teoria microbiana de las enfermedades infecciosas.

1882 Robert Koch Descubre el bacilo de la tuberculosis y poco después el del célera.

Principios del siglo Estudio intensivo de los microorganismos: bioquimica, genética, ecologia etc

XX hasta hoy

22
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Si bien el descubrimiento efectivo de seres vivos no visibles a simple vista debioé
aguardar hasta el ultimo tercio del siglo XVII, sus actividades son conocidas por
la humanidad desde muy antiguo.

BENEFICIOSAS: PERJUDICIALES:
fermentaciones implicadas en la produccidon enfermedades infecciosas.

de bebidas alcohdlicas, pan y lacteos

Diversas fuentes escritas de la antigiiedad griega y romana hablan de gérmenes
invisibles que transmiten enfermedades contagiosas.

Lucrecio (96-55 a.p.), en su "De rerum natura” (De la naturaleza de las cosas)
hace varias alusiones a "semillas de enfermedad".

En el Renacimiento europeo, Girolamo Frascatorius, en su libro "De contagione
et contagionis" (1.546) dice que las enfermedades contagiosas se deben a
"gérmenes vivos" que pasan de diversas maneras de un individuo a otro.

Estos inicios de explicacion que renunciaban a invocar causas sobrenaturales
fueron probablemente catalizados por la introduccion en Europa del sifilis, una
enfermedad en la que estaba clara la necesidad de contacto para su contagio.
Pero esa "cosa" que se transmite en la enfermedad siguié siendo objeto de
conjeturas durante mucho tiempo.



1.882 1.886

Robert Koch Theodor Escherich

Mycobacterium tuberculosis Escherichia coli




1.887 1.933

Richard Petri
Helmut Ruska

introduce el uso de las placas inventa el microscopio electronico
Petri en Microbiologia

25



1977

Woese y Fox reconocen las arqueas como el tercer dominio

DOMINIOS

Carl Woese, 1990

Bacteria Archaea Eukarya
Bacteria
Myxomycota
Verde y y
Spirochaetes  Filamentosa Entamoeba Animales
G Euryarchaeota 3 .
r?!n Methanosarcina ungl
positiva . -
Proteobacteria Methanobacterium Halofllos Plantas
. bactert Methanococcus
ianobacteria e
T celer Ciliophora
Crenarchaeota
Planctomyces Thermoproteus Flagelados
Pyrodicticu
Bacteroides .
Tricomonadas
Cytophaga
Korachaeota? Microsporidias
Thermotoga
Diplomonadas
Aquifex

LUCA

Arbol filogenético universal mostrando los tres dominios basados en las secuencias del gen
ARNr 16S o 18S



1.984

Robert Gallo y Luc Montagnier
aislan e identifican el virus del sida
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DISCIPLINAS ASOCIADAS A LA MICROBIOLOGIA

PARASITOLOGIA

+* Rama de la biologia que estudia el fendmeno del parasitismo.

s A los parasitos eucariotas: protozoos, helmintos (trematodos, cestodos,
nematodos) y artropodos y las parasitosis o enfermedades causadas en el
hombre, animales y plantas por los organismos parasitos.

* El resto de los organismos parasitos (virus, procariotas y hongos)
tradicionalmente se consideran una materia propia de la Microbiologia.

/// ’1 j
7 f*
7
/
/
/
/

Female Male

HUMAN WHIPWORM - ASCARIS PINWORM

LIVER FLUKE PORK TAPEWORM BOVINE TAPEWORM 28



MICOLOGIA

*» Del griego pOkn, hongo, y -Aoyia, tratado, estudio.

*» Es la ciencia que se dedica al estudio de los hongos.

*» Es una de las dreas de la ciencia mas extensas y diversificadas que aporta
avances significativos a la investigacion cientifica y al desarrollo tecnologico.




BACTERIOLOGIA

+»* Estudio de las bacterias y enfermedades que éstas provocan.

+** Incluida la cadena epidemioldgica (reservorio, mecanismos de transmision,
inmunidad, factores que hacen que existan mas o menos defensas contra
ellas).

** Son seres microscopicos estudiadas mediante microscopios Odpticos en
preparaciones teiidas o sin teiir (en fresco) para estudiar su estructura o
morfologia, pero para estudiar su estructura interna se necesita un
microscopio electronico.

VIROLOGIA

+* Es el estudio de los virus: su estructura, clasificacion y evolucién, su manera de
infectar y aprovecharse de las células huésped para la reproduccion del virus,
su interaccion con los organismos huéspedes, su inmunidad, la enfermedad
que causan, las técnicas para su aislamiento, cultivo y su uso en investigacion y
terapia.

+»* La virologia es considerada un sub-campo de la microbiologia y la medicina.



MICROBIOLOGIA 1
BACTERIAS

Organismos unicelulares

Organismos mas abundantes del planeta

40.000.000 de células bacterianas en 1 g de tierra.
1.000.000 de células bacterianas en un 1 mL agua dulce.

En total, = 5x1030 bacterias en el mundo.

Poblaron la Tierra mucho antes de que ningun otro grupo de seres
vivos la habitaran.

Se han encontrado restos fosiles de actividad bacteriana en rocas de
hace 3.800 millones de aiios.

> Habitaron un mundo inhéspito: carente de O, para respirar, con
temperaturas extremadamente elevadas y niveles altos de radiaciéon
UV procedente del Sol.

5.000.000.000.000.000.000.000.000.000.000

>
>
>
>

A\

Gran variedad de funciones que ayudan a mantener los ciclos bio-geo-
quimicos.



ARQUEAS

condiciones de la Tierra primitiva.

Ambientes termales con temperaturas > a 100°C, medios haloéfilos (muy
salados), alta RUV, altas presiones, etc.

Caracteristicas importantes:

s Tiene las mismas estructuras que las bacterias (ambas procariotas) pero
estan constituidas por compuestos quimicos diferentes.

* Las diferencias a nivel molecular entre arqueas y bacterias son tan
fundamentales que se las clasifica en grupos distintos.

+ Debido a estas diferencias, las arqueas exhiben una ALTA RESISTENCIA
contra los antibiéticos y los agentes liticos, presion osmética, etc.

s+ Se las considera evolutivamente mas cercanas a los eucariotas

Tamaiho y forma
Diametro: 0,1a>10 um
*Formas: esferas, bacilos, espirales, |
% finos filamentos, cuadradas y planas




TAMANO DE LAS BACTERIAS

0,5a15 um

=3 =
10 T 1 mm
EXCEPCIONES 10tas
10—4 4 0,1 mm
100 pum
Mycoplasma (0,3 pum) tan pequenas 10-5 J 0,01 mm
como los virus mas grande 10 pm T,
rocariotas
O M
Thiomargarita namibiensis (0,75 mm) b 7
lo cual las hace visibles al ojo 0 10~ 4 e
desnudo 2
10-¢
8 e Bl BRI Proteinas
rtionsts 2P/ AT - 5
€ 27 i W 10°4 1nm
" D ;J‘!‘f N Moléculas
. | . (5% 10-10 Atomos
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Thiomargarita magnifica

vamnps
Miami
Bahamas
LaHabana
®
u
) Islas Turcas
o Cuba Las y Caicos
' U
Yo, 3
IslasCaiman Haiti Republica Islas Virgenes
Dominicana Britanicas
Jamaica  Bueco T
Antigua y.
' Barbuda
Dominica
1duras - .
eTegucigalpa Santa Lucia
Nicaragua Aruba Barbados

= = Granada




HABITAT

% Adaptadas a vivir en casi cualquier ambiente terrestre o acuatico.

