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PRESENTACION

En el laboratorio de Ecologia Microbiana se trabaja con microorganismos vivos,
muestras de agua y suelo contaminados, ya que siendo patdgenos o potencialmente

patdgenos, debe tenerse gran cuidado y, realizar los analisis teniendo en cuenta las

indicaciones impartidas por el docente.
Para el profesional de la bacteriologia el profundizar en el conocimiento de la

ecologia de los microorganismos se constituye en un ambito de accién para su

desarrollo profesional.
Este manual es creacion propia del docente y se constituye en material idéneo para

el desarrollo de las practicas disciplinares del laboratorio del area industrial.

Péagina 4 de 50
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NORMAS GENERALES DE BIOSEGURIDAD EN EL LABORATORIO

Utilizar siempre los elementos de barrera de proteccion apropiados segun las
necesidades: bata, gorro, guantes, tapabocas y gafas etc. Nunca circular con ropa
de calle y/o cambiarse de ropa dentro del Laboratorio.

e Siempre respetar las sefializaciones de Bioseguridad.

e Reportar siempre a su docente los accidentes ocurridos en el Laboratorio.

e Lavese las manos vigorosamente antes y después de efectuar un
procedimiento.

e Los elementos cortopunzantes como agujas, lancetas y otros, deben ser
desechados con precauciones para evitar lesiones (utilice siempre el
guardian).

e Si padece lesiones exudativas o dermatitis debe evitar el contacto con los
pacientes y con los equipos de trabajo, hasta que estas sanen.

e Ultilice siempre dispositivos de pipeteo mecénico en el manejo de liquidos y
reactivos, nunca bucal.

e Absténgase de comer, beber o fumar en el laboratorio.

e Es responsabilidad de cada estudiante el manejo del reactivo al que tenga
acceso, conozca todos los simbolos de riesgo para el manejo de las
sustancias.

e En caso de derrames neutralice, desinfecte y luego limpie el derrame con un
material absorbente.

e Nunca debe esterilizar material limpio con contaminado.

e Utilizar adecuadamente los equipos y proporcionarles un mantenimiento
conveniente y permanente, Si un equipo se contamina con una muestra
biolégica, debera ser descontaminado con hipoclorito de sodio al 7% y luego
limpiarlo de acuerdo con las especificaciones del fabricante.

e En caso de rompimiento de un tubo o derrame en la centrifuga apaguela
inmediatamente y espere treinta minutos antes de abrirla para evitar la
formacién de aerosoles.

e Alinicio y al final de una practica de laboratorio o después de salpicaduras
con sangre u otros liquidos corporales, las superficies de las mesas deberan
ser descontaminadas con una solucién de hipoclorito de sodio al 7%.

e Todo material contaminado debera ser eliminado en bolsa roja.
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PLAN DE TRABAJO

1. No se permite la entrada al laboratorio de estudiantes diferentes al grupo de

practica.
2. Consulte el cronograma de laboratorio y antes de la fecha programada lea la
los

practica correspondiente y realice el plan de trabajo especificado en la

respectiva guia.
las preparaciones que encuentra montadas en

3. No desenfoque
microscopios para su observacion.
4. Defina su propio objetivo, para cada laboratorio, el cual debe ser consignado

en el portafolio.
5. Avise al Docente cualquier accidente tales como cortaduras, quemaduras o

derramamiento de reactivos.
6. Tome las precauciones necesarias para evitar accidentes.

7. El estudiante debe llevar a cada laboratorio sus implementos de trabajo en

forma individual.
8. Sea puntual en el horario y evitese asi la falta de asistencia, las cuales segun

el reglamento acarrean la perdida de la asignatura.
9. Lleve siempre el manual a la practica. El es la guia para el correcto
desenvolvimiento de la practica, pues de otra forma se entorpece la

realizacion de esta.
10. Anote cuidadosamente los resultados de la practica, no solo debe tener en
cuenta la informacién proporcionada por el docente y el manual, sino también
sus observaciones, inconvenientes de la practica y conclusiones, estos

pueden ser solicitados y/o evaluados en cualquier momento.
12. Los informes de laboratorio deben consignarse en el portafolio de manera
Individual y se sustentaran cuando la docente lo estime conveniente y de

debera contener los siguientes items:
P&gina 6 de 50
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Titulo
e Objetivo general.
e Objetivo especifico.
e Desarrollo de la préctica.
e Resultados obtenidos.

e Discusién de resultados (estos se hacen comparando los resultados
con las Normatividad vigente.)

e Conclusiones.

e Bibliografia consultada.

MATERIALES PARA TODAS LAS CLASES
% Colores.
% Laminas portaobjetos.
% Laminas cubreobijetos.
% Asaen aroy en punta.
% Cinta de enmascarar.
% Marcador de vidrio.

% Elementos de bioseguridad.

INDISPENSABLES EN TODOS LOS LABORATORIOS

Programa de Bacteriologia Pégina 7 de 50
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PRACTICA N°1

IDENTIFICACION DE ALGAS COMO BIOINDICADORES DE CONTAMINACION
ACUATICA

IINTRODUCCION

Un alga (Algae L. 1751) es un organismo con capacidad de realizar la fotosintesis

oxigénica y obtener el carbono organico con la energia de la luz del Sol, diferente

de una embriofita o planta terrestre. Casi siempre viven en un medio acuatico

(alguna excepcion colonizo la superficie terrestre, pero no de la forma espectacular

en que lo hicieron las embriofitas) y pueden ser unicelulares o pluricelulares. En la
definicion moderna del término se consideran solo organismos eucariotas. (1)

[I.LOBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

e Conocer la morfologia de los diferentes tipos de algas mas comunes
encontradas en los cuerpos de agua que rodean la ciudad de Cartagena.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Adquirir destrezas en la observacién microscopica para la identificacion de
algas.

e Elaborar un listado con los tipos de algas mas comunes encontrados en los
diferentes cuerpos de agua que rodean la ciudad de Cartagena.

e |dentificar las especies de algas Uutiles en un posible proceso de
biorremediacién de un determinado cuerpo de agua.

Programa de Bacteriologia P&gina 8 de 50
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I.METODO
-Microscopia.

IV FUNDAMENTO

Desde hace 100 afios las algas se utilizan como indicadores de la contaminacién
con aguas negras domésticas y de la purificacion natural de los cuerpos de aguas.

También se consideran utiles como bioindicadoras: en la contaminacion de aguas
subterrdneas con aguas superficiales, del avance de las alteraciones en las aguas
negras de los tanques de oxidacion, en la contaminacion de las aguas de mar y
estuarios, del pH y la temperatura en rios o lagos, de la toxicidad en efluentes
industriales y por ultimo de la relativa abundancia de ciertos productos quimicos,
como cloruro sédico, hierro y fosfato calcico.

Asi mismo, las algas constituyen la materia prima que se usa industrialmente para
fabricar alginato sdédico, agar, yodo, tierra de Diatomeas Yy varios productos
alimenticios que son base de la dieta de paises tales como Japén, China, Hawai,
Filipinas e Irlanda, cuya principal fuente proviene de algas marina. Las algas
procedentes de agua dulce son usadas como potenciales productores de proteinas
y carbohidratos.

V. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS
e Microscopio.
e Placas de algas fijas en aguas y suelos.
e Papel de arroz.

VI. MUESTRA

Agua Superficial (cuerpos de agua superficiales, cafos, lagunas, pozas.)

VII. PROCEDIMIENTO

- Enfocar el microscopio en 10x y 40x comenzar y comenzar la
busqueda de estructuras coloreadas en forma de zig-zag hasta
recorrer todo el campo.

Programa de Bacteriologia P&gina 9 de 50
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- Dibujar las estructuras en su portafolio, luego identificarlas con la
ayuda del atlas de algas.

NOTA: Ver Anexo 1. ATLAS DE MICROORGANISMOS DE VIDA LIBRE
VIRTUAL Y FiSICO (2).

VIIl. TALLER:

1. Investigue ¢ cuales son los principales géneros de Microalgas en el Caribe

colombiano?
2. Mencione 3 utilidades de las Microalgas en la naturaleza.

Programa de Bacteriologia Pégina 10 de 50
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PRACTICA N°2

IDENTIFICACION DE PROTOZOOS DE VIDA LIBRE

[.INTRODUCCION

La vida microscopica en el océano es muy diversa, compuesta por los procariontes
unicelulares (bacterias y arqueas), eucariontes unicelulares (como el fitoplancton y
las protistas) y el zooplancton multicelular. Cada uno de estos grupos de organismos
juega un papel esencial en el medio ambiente marino.