% Son ubicuas en todo habitat de la tierra (suelo, manantiales calientes
acidos, desechos radioactivos, en el mar y profundidades de la
corteza terrestre).

% Algunas pueden sobrevivir en el frio y vacio extremos del espacio
exterior.

NUTRICION

AUTOTROFAS: HETEROTROFAS:

Fotosintéticas, quimiosintéticas Saprodfitas, simbioticas, parasitarias

35



NUTRICION BACTERIANA

Las autétrofas fotosintéticas, como las bacterias sulfurosas
verdes y purpureas. No utilizan agua como dador de electrones
en la fotosintesis, sino otros compuestos, como el sulfuro de

AUTOTROFAS: hidrogeno, ¥ no producen oxigeno. Al poseer pigmentos que
Emplean compuestas | @bsorben luz casi infrarroja, pueden realizar la fotosintesis
inarganicos para practicamente sin lUz visible.

INLENzar COMPUESIOs ) o autétrofas quimiosintéticas, a diferencia de las

organicos. Ea g 5 ;
fotosintéticas, utilizan la energia que desprenden ciertos
compuestos inorganicos al oxidarse
) Las bacterias de vida libre suelen ser saprofitas, viven sobre
HETEROTROFAS: materia organica muerta.
Emplean compuestos . = .
organicos para Muchas viven en relacion estrecha con otros organismos. De

sintetizar sus propios ellas, la mayoria son comensales vy no causan dafios ni aportan
compuestos organicos. || beneficios a su huésped; algunas son parasitas (producen
enfermedades) y otras son simbiontes.

Independientemente del tipo de nutricion, las bacterias pueden necesitar el
oxigeno atmosférico (bacterias aerobias) o no (bacterias anaerobias).
Para algunas bacterias anaerobias el oxigeno es un gas venenoso
(anaerobias estrictas), otras lo utilizan cuando esta presente, aungue

e ' P . . 36
pueden vivir sin €l (anaerobias facultativas).
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Ledionella

B




Clostridium Escherichia

Spirulina Staphylococcus Streptococcus Salmonella

38



ESQUEMA CELULA PROCARIOTA

Capsula
Pared celular
Membrana plasmatica

Citoplasma

Ribosomas
Plasmido

0
Pili N

Flagelo

Nucleoide (ADN
circular)

39




— /“.*\X\: o
Nucleoid region

L Ribosomes

AN
LA "” 1)\ : CytOSOI

,".'
~
N
8. W &~
o 3 ) :
. X "-
2 1 A <)
£ Y —~ &
o X
b .
~ e Ot >
T N >
N -
A\
- -!.

Plasma membrane
Periplasmic space

Cell wall
BNE) o
PR ““\ Outer membrane

Pili

- Esquema de E. coli



8
b,
A : pili
B : ribosomas
C : capsula

D : pared celular
E : flagelo

>

B
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F : citoplasma

G : vacuola

H : plasmido

| : cromosoma

J : membrana plasmatica
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ELEMENTOS ESTRUCTURALES DE UNA BACTERIA

Capsula Se presenta en muchas bacterias, sobre todo patdégenas. Es una capsula

viscosa compuesta por sustancias glucidicas. Tiene funcion protectora de la
Puede noestar | desecacion, de la fagocitosis o del atague de anticuerpos,
Ilc I - . I -

Pared Formada por péptidoglucanos y otras sustancias. Es una envoltura rigida

bacteriana | que soporta las fuertes presiones osméticas a las que esta sometida la
bacteria. Por la estructura de su pared distinguiremos las bacterias Gram+ ¥y
Gram-.

Membrana Similar en estructura y composicion a la de las células eucariotas. Presenta

plasmatica | unos repliegues internos llamados mesosomas.

Mesosomas | Repliegues de la membrana con importantes funciones pues contienen
importantes sustancias responsables de procesos metabdlicos como el
transporte de electrones, la fotosintesis o la replicacién del ADN.

Ribosomas | Similares a los de la célula eucariota aunque de menor tamafio. Intervienen
en la sintesis de proteinas.

Cromosoma | Estd formado por una sola molécula de ADN de doble hélice, circular ¥ no
asociado a histonas.

Plasmidos Moléculas de ADN extracromosomico también circular,

Inclusiones

Depdsitos de sustancias de reserva.

Flagelos Estructuras filamentosas con funcion motriz, formados por fibrillas proteicas.
Fimbrias o | Filamentos huecos largos y huecos con funciones relacionadas con el
pili intercambio de material génico y la adherencia a sustratos. 5
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» Otros elementos segun sean Gram+ o Gram-

e

PARED BACTERIANA

¢ Estructura presente en todas las bacterias, excepto Mycoplasma.
¢ Envoltura rigida exterior a la membrana

¢ Le da forma a la bacteria

¢ Soporta las presiones osmoéticas de su interior

b (wk

) ACCEND:
v 3

COMPONENTES DE LA PARED

* PEPTIDOGLICANO o MUREINA: Anillos de polisacaridos enlazados con oligopeptidos

o
*%

Gram+

. . . e . Péptid
> Red de peptidoglicano origina varias ik
capas superpuestas.
» Gruesa y homogénea
» Sin membrana externa

MUREINA o
PEPTIDOGLUCANO: Anillos
de polisacaridos unidos por

péptidos

ACidO Membr{ana
teicoico plasmética 4321



Gram-

Paolisacaridos

‘ /

................................................................................

---------------------------------------------------------------------------------

Péptido
Mermbrana glucano Mernbrana
plasmatica externa
1) Glicolipidos. 2) Fosfolipidos vy otros lipidos

» UNA SOLA capa de peptidoglicano sobre la que hay una membrana externa
formada por una capa de fosfolipidos y otra de glicolipidos asociados que se
proyectan al exterior
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USO DE MICROORGANISMOS \ | %
EN TECNOLOGIA E INDUSTRIA

* BIOMASA, proteinas

*Procesos como TRATAMIENTO DE AGUAS RESIDUALES

°En la produccion de QUESOS, YOGURT, VINAGRE
Fabricacion de MEDICAMENTOS, antibioticos

*PRODUCTOS QUIMICOS: ACIDOS ORGANICOS, SOLVENTES

*ENZIMAS: amilasas, catalasa, lactasa, etc.
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El uso de los microorganismos ha sido clave en el enfrentamiento y
solucion de los graves problemas de la humanidad en la agricultura y la
alimentacion de los pueblos, en la salud animal y humana, en la busqueda
de nuevas fuentes de energia y en la conservacion del medio ambiente.