Mas adelante, se describirdn algunos microorganismos que se estudiaran en esta
practica.

[I.LOBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

e Identificar la morfologia de los diferentes tipos de protozoarios mas
comunes, encontradas en los cuerpos de agua que rodean la ciudad de
Cartagena.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Adquirir destrezas en el procedimiento de recoleccion, manejo y
observacion de la muestra de agua bajo el microscopio para la
identificacion de protozoos.

e Elaborar un listado con los tipos de algas mas comunes encontrados en los
diferentes cuerpos de agua que rodean la ciudad de Cartagena.

Il METODO.

Microscopia

Programa de Bacteriologia Pégina 11 de 50
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IV.FUNDAMENTO TEORICO

Los protozoos o protozoarios (del griego TTpTo¢ "primero” y {@ov "animal") son
organismos microscopicos, unicelulares eucariotas; heterotrofos, fagoétrofos,
depredadores o detritivoros, a veces mixotrofos (parcialmente autotrofos); que viven
en ambientes humedos o directamente en medios acuaticos, ya sean aguas saladas
0 aguas dulces (3).

La reproduccion puede ser asexual por biparticion, y también, sexual por
isogametos 0 por conjugacion intercambiando material genético. En este grupo
encajan taxones muy diversos con una relaciéon de parentesco remota, que se
encuadran en muchos filos distintos del reino Protista, definiendo un grupo
parafilético, sin valor en la clasificacién de acuerdo con criterios cladisticos.

Dentro de este variado grupo se encuentras las amebas de vida libre, ampliamente
distribuidas en la naturaleza, siendo multitud las especies aisladas de la tierra,
aguas tratadas para consumo, agua de mar o lagos de aguas termales.

Entre las amebas de vida libre que tienen capacidad patogena para el hombre v,
por tanto, denominadas anfizoicas por su capacidad de adaptacion a la vida
parasitaria destacamos dos géneros: Acanthamoeba y Naegleria descubiertas en
1965 por Fowler y Carter, respectivamente. Entre las especies pertenecientes a
estos dos géneros destacamos, por la importancia que presentan en el
hombre, Naegleria fowleri Carter 1970 y varias especies de Acanthamoeba. En el
siguiente laboratorio identificaremos las diferentes formas de amebas mas comunes

(4).

V.MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

e Microscopio.
¢ Placas fijas de protozoos.
e Papel de arroz.

VI. MUESTRA

Agua Superficial (cuerpos de agua superficiales, cafos, lagunas, pozas.)

Programa de Bacteriologia Pégina 12 de 50
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VII. PROCEDIMIENTO

- Enfocar el microscopio en 4x,10x y 40x y comenzar la busqueda de
estructuras coloreadas en forma de zig-zag hasta recorrer todo el

campo.
- Dibujar las estructuras en su portafolio, luego identificarlas con la
ayuda del atlas.

NOTA: Ver ATLAS DE LABORATORIO DE ECOLOGIA MICROBIANA.

VIII.TALLER:

1. Describa las principales caracteristicas de las diferentes protozoarios

identificados.
2. ¢A qué patologias se asocian los protozoos hallados? En caso de que

existan. Justifique su respuesta.
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PRACTICA N°3

OTROS MICROORGANISMOS DE VIDA LIBRE

I. INTRODUCCION

Los microorganismos de vida libre a aquellos que pueden vivir en un medio sin
requerir de otros organismos. Por ejemplo, las microalgas que realizan fotosintesis
para alimentarse, los microorganismos saproéfitos que se alimentan mediante la
descomposicion de materia organica.

En esta practica estudiaremos otros microorganismos de interés que viven
libremente y, son importantes en la biorregulacion de los ecosistemas.

II. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

¢ Identificar la morfologia de los diferentes microorganismos de vida libre
hallados en los cuerpos de agua superficiales.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Adquirir destrezas en el montaje, observacion de la muestra de agua bajo el
microscopio para la identificacion de otros microorganismos de vida libre.

e Elaborar un listado con otros microorganismos de vida libre importantes
como bioindicadores de contaminacién hidrica.