El estudio de los microorganismos
ayuda a comprender la biologia de los
seres superiores

Estudia a los microorganismos en todos
sus aspectos: morfologia, nutricion,
reproduccion, evolucion etc....

Investiga la diversidad microbiana, y
su interaccion con el medio ambiente




Se caracterizan por hC(blTC(f‘ Todos
los ambientes, es decir son
cosmopolitas.




MORFOLOGIA DE LA CELULA BACTERIANA 2
Amplia variedad de formas
N

PRINCIPALES MORFOLOGIAS CELULARES

' S
7 . F .O
Esféricauovoide T—)> | COCO J “el ad:
4P ¥
Cilindri —> | BACILO ‘/‘\‘;‘
tindrica % IV
i N-/ Y o3
Helicoidales
VIBRIO ESPIRILO ESPIROQUETA
Ligeramente curvados Forma tirabuzon Forma de tirabuzoén
y en forma de coma. (helicoidal rigida). (helicoidal flexible).
ittt ) ”~~ B
Vi;:io Bdeclﬁﬁ%ﬁo i} % RS

(Treponema, Leptospir:f\l



RELACION ENTRE LA FORMA'Y EL MODO DE VIDA DE BACTERIAS

Cocos Bacilos Espirilos y vibrios
-Forma redondeada. -Forma alargada, cilindrica || -Forma de hélice.
(relacion superficie volumen || (mayor relacion superficie || _ viven en medios viscosos.
minima). volameny,. - Pequefio diametro.
- Pocarelacion con el 5\ Dlienen niineniesdo - Atraviesan facilmente las
exterior. ma.nera Mmas efl'caz. P
nutrientes. en nutrientes (suelos, directo o mediante
_ Se transmiten por el aire, | 8948s). vectores.
_ Muy resistentes - Menos resistentes.
_Suelen ser patogenas. - Suelen ser saprofitas.
Fibriaz. Cocas. La mayor parte de las bacterias adoptan
f Yo g formas  caracteristicas, aunque en
w ocasiones la configuracion puede verse

influida por las condiciones del medio de

'9"::“‘,:—::23 cultivo.
Son unicelulares, pero también aparecen
Bacilos ﬁdﬁ Fibs
- Iorios.
Fpoa agrupadas cuando se mantienen unidas

tras la division. 49

Ezpirilos



ASOCIACIONES CARACTERISTICAS DE DIFERENTES GENEROS

COCOS
+* Diplococo: cocos en grupos de 2
¢+ Estreptococo: cocos en cadenas
+»» Estafilococo: cocos en agrupaciones irregulares o en racimo
¢+ Sarcina: cocos en agrupaciones cubicas tridimensionales
BACILOS
L L e e =R O
Cocobacilo Bacilo p Za Y % %
p——— Y S sal " hi Mycobacterium Clostridium tetani
Loy o Pseudomonas almonelia typhi tuberculosis
Diplobacilo e
+ Una misma especie adopta distintos tipos morfologicos
PLEOMORFICOS : P y P &

X/

%+ Carecen de forma distintiva (clamidia)



ESPIRILOS

Bacilos curvos en forma espiral

ESPIROQUETAS

> Bacterias moviles en forma de hélice, Gram -.

» Con una estructura unica responsable de su movilidad, un cilindro
protoplasmatico central limitado por una membrana plasmatica.

» Cilindro envuelto por una capa externa compuesta de glicosaminoglicanos.




la pared celular y la capa externa se hayan mdltiples flage

- perlplasmatlcos qgue no sobresalen de la célula pero estan orientados axialmente.
» Estos filamentos axiales, abarcan toda la longitud de la célula y estan anclados a

ambos extremos. CILINDRO
PROTOPLASMATICO

ENDOFLAGELOS O

FIBRAS AXIALES MEMBRANA EXTERNA

PF PC OS MEMBRANA INTERNA y CAPA DE PEPTIDOGLICANO
,—’ﬂ‘\_ i

Cilindro Protoplasmatico
(PC)

Flagelo
Periplasmatico »
(PF) R

Peptidoglicano

Membrana celular 5y



MATERIAL GENERAL EN EL LABORATORIO DE

MICROBIOLOGIA

1.-Placas Petri con medio de
cultivo sdlido. 2.- Tubos de
ensayo con medio de cultivo
liquido. 3.- Tubos de ensayo
con medio de cultivo sdlido
inclinado. 4.-Matraz para
turbidimetria. 5.- Mechero
Bunsen. 6.- Pipetas. 7.-
Microplacas. 8.- Asas de
siembra. 9.- Espatula de
Digralsky. 10.- Micropipeta
automatica. 11.- Propipeta
automatica. 12.- Puntas de
pipeta o tips. 13.- Placas
Petri. 14.- Jarra de
anaerobios. 15.- Placas de
contacto Rodac. 16.- Lamina
para andlisis de superficies.
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SECTORIZAR LAS AREAS DE ACUERDO AL RIESGO

% Sectorizar las areas en CRITICAS y COMUNES permite distinguir y
diferenciar los procedimientos que se deben realizar en cada una de ellas
para garantizar la higiene en esos espacios.

* Las dreas criticas corresponden a las clinicas odontoldgicas, servicios,
hospital odontoldgico, sala de esterilizacion, laboratorio de microbiologia
de anatomopatologia.

** Las areas comunes estdn dadas por las oficinas administrativas, de
docentes, salones de clases tedricas, pasillos, hall de entrada, salas de

espera, espacios externos.

( 7 %
““mm
]
i - ¥
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4 ¥
r e
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¢ QUE NECESITA UN MICROORGANISMO PARA CRECER?

» NUTRIENTES que le aporten energia y elementos quimicos para la sintesis de

sus constituyentes celulares.

» Dependiendo de la fuente de carbono que utilizan, los microorganismos se
pueden clasificar en AUTOTROFOS si es el CO, atmosférico (microorganismos
que fotosintetizan) y HETEROTROFOS si es el carbono organico.

55



MEDIOS DE CULTIVO

Son las soluciones de nutrientes utilizadas para cultivar microorganismos en
el laboratorio.

El C debe estar en forma de carbono organico para los heterétrofos y como
CO, para los autétrofos, el N en forma de NH,, NO;- o NO,” o en forma de
aminoacidos a los que se les pueda tomar su grupo amino; el P debe estar en
forma de PO,3, el S procede de aminoacidos sulfurados o de SO,

En ciertos casos, es necesario anadir a los medios de cultivo aminoacidos o
vitaminas que determinados tipos de microorganismos no pueden sintetizar.
El conocimiento de la formula elemental del microorganismo que se cultiva
facilita la formulacion del medio de cultivo mas adecuado para el mismo.

La diversidad metabdlica de los microorganismos es tan grande que la
variedad de medios de cultivo es enorme, no existiendo un medio de cultivo
universal adecuado para todos ellos.



PEPTONAS

Mezclas complejas de
compuestos organicos,
nitrogenados y sales minerales,
que se obtienen por digestion
enzimatica o quimica de
proteinas animales o vegetales
(soja, caseina carne, etc.).

Son muy ricas en pépticos y
aminoacidos.

CONSTITUYENES HABITUALES DE LOS MEDIOS DE CULTIVO i

EXTRACTOS

Su preparacion consiste en que ciertos
organos o tejidos animales o vegetales
(carne, higado, cerebro, semillas, etc.) son
extraidos con agua y «calor vy
posteriormente concentrados hasta |Ia
forma final de pasta o polvo. Estos
preparados deshidratados son empleados
en la elaboracion de los medios de cultivo.
Los mas utilizados son el extracto de
carne, de levadura y el de malta.

AGAR

Se utiliza como agente gelificante para dar solidez a los medios de cultivo. El
componente dominante es un polisacarido que se obtiene de algas marinas

y que presenta la indudable ventaja de que a excepcion de algunos
microorganismos marinos, no es utilizado como nutriente. Un gel de agar al
1-2% se licua alrededor de los 1002C y se gelifica alrededor de los 452C,
dependiendo de su grado de pureza.
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COMPONENTES CELULARES DE LOS
MICROORGANISMOS

Q

B Azufre [ Trazas

W Carbono @ Oxigeno M Nitrogeno @ Fdésforo
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DESHIDRATADOS

» Deben ser preparados adicionando
la cantidad de agua correspondiente
en condiciones asépticas o una vez
preparados en estas condiciones lo
esterilizariamos en el autoclave.

» Su composicion es muy variable y
puede ser de tipo bdsico o mas
complejo.

>

TIPOS DE MEDIOS DE CULTIVO

YA PREPARADOS

Medios elaborados por casas comerciales
presentando un determinado control de
calidad vy caracteristicas especificas
adecuadas a cada tipo de cultivo.

Pueden presentarse en forma de placas,
en tubo, como formas solidas, en frascos,
como medios semisolidos o liquidos, en

sistemas de doble fase, etc.
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Se conoce totalmente su

composicion quimica

| SR
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c >
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| =
3 |
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Los medios solidos
inmovilizan a las células,
permitiéndolas crecer vy
formar masas aisladas
visibles llamadas colonias
que permiten visualizar la
pureza del cultivo

COMPLEJOS

Compuestos por mezclas de extractos de
materiales complejos (extracto de
levadura, extracto de carne, etc.)

se anade agente solidificante (agar) NO
consumible por los microorganismos




MEDIOS SEMISOLIDOS

** Son medios intermedios entre los medios liquidos y los sélidos donde su
proporcion en agar suele ser inferior al 0.5% pero siempre suelen presentar una
cierta cantidad que le proporcione una consistencia semisdlida.

** Ej. Agra SIM, Agar O-F Hugh Leiffson, Agar MIO (Movilidad, Indol y Ornitina).

/_/fwf/,

Agar SIM

Estudiar Movilidad, produccién de H,S, Indol

v" Tubo con medio para motilidad y produccién de H,S

v Los microorganismos moéviles muestran desarrollo difuso
hacia fuera de la linea de siembra.

v' Los microorganismos inmoviles crecen solamente a lo
largo de la linea de siembra por puncidn exterior.

v' Se observa un color Negro debido a la produccién de H,S
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En funcidn de los microorganismos que pueden crecer en ellos

GENERALES SELECTIVOS

NO favorecen NI suprimen el Favorecen el crecimiento de ciertos
crecimiento de ciertos microorganismos mientras inhiben el de
microorganismos otros (medio SPS para clostridios)
Alguno de sus componentes Combinan las 2 caracteristicas
(normalmente un colorante) anteriores (agar MacConkey para
permite identificar las colonias de un identificar Escherichia coli), permite
microorganismo de otros en un aislar E. coli a partir de una mezcla
mismo medio (medios con hematies de una poblacién mixta

para identificar colonias de

microorganismos hemoliticos)

Hay que tener un cuidado especial tanto en la
preparacion como en la seleccion de los medios si
queremos tener éxito en conseguir cultivos adecuados




MEDIO SELECTIVO Y DIFERENCIAL

Colonia Lactosa negativa

Colonia Lactosa positiva
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“Agar Sangre
Extracto de corazén y peptonas  20g Es un medio de c/ultivo gen.eral que permite el
crecimiento de gran nimero de microorganismos.
NaCl S5¢g
Agar 15¢ Se emplea para determinar las reacciones de hemolisis
Agua destilada 1000ml

Afadir 50-80 ml de sangre de cordero

a-hemdlisis: lisis parcial de los glébulos rojos,
se forma un halo verdoso alrededor de la
colonia.

B-hemdlisis: lisis completa de los glébulos
r0jos, aparece una zona transparente alrededor
de la colonia.

v-hemdlisis: no actian sobre los glébulos rojos,
no forman ningun halo.
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HEMOLISIS EN AGAR SANGRE

ASM MicrobeL ib BRSPS ToMmalty and Delis’

HEMOLISIS COMPLETA HEMOLISIS PARCIAL
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AGAR MACCONKEY

MEDIO DE CULTIVO SOLIDO

*Lleva cristal violeta, lo que
hace que sea selectivoy
diferencial

*Inhibe el crecimiento de m.o
Gram +

lactose
positive

lactose
negative

; lactose
- ~ positive
f (E. coli)

Las colonias sospechosas de
Shigella no fermentan a la lactosa

Son incoloras y transparentes

Otros microorganismos que
fermentan a la lactosa (coliformes)
son colonias rosas o rojizas( Ejem:
E.coli).
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MiNIMO DE TRANSPORTE

contiene la minima cantidad de Sirve como almacenamiento temporal
nutrientes posible que permite el a especimenes transportados o en
crecimiento de una especie. transferencia. Mantienen su viabilidad.
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PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO

+ La mayoria se encuentran comercializados bajo la forma de liofilizados a los que es
preciso rehidratar.

+ La preparacion del medio de cultivo se reduce sencillamente a pesar la cantidad
deseada del mismo y disolverla en agua destilada siguiendo las instrucciones del
fabricante.

+ Las sustancias termolabiles, se esterilizan por filtracion y se afiaden al resto de los
componentes después de que estos hayan sido previamente esterilizados en el
autoclave y enfriados a temperatura ambiente 6 a 40-502C si se trata de medios con

agar.
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adecuados (tubos, matraces, etc.).
+* Si es un medio sélido se esteriliza en el autoclave en erlenmeyer o frasco, luego
se distribuye en caliente a los tubos, matraces, placas Petri.
+* Se dejaran enfriar a temperatura ambiente y en el caso de medios sdlidos
contenidos en tubos deberan, en su caso, inclinarse para que al solidificarse
adopten la forma de agar inclinado 6 pico de flauta si tal es su finalidad.

Vista
lateral
i

g ambiente aséptico
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AGAR INCLINADO

v' Medio solido que tiene por finalidad aumentar la superficie donde se va a
producir el crecimiento microbiano una vez sembrado.

v’ Las siembras se realizaran por estria.
v' También es util para la conservacidon de cepas, porque la desecacién es menor

en medios solidos en tubo que en las placas de Petri. -
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Los caldos y medios sélidos
pueden conservarse, una vez
esterilizados, a temperatura
ambiente pero para reducir
su deshidratacion vy el
consiguiente cambio en las
concentraciones de  sus
componentes es preferible
conservarlos a 42C




> Como los microorganismos se encuentran en todas partes, resulta complicado
conservar la esterilidad del material y de los medios de cultivo durante las
manipulaciones que se realizan en el laboratorio.