1. METODO

Microscopia.
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IV.FUNDAMENTO TEORICO

Los protistas comprenden un grupo heterogéneo de eucariontes microscopicos en
el que se encuentran a los protozoarios, las algas y a los mohos mucosos; estos
organismos evolucionaron desde hace 1.5 hasta 2 billones de afios a partir de los
organismos procariéticos tras de una serie de eventos de endosimbiosis. El papel
gue desempeifian estos organismos en el medio ambiente son muy importantes: los
protozoarios controlan la abundancia de las bacterias mediante su capacidad
fagotrofica, las algas fijan el carbono en el océano en tanto que los mohos mucosos
crecen sobre la materia organica en descomposicion y fungen también como
consumidores de bacterias en los suelos organicos. Algunos protistas son llamados
mixotrofos, dado que albergan algas endosimbidticas o cloroplastos que adquieren
luego de su ingestion (Finlay, 2004). La mayoria de los protistas son de vida libre y
se encuentran donde quiera que haya humedad: en el mar, en todos los tipos de
agua dulce, en agua encharcada e incluso en aguas contaminadas (agua residual).
Asi, son organismos de gran importancia para la vida en los rios y mares, dado que
representan el alimento primario en la cadena alimenticia de animales marinos como
peces y crustaceos, formando asi parte del equilibrio ecoldgico en la formacion del
zooplancton marino (Edmondson, 1959). Gracias a todas estas propiedades, es
menester ampliar el conocimiento de otros microorganismos de vida libre. (5)

V.MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

e Microscopio.
¢ Placas fijas de microorganismos de vida libre.
e Papel de arroz.

VI. MUESTRA

Agua Superficial (cuerpos de agua superficiales, cafios, lagunas, pozas.)
VII.PROCEDIMIENTO

- Enfocar el microscopio en 4x,10x y 40x y comenzar la busqueda de
estructuras coloreadas en forma de zig-zag hasta recorrer todo el
campo.

- Dibujar las estructuras en su portafolio, luego identificarlas con la
ayuda del atlas.
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NOTA: Ver ATLAS DE ECOLOGIA MICROBIANA

VII.TALLER:

1. Describa las principales estructuras sospechosa de pertenecer a al
grupo de microorganismos de vida libre.

2. ¢Cuales son los principales géneros que se pueden encontrar en las
aguas superficiales limpias y contaminadas?

Programa de Bacteriologia
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PRACTICA N°4

IDENTIFICACION DE ARTROPODOS AMBIENTALES
[.INTRODUCCION

Los Artropodos son Invertebrados que tienen un exoesqueleto articulado de quitina.
Abarcan trilobitomorfos, merostomas, pichogénidos, aracnidos, crustaceos, miriap
odos e insectos. Han tenido un gran éxito evolutivo, como lo prueba que mas de
80% de todas las especies animales conocidas pertenecen a este grupo.

Posteriormente la superficie del cuerpo se endurecié hasta formar un esqueleto
externo, (exoesqueleto) o cuticula que contiene quitina, proteinas, lipidos y sales de
calcio.

Los artrépodos constituyen una de las grandes divisiones del reino animal,
subdividida en diversas clases, algunas de las cuales cuentan con gran numero
de géneros y especies.

Se les denomina de esta manera por estar provistos de patas articuladas. En
realidad no son solo las patas, sino todo el cuerpo el que esta formado por varios
segmentos unidos entre si por medio de articulaciones.

También estos vectores producen enfermedades de importancia epidemioldgica en
los humanos a través de las picaduras y mordeduras, por tal motivo es de suma
importancia el estudio de sus caracteristicas fenotipicas. (6)

II. OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

e Describir los diferentes artrépodos transmisores de enfermedades que
habitan en la superficie o inmersos en las vertientes acuaticas y zona
boscosa del Caribe colombiano.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Reconocer los diferentes vectores, mediante la captura y observacion de
sus caracteristicas morfotipicas en el laboratorio.