» Por tanto, debemos aprender a trabajar en condiciones de esterilidad ya que esta
es la unica forma de garantizar que el unico microorganismo que crece sea aquel
que ha sido inoculado.

ESTERILIZACION

Destruccion completa de todo organismo vivo mediante procesos de
calentamiento, filtracidn o cualquier otro método fisico o quimico.

o Y



PREPARACION Y ESTERILIZACION )
DE MATERIAL Y MEDIOS DE
CULTIVO

Los métodos de esterilizacion mas utilizados son:

- FLAMEADO: Se emplea para esterilizar agujas, asas de siembra, pipetas, cuellos
de tubos y matraces, etc. Consiste en someter directamente a la accion de la llama
de un mechero los utensilios que se vayan a esterilizar.

Esterilizacion del ansa de siembra

Ansa y Aguja de siembra
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ESTERILIZACION POR CALOR SECO

+** Se usa para esterilizar material de vidrio debidamente preparado.

¢ La esterilizacion se realiza en la estufa a 180°C durante 2 horas.

* Las placas Petri de vidrio se envuelven juntas en papel, tubos de ensayo,
probetas y matraces Erlenmeyer se taponan con algodon.

+ Las pipetas se envuelven en papel después de colocar en la boquilla un trocito
de algoddn, que actua como filtro impidiendo la contaminacion del material
absorbido con los microorganismos del operador y, a la vez, actua como
protector de éste, evitando la llegada del liquido a la boca.

Diferentes tipos de Horno Pasteur
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ESTERILIZACION POR CALOR HUMEDO E

.’@r—“ﬂ-... EIE:EH
RAH

+** Se esterilizan por calor humero los recipientes que contienen los medios
de cultivo, pipetas, placas de Petri de vidrio, frascos vacios, etc.

¢ La esterilizacion se realiza en el autoclave o en olla a presidon a 120°C, a
1-2 atmosferas durante 15-20 minutos.




TR AL

Usada para la esterilizacion de medios de cultivo

VI.

VILI.

AUTOCLAVE

| STERILMATIC

T T
-+ ol 111
LT

Se pone agua en el fondo hasta cubrir las resistencias.

Se introduce el material y se cierra la tapa con los tornillos.

Se enciende el autoclave y se espera hasta que desprende un
chorro de vapor por la espita, lo que indica que todo el aire
frio que contenia el autoclave ha sido eliminado.

Se cierra la espita y se sigue calentando hasta que el
mandémetro senale 1-2 atmodsfera, manteniendo esta presion
durante 15 minutos.

Se apaga y se deja descender la temperatura hasta que el
mandémetro marque cero.

Se abre la espita y la no salida de vapor indica que la presion
interna ha cesado.

Se abre el autoclave.
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Ley general de los gases AUTOCLAVE

PXV=nNnXRXT === Al P la Presion, P la T° de ebullicion

T®putoq = 120,6°C HmmE)  Presion Absoluta ., = 2,066 kg/cm?
=~ 1,4 kg/cm?

Cte La que soporta el fluido encerrado = Cte
Presion Absoluta = Presion manométrica + Presion atmosférica local v /

Ajustar la Presion manométrica

Presion manomeétrica = Presion Absoluta - Presion atmosférica local

Presion atmosférica S.S de Jujuy = 0,88 kg/cm?

P = 2,066 kg/cm?- 0,88 kg/cm? = 1,186 kg/cm? = 1,2 kg/cm?

man S.S™

Presion atmosférica La Quiaca = 0,67 kg/cm?

P = 2,066 kg/cm?- 0,67 kg/cm? = 1,396 kg/cm?

man LQ™

77



ESTERILIZACION POR FILTRACION

El calor es un método muy eficaz para esterilizar la mayoria de los liquidos,
e incluso se puede utilizar en el tratamiento de gases.

La filtracion es un método que consigue descontaminar e incluso esterilizar
los objetos sin tener que exponerlos a un calor desnaturalizante.

El liquido o el gas se pasa por un filtro, que es un dispositivo con poros
pequeios para que NO pasen los microorganismos, pero suficientemente
grandes para permitir el paso de un liquido o un gas.

El tipo de filtro de esterilizacion seleccionado dependera del tamaino de las
sustancias contaminantes que se quieran excluir.

Algunas células microbianas pueden medir mas de 10 um de diametro,
mientras que las mas pequenas tienen un diametro inferior a 0,3 um.
Tradicionalmente, los métodos de filtracion selectiva se utilizaron para
definir y aislar virus, cuyo diametro oscila entre los 25 nm y los 200 nm (0,2

pm).



FILTRACION

Para esterilizar sustancias sensibles al calor

» Algunas soluciones (vitaminas, antibidticos, etc.) no pueden ser esterilizadas
por calor ya que sufririan graves alteraciones.

> Los preparados que contienen compuestos termoldabiles son esterilizados por
filtracion.

> Todo el equipo de filtracién es previamente esterilizado en el autoclave.

- tf ‘

Medio a esterilizar ’ ——1

— Embudo -
— -
< Filtro de celulosa L
=3

—— Plataforma de vidrio

—  Medio estéril

filtros descartables
acoplados a jeringas




La filtracion se realiza
utilizando una jeringa,
una bomba, o el vacio
para hacer pasar el
liquido a través del
aparato de filtracion y
recolectarlo en un
recipiente esterilizado.

FILTROS DE MEMBRANA

* Son los que se usan mas habitualmente en los

laboratorios de microbiologia para esterilizar liquidos.

s Los filtros de membrana se componen de polimeros

con una elevada resistencia (acetato de celulosa,
nitrato de celulosa o la polisulfona) diseinados para
presentar numerosos poros o agujeros diminutos




OBSERVACION DE MICROORGANISMOS

Con microscopio optico
Observacion en fresco

1.- Depositar una gota de agua en un porta y con el ansa de
siembra estéril tomar una muestra del tubo con el
microorganismo.

2.- Mezclar las bacterias con el agua sin extender la muestra.
Colocar un cubreobjetos encima de la suspension bacteriana y
observar al microscopio, anotando la forma de la bacteria y si
presenta movilidad

Observacion con tinciones

- Tincion simple: se emplea 1 solo colorante.

- Tincién diferencial: se emplea mas de 1 colorante y se ve el
comportamiento de las bacterias frente a ellos.

- Tincidon negativa: Lo que se colorea es el medio que rodea al
microorganismo permaneciendo éste sin tefliir.




METODOLOGIA PARA ANALISIS MICROBIOLOGICOS

PREPARACION DE MUESTRAS Y TECNICAS GENERALES DE CULTIVO

** En microbiologia, un cultivo es un método para la multiplicacion de
microorganismos en el que se prepara un medio éptimo para proporcionarles
las condiciones fisicas, quimicas y nutritivas adecuadas para que puedan
multiplicarse de forma controlada.

* Un cultivo es empleado como un método fundamental usado en medicina
humana, agropecuaria y veterinaria para el estudio de las bacterias y otros
microorganismos que causan enfermedades.

L)

L)
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+¢ Un microorganismo se puede sembrar en un medio liquido o en la superficie

de un medio sélido de agar.

Los medios de cultivo contienen distintos nutrientes, desde azucares simples
hasta sustancias complejas como sangre o extracto de caldo de carne.

Para aislar o purificar una microorganismo a partir de una muestra formada
por muchos tipos, se siembra en un medio de cultivo sélido donde las células
que se multiplican no cambian de localizacion; tras muchos ciclos
reproductivos, cada bacteria individual genera por fision binaria una colonia
macroscopica compuesta por decenas de millones de células similares a la
original.

Si esta colonia individual se siembra a su vez en un nuevo medio crecera como
cultivo puro de un solo tipo de microorganismo.

La diferencia entre un medio de cultivo sélido y uno liquido es que el medio de
cultivo solido contiene un 1,5-2% de agar, mientras que el medio liquido NO.




CRECIMIENTO MICROBIANO

Es el aumento del nimero de microorganismos a lo largo del tiempo.

NO nos referimos al crecimiento de un UuUnico microorganismo que

denominaremos ciclo celular, sino al demografico de una poblacidn.

»* A lo largo del ciclo celular tiene lugar la replicacion del material genético, la
sintesis de componentes celulares, la elongacion para alcanzar un tamaifo doble
del inicial y su division por biparticion para dar lugar a 2 células hijas.

s La duracion del ciclo celular coincide con el TIEMPO DE GENERACION.

* El crecimiento de una poblacidon resulta de la suma de los ciclos celulares de

todos los individuos de dicha poblacion.

&
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CULTIVOS ASINCRONICOS CULTIVOS SINCRONICOS QY

En un momento determinado en un Todas las células se encuentran
cultivo se encuentran células que simultineamente en la misma
acaban de dividirse, otras que estan fase del crecimiento celular.

replicando su ADN, otras que estan
creciendo, otras que estan iniciando
la division celular, etc.

+» Las poblaciones de microorganismos crecen de forma explosiva en un periodo de
tiempo muy reducido.

+* El efecto de los microorganismos en la mayoria de los casos depende del niimero.

+* Entender cdmo se produce el crecimiento microbiano es importante para poder
evitar o reducir sus efectos nocivos y potenciar los beneficiosos.



CUANTIFICACION DE MICROORGANISMOS
MEDICION DEL CRECIMIENTO MICROBIANO

» Determinacion del nimero de microorganismos en una muestra.

» Determinacion de la actividad metabdlica, biomasa y proteinas.
METODOS PARA EL CONTEO DE MICROORGANISMOS
VIABLES TOTALES

UFC NMP Recuento en camara de Neubauer y
Numero mas probable Petroff-Hausser

Dilutions 1:10 1:100 1:1000 1:10,0 1:100,000 L2
1ml 1ml 11 ml 11 mi 11 ml ;
[
e 2 { |l
‘: 7 b _ MEDICION
.o . Vd y R TURBIDIMETRICA
Plating T b d t & Lz ircidente | Lz NO
urpidaimertria dispersada
Limpara
1:10 1:100 1:1000 11:10,000 1:100,000

Muostia Liz dispersada

L> MEDICION
NEFELOMETRICA



porta con pocillos
superficiales y rejilla

(a) Se pipetea una suspension de células en el
porta, en el borde del cubre, rellenando la
camara de recuento por capilaridad. En unos
minutos sedimentan las ¢élulas en el fondo v
se puede empezar el recuento

{5 Se cuentan las células bacterianas de uno
de los 25 cuadrados de mayor tamano; en este
caso hay 12 bacterias. En la praclica se cuentan
las bacterias de varios cuadrados grandes y se
hace la media. El nGmero en el cuadrado gran-
de multiplicado por 25 es el nimero en 0,02
mm?, El nimero multiplicado por 50 es el
namero en 1 mm*. Este nimero multiplicado
por 1000 es el namero en un mililitro (un
centimetro cGbico). En este ¢aso:

12 % 25 % 50 % 1000 = 1,5 % 107 células/ml

Si se cuentan las células de un cuadrado
pequefio, el ndmero se multiplica por un factor
de 16 (16 % 25 x 50 % 1000 = 20 000 000).
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NORMAS DE BIOSEGURIDAD EN EL LABORATORIO

ok

Ty
O]

> #
NDE

+* Conjunto de medidas y normas preventivas, destinadas a mantener el control de

L)

riesgos laborales procedentes de agentes bioldgicos, fisicos o quimicos, logrando
la prevencion de impactos nocivos frente a riesgos de la actividad del laboratorio,
asegurando que el desarrollo o resultado final de dichos procedimientos no
atente contra la seguridad del trabajador.

La bioseguridad nos ayuda a lograr actitudes y conductas que disminuyen el
riesgo del trabajador y sobre todo del estudiante en cuanto a su salud, de
adquirir infecciones en el medio laborar, prestar la debida atencion a cada

experimento o practicas que se llevara a cabo, estar concentrados.

EVITAR ACCIDENTES, RIESGOS Y PROTEGER AL PERSONAL

DOCENTE, ADMINISTRATIVO Y ESTUDIANTES
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EN EL LABORATORIO @

s+ USAR GUARDAPOLVO, GUANTES,
BARBIJO, LENTES

s+ EN LA MESADA SOLO MATERIALES
DE TRABAJO

s SENTARNOS SOLO EN LAS SILLAS
“+ NO COMER, BEBER NI FUMAR
¢ CABELLO RECOGIDO

“* CONOCIMIENTO DE LOS
MATERIALES Y EQUIPOS
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MANTENER EL ORDEN Y LIMPIEZA

- LIMPIAR LA

MESADAS ANTES
Y DESPUES DE
TRABAJAR

DESCARTAR LOS
MATERIALES
CONTAMINADOS
EN RECIPIENTES
ESPECIALES

DESCARTAR
MATERIALES NO
CONTAMINADOS
EN LA BASURA::



FRENTE A CUALQUIER ACCIDENTE

AVISAR INMEDIATAMENTE AL DOCENTE RESPONSABgIz.E



LAVARSE LAS MANOS

i* ANTES Y DESPUES DE TRABAJAR
&\ CON MUESTRAS O CULTIVOS

_ - ANTES DE SALIR DEL LABORATORIO
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BIOSEGURIDAD

Simbolo Internacional de
Riesgo Biologico

Acciones y medidas de evaluacidon, monitoreo, control y prevencion que
se deben asumir en la realizacion de actividades con agentes biologicos,
con el objeto de prevenir, evitar o reducir los posibles riesgos que dichas

actividades pudieran ocasionar a la salud humana o al medio ambiente y
la diversidad bioldgica.