Programa de Bacteriologia Pégina 17 de 50


https://www.ecured.cu/Quitina
https://www.ecured.cu/index.php?title=Trilobitomorfos&action=edit&redlink=1
https://www.ecured.cu/index.php?title=Merostomas&action=edit&redlink=1
https://www.ecured.cu/index.php?title=Picnog%C3%B3nidos&action=edit&redlink=1
https://www.ecured.cu/Ar%C3%A1cnidos
https://www.ecured.cu/Crust%C3%A1ceos
https://www.ecured.cu/Miri%C3%A1podos
https://www.ecured.cu/Miri%C3%A1podos
https://www.ecured.cu/Insectos
https://www.ecured.cu/Exoesqueleto
https://www.ecured.cu/Quitina
https://www.ecured.cu/Prote%C3%ADnas
https://www.ecured.cu/L%C3%ADpidos
https://www.ecured.cu/index.php?title=Sales_de_calcio&action=edit&redlink=1
https://www.ecured.cu/index.php?title=Sales_de_calcio&action=edit&redlink=1
https://www.ecured.cu/Especies

._\\

".'3.;-. CORPORACION UNIVERSITARIA

£ RAFAEL N UNEZ Guia de Ecologia Microbiana

,:1_._.,-»--.._.‘_:23,

e Disefiar un listado con los tipos de vectores artropodos, tipo de habitad y
ciclo de vida.

ll. METODO
Recoleccion de artrépodos por captura.

IV. FUNDAMENTO TEORICO
Los artrépodos constituyen el filo mas numeroso y diverso del reino animal

(Animalia). El término incluye animales invertebrados dotados de un esqueleto
externo y apéndices articulados; entre
otros, insectos, aracnidos, crustaceos y miriapodos.

Los artropodos constituyen una de las grandes divisiones del reino animal,
subdividido en diversas clases, algunas de las cuales cuentan con gran numero
de géneros y especies. Se los denomina de esta manera por estar provistos de
patas articuladas. En realidad no son solo las patas, sino todo el cuerpo el que esta
formado por varios segmentos unidos entre si por medio de articulaciones (7).

V. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

e Microscopio.
e Papel de arroz.
e Léaminas porta y cubre.
e Goma sellante.
VI. MUESTRA:

Artropodos ambientales.

VII PROCEDIMIENTO

a) Enfocar el microscopio en 4x,10x, 40x y comenzar la busqueda de
estructuras Dibujar las estructuras en su portafolio.
VIIL.TALLER:

-Describa las estructuras de los principales artropodos capturados.

-Realice una tabla donde describa el vector (dibujelo) y las patologias asociadas.
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PRACTICA N°5

RECUENTO DE HETEROTROFOS EN PLACA PROFUNDA
I. INTRODUCCION

De acuerdo a los parametros establecidos por la biologia, se consideran
heterétrofos a todos los seres vivos que requieren de otros para alimentarse, es
decir, que no son capaces de producir su alimento dentro de su organismo si no que
deben consumir elementos de la naturaleza ya constituidos como alimentos, ya
sintetizados por otros organismos. Entre los heter6trofos mas destacados
sobresalen todos los animales, las bacterias y el ser humano.

El término heterétrofo proviene del griego, idioma en el cual el prefijo hetero significa
diferente y trofos significa alimentacion. De este modo, el heterétrofo es aquel que
se alimenta con elementos diferentes a uno, que toma elementos de la naturaleza,
del espacio que lo rodea para alimentarse. Mientras que los seres autétrofos tienen
la capacidad de sintetizar en su interior elementos inorganicos como la luz, el agua,
el diéxido de carbono y convertirlos en alimento; los seres heterétrofos no tienen
esa capacidad por lo cual deben consumir plantas (en el caso de que sean
herbivoros) o animales que ya hayan consumido esas plantas (es decir, en el caso
que sean carnivoros). Las bacterias heterétrofas se constituyen en bioindicadores
de contaminacion acuatica.

(8)
Il. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Describir el procedimiento para el recuento de bacterias heter6trofas en placa
profunda, por el método de la placa fluida en diferentes muestras de agua.

OBJETIVO ESPECIFICO
Identificar los principales géneros bacterianos en los cuerpos de agua muestreados.
ll. METODO

Placa profunda.
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IV.FUNDAMENTO TEORICO:

El procedimiento de recuento de heterétrofos en placa tiene como objetivo
cuantificar las bacterias vivas presentes en el agua a analizar. Su realizacion en
estaciones de tratamiento de agua sirve como herramienta para poder deducir la
eficiencia del tratamiento evaluar redes de distribucion y piscinas.