Requerimientos Generales de Laboratorio 2

* Supervisor experto

* Personal experto

* Conocedor de los riesgos potenciales

* Conocedor de las practicas y técnicas

* Manual de bioseguridad especifico para el

laboratorio



LOS PRINCIPIOS BASICOS DE
BIOSEGURIDAD

Tiene tres pilares que sustentan y dan origen a las
Precauciones Universales

MEDIDAS DE
ELIMINACION

BARRERAS DE
PROTECCION

UNIVERSALIDAD
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* UNIVERSALIDAD:

Todo el personal debe seguir las precauciones estandarizadas
de manera rutinaria para prevenir todas las situaciones que

puedan dar origen a accidentes. Estas precauciones, deben ser
aplicadas por y para TODAS las personas.
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RRERAS PROTECTORAS:

-]
»
(@R W )
Oc
eSS C
2000 ACCENDE

~+ Son los elementos que protegen al operario.

eUso de barreras fisicas, (guantes), mecanicas (esterilizacion) o
guimicas (soluciones antisépticas).

eUso de barreras: Evitar la exposicion directa a agentes
biolégicos infecciosos o sustancias potencialmente
contaminantes, mediante la utilizacion de materiales adecuados
que se interpongan para evitar el contacto con estos agentes y
sustancias. La utilizacion de barreras (ej. bata de laboratorio,
delantal, guantes, lentes de proteccion, mascarillas, etc.) no
evitan los accidentes de exposicion a estos fluidos, pero
disminuyen las consecuencias de dicho accidente.




e Guantes

 Mascarilla

 Bata o delantal

e Gorro

* Lentes
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liminacion de material de laboratorio

eMedios de eliminacion de material contaminado:
Comprende el conjunto de dispositivos y procedimientos
adecuados a través de los cuales los materiales bioldgicos y
quimicos utilizados en los laboratorios son depositados para
su almacenamiento y posterior eliminacion sin que se
presente ningun riesgo.

Ropa inadecuada para usar en el laboratorio




RIESGO BIOLOGICO

Cualquier microorganismo (virus, bacterias, arqueas, hongos o
parasitos), con inclusion de los OGM, los cultivos celulares o
endoparasitos humanos, susceptibles de originar cualquier tipo
de infeccion, alergia o toxicidad

Dentro del laboratorio la contaminacion puede deberse a la
formacion de aerosoles, la ingestion, la exposicion de las
membranas mucosas o la inoculacidn accidental. Los aerosoles
son considerados el modo de transmision mas peligroso de un
agente infeccioso. Los aerosoles pueden generarse por la
manipulacion de liquidos, la fragmentacion de tejidos, la
preparacion de placas con microorganismos o el empleo
inapropiado de los equipos de laboratorio, que incluye a las
centrifugas, o rotura de tubos con cultivos celulares.




Medidas de prevencion

- Equipos adecuados.

- Reglas de conducta en el laboratorio adecuadas.

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

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.



=" Niveles de contencién del laboratorio E

*El laboratorio debe contar con el suficiente espacio para trabajar
sin que exista la posibilidad de chocar con los equipos o las
personas.

eLas superficies de paredes, techos y suelos deben ser
impermeables y de facil limpieza.

eLas mesas de trabajo seran impermeables y resistentes a acidos,
alcalis, disolventes organicos y calor moderado.

eLos armarios deben contener objetos de uso inmediato y se debe
tratar de evitar el desorden en las mesadas de trabajo y areas de
paso.



accesible.

eLas puertas deben ser resistentes al fuego, de

autocierre y con paneles trasparentes.
eSe debe disponer de un autoclave para
descontaminar los residuos que genere el laboratorio.

eLa ropa del personal debe guardarse en areas

separadas de la de trabajo.

*El delantal es de uso exclusivo dentro del
laboratorio. Se debe evitar terminantemente
circular con éste fuera del laboratorio.
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Cabinas de seguridad biolégica E

Las cabinas de seguridad bioldgica son un sistema de contencion
primaria, ya que impiden la difusion del material bioldgico
potencialmente peligroso. Estan disenadas para proteger al usuario,
a sus companeros, a la poblacion en Gral y al medio ambiente, de
los riesgos asociados al manejo de material infeccioso y otros
materiales biolégicos peligrosos, excluyendo productos radiactivos,
toxicos y corrosivos, para los cuales se recomiendan otros tipos de
cabinas.

Las cabinas se clasifican en tres categorias de acuerdo al nivel de
proteccion garantizado para el operario y el ambiente.

La eleccion de una cabina de seguridad bioldgica viene
determinada por el riesgo asociado al agente bioldgico.



Cabinas de seguridad biolégica. Clase |

(o Cabinas de Flujo Laminar)

Se emplean con agentes bioldgicos de bajo riesgo; protegen a
la muestra, pero no al trabajador ni al ambiente de
contaminaciones eventuales. El aire externo es aspirado
dentro de la cabina tras ser filtrado por un filtro HEPA (High
Efficiency Particle Arresting, high-efficiency particulate
arresting o high-efficiency particulate air) y se expulsa al

exterior, moviendo un flujo de aire unidireccional o laminar.

Q



Flujo Laminar horizontal 1

El aire se mueve desde la parte posterior de la cabina, donde esta
alojado el filtro HEPA, hacia el operador. El aspecto negativo es que
el operario no tiene ningun tipo de proteccion, pues sobre el incide
directamente el flujo de aire que sale de la cabina. Estas cabinas
son por tanto indicadas cuando lo que prime por encima de todo
sea la proteccion de la muestra y no del operario.

Vs Aire Externo )
. Aire Estéril W)
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Flujo Laminar Vertical 2

El aire viene del filtro HEPA situado en la parte superior de la
camara y baja verticalmente hasta la superficie de trabajo. Puesto
que la cabina esta continuamente tomando el aire por la apertura
frontal, el usuario tiene cierto nivel de proteccion frente a las
muestras manipuladas, debido a dicha barrera de aire frontal (sin
que esto garantice completamente la proteccion del operario y
tampoco que la cabina sea apta para trabajar con material

patdégeno). =~ Aire Externo  mmp
= Aire Estéril  mmp
@ Aire recirculado
4 )
ESEEEEEEEE|
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abinas de seguridad bioldgica. Clase IID{

Se emplean con agentes bioldgicos de riesgo moderado;
protegen al trabajador, al ambiente y a la muestra de los
riesgos biologicos leves o moderados o de una
contaminacion eventual. El aire exterior es aspirado y
transportado a la zona de trabajo tras ser purificado por un
filtro HEPA. El aire extraido también es filtrado por un filtro
HEPA antes de ser expulsado al exterior.



\

.I flujo laminar que proviene del filtro protege el producto,
Eaby mientras que el procedente del exterior de la cabina protege al
operador. Ambos flujos de aire son conducidos a través de unas
rejillas situadas en la parte delantera y trasera de la superficie
de trabajo para luego ser redistribuido el aire.
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' Cabinas de seguridad biolégica. Clase III‘?

Se emplean con agentes bioldgicos de alto riesgo (grupos de
riesgo 3 y 4); estan herméticamente selladas y el ambiente
interno es mantenido bajo presion negativa.

Este tipo de cabinas garantizan la proteccion casi total del
trabajador, el ambiente y la muestra. El aire que entra pasa a
través de un filtro HEPA, cruza la superficie de trabajo y pasa
a través de dos filtros HEPA o a través de un filtro HEPA y un
incinerador, antes de ser expulsado al exterior.

Las cabinas de Clase lll se encuentran normalmente en
laboratorios con muestras de alto nivel de contaminacion y
de acceso estrictamente controlado.



Segundo Filtro de Escape

Pre-Filtro

Filtro del Suministro de Aire

Area de Trabajo con
Presion Negativa

Ventilador de
Escape

Ventilador
de Escape

Primer Filtro de
Escape

Aire Externo
Aire Contaminado

Aire limpio

SolcSineks
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SELECCION CABINAS Q

NIVEL RIESGO

PROTECCION (PATOGENOS)

PERSONAL PRODUCTO AMBIENTE
NO Sl NO




AGENTES BIOLOGICO
DEL GRUPO DE
RIESGO

RIESGOBE PROFILAXIS O

TRATAMIENTO EFICAZ

RIESGO INFECCIOSO PROPAGACION
A LA COLECTIVIDAD

Poco probable que Bacillus Subtilis,
cause No Innecesario Hepatitis canina, E.
enfermedad coli, varicela
Pueden causar una Hepatitis B, hepatitis

enfermedad y C, gripe,

o Poco Posible
constituir un enfermedad de
. Probable generalmente
peligro para los Lyme, salmonelas,
trabajadores VIH.
Antrax (carbunco),
Puede provocar una .
EEB, paperas, virus
enfermedad grave y . .
o . . . del Nilo Occidental,
constituir un serio Posible )
. Probable SARS, viruela,
peligro generalmente s
tuberculosis, tifus,
para los . .
. fiebre amarilla,
trabajadores
hanta, dengue.
Fiebre hemorragica
Provocan una . . .
boliviana, fiebre
enfermedad P .
. . hemorragica
grave y constituyen No conocido ) -
. Elevado ) argentina, virus de
un serio en la actualidad .
. Marburgo, fiebre
peligro para los . .
. hemorragica del
trabajadores

Ebola,



Reglas para trabajar en el laboratorio

S5 ™ ity
’I:;%'/'"'rﬁayor parte de la contaminacion debida a los agentes infecciosos ocurfe
como consecuencia de los errores humanos. Para eliminar o limitar el riesgo
de contaminacion se deben definir una serie de reglas de trabajo e higiene
que tienen en cuenta todos los aspectos de este trabajo, desde la
organizacion del laboratorio a la conducta que debe adoptar cada trabajador
durante sus actividades.

Como regla general de conducta para las Buenas Practicas de Laboratorio hay
una serie de normas que cada persona debe seguir, con el fin de eliminar o
limitar el riesgo presente en el ambiente de trabajo, y garantizar la calidad de
cada trabajo.

eEsta prohibido comer, beber, masticar chicle, almacenar alimentos, fumar,
aplicarse cosméticos y manipular lentes de contacto en el laboratorio. Los
lentes de contacto estan permitidos solamente cuando no sea posible usar
otro tipo de lentes. >
*El acceso al laboratorio debe estar estrictamente controlado. & .
eMantener las puertas cerradas durante la experimentacion. N




so del delantal es solo para el laboratorio, esta prohibido el uso

i g
7 =

) =Y W

.

prendas de laboratorio en: biblioteca, comedores, aulas puras, salas
reuniones, oficinas administrativas y otras areas comunes ajenas al
laboratorio).

*En caso necesario, se deben usar guantes. Usar protectores de cara, lentes
de seguridad y/o mascarillas para proteger la cara o los ojos de salpicaduras,
sustancias corrosivas, luz UV u otras radiaciones.

*El pelo largo debe llevarse recogido y las uias cortas y limpias.

eLavarse las manos al inicio y al final del trabajo en el laboratorio, y cada vez
que se sospeche contacto con material contaminado.

*El laboratorio debe mantenerse ordenado y limpio. En las superficies de
trabajo debe minimizarse el material que no sea pertinente al mismo. No
colocar sus pertenencias (bolsas, mochilas, etc.) sobre las mesas de trabajo.
eEsta terminantemente prohibido pipetear con la boca.

oAl finalizar la tarea, deben limpiar y descontaminar las superficies de
trabajo. En caso de haber derramado material contaminado, deberan
proceder inmediatamente a descontaminar el area afectada.

eTodos los accidentes o derrames de material que ocurran durante la
practica, deben ser comunicados al docente que la imparte.



RECOMENDACIONES AL REALIZAR LOS EXPERIMENTOS

Tomar nota de los datos, observaciones y de los resultados en el momento en
el que se obtienen.

Se sugiere la anotacion de los procedimientos el mismo dia que fue realizado
ya que al postergarlo el informe no seria del todo veridico ya que contaria con
muchas inexactitudes, por eso al realizar los experimentos debemos tomar
nota inmediatamente.

Consultar con el profesor en caso de duda.

Leer cuidadosamente las etiquetas de los frascos de reactivos y sustancias
peligrosas antes de usarlas.

Regresar los frascos de reactivos, tapados y colocados correctamente a su
lugar.

Para extraer una cantidad determinada de algun reactivo sélido de un frasco,

se emplea la espatula de acero inoxidable o de plastico.



Al requerir una determinada cantidad de reactivo sdlido se debe extraer del frasco
original una cantidad menor de la requerida e ir midiendo poco a poco hasta
obtener la cantidad deseada para asi evitar tener una cantidad sobrante del
reactivo porque de ser asi el reactivo tendra que ser desechado.

Mantener el lugar de trabajo limpio y ordenado

El material de vidrio se limpia con detergente o alcohol enjuagado varias veces.
Nunca tener liquidos inflamables como alcohol, cetona, etc. cerca de un mechero.
Nunca flamear la boca de los frascos que contengan liquidos inflamables.

Al finalizar el experimento cerrar la llave del mechero.

Mantener las llaves de los cafios cerrados mientras no se utilizan.

Al terminar, los papeles, materiales desechables y sustancias solidas se colocan en
el tacho de basura, mientras que los liquidos a depdsitos rotulados con este fin.

NO DESECHAR SUSTANCIAS DIRECTAMENTE AL DESAGUE



Riesgo eléctrico  Materias Materias Materias

tdxicas inflamables corrosivas
Materias Baja Riesgo Materias

radioactivas temperatura biologico explosivas

L!/




Materias nocivas Materias Prohibido
comburentes fumar

"q Proteccidn "Proteccion Proteccidn
w» I obligatoria obligatoria obligatoria

de la cara de las manos de las vias




Manguera para
incendios

Extintor

-~ Lavado de ojos Ducha de seguridad




juridad...

= Empieza por ustedes
= Los sigue por donde vayan
= Y continua donde ustedes la dejaron...

= Tengan presente que pueden estar llevando
algo mas consigo en sus manos o en la ropa!
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