La presente instruccion describe el método de la placa fluida, que consiste en
sembrar un volumen pequefio de muestra, en un caja petri a la que se adicionara
el medio de cultivo, fundido a una temperatura no mayor a los 45° C , se homogeniza
y se incuba a una temperatura de 35° por 48 horas. Este método tiene como
ventajas, que utiliza volimenes de muestra entre los 0.1 y los 2 mL. Las bacterias
gue puedan estar presentes en el agua, quedan inmersas en el medio de cultivo su
crecimiento, es compacto, facilitando asi su conteo, ya que al no extenderse no
interfiere en el crecimiento de otras colonias.

Ambito de Aplicacion:

Este analisis se podré llevar a cabo en aguas tratadas, de proceso de potabilizacion,
aguas naturales, aguas residuales.

Interferencias:

Se debe tener en cuenta que para el caso de las aguas residuales, se deberan hacer
diluciones decimales grandes, del orden de 10*a 10® y mayores, por los altos
conteos que se puedan registrar.

V.MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

Muestra de agua superficial o estancada (50 ml)
Agua peptonada esteéril.

Pipetas Pasteur.

Medio de Cultivo: Agar Plate Count.

Composicién:

Extracto de Levadura 2,5 g/L
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Caseina digerida por pancreatina: 5g/L
Glucosa: 1,0g /L

Agar: 15,0g/L

VI. MUESTRA

1. Agua Superficial (cuerpos de agua superficiales, cafos, lagunas, pozas.)

2. Agua de consumo humano (estancada o envasada, marcas comerciales poco
reconocidas).

VIl. PROCEDIMIENTO:

Seleccion del tamafio de muestra a filtrar:

Segun la naturaleza de la muestra se selecciona el volumen a filtrar, y de ser
necesario, se hacen las diluciones adecuadas utilizando agua de dilucion, para que
el nimero de unidades formadoras de colonias (UFC) se encuentre entre 30 y 300.

Siembra de la muestra:

Se sirve en cada placa una cantidad aproximada de 15 mL de medio. Seguidamente
se procede a homogenizarla efectuando movimientos en cruz y en forma de 8,
para lograr una adecuada distribucién de las bacterias.

Incubacion:

Las placas se incubaran invertidas a una temperatura de 36 £ 1° C por 48 horas.

Recuento:

Para el efecto se utilizara un contador de colonias. Lo recomendable es que las
placas estén entre 30 y 300 colonias, en caso de ser superior a este nimero y por
la dificultad del conteo se reportara como MNPC (muy numeroso para contar).
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VIII.TALLER
1. Realice una descripcién de las colonias aisladas.
2. Ensaye coloracion de Gram y describa Morfologia, Tincion, tipo de

agrupacion.

3. Consulte la microbiota que habita el tipo de agua que usted trabajo.

4. ¢Cudles son los mecanismos de defensay de adaptacion que desarrollan las
bacterias indicadoras de contaminacion fecal en medios acuaticos?

5. Investigue cual es la composicién y fundamento del Agar Plate Count.
Describa la norma técnica que avala esta técnica.
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PRACTICA N°6

DETERMINACION DE COLIFORMES TOTALES Y E.Coli POR LA PRUEBA

RAPIDA DE AUSENCIA/PRESENCIA

I. INTRODUCCION

Tradicionalmente se les ha considerado a los coliformes como indicadores de
contaminacion fecal en el control de calidad del agua destinada al consumo humano
en razén de que, en los medios acuéticos, los coliformes son més resistentes que
las bacterias patdgenas intestinales y porque su origen es principalmente fecal. Por
tanto, su ausencia indica que el agua es bacteriolégicamente segura.

Asimismo, su numero en el agua es directamente proporcional al grado
de contaminacion fecal; mientras mas coliformes se aislan del agua, mayor es la
gravedad de la descarga de heces. (9)

II. OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

e Determinar la calidad microbiol6gica de diferentes muestras de agua utilizando la
prueba rapida de presencia/Ausencia.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Conocer el fundamento y composicion de los medios de cultivos empleados
en la técnica.

e Comprender la importancia que tiene la determinacion de patégenos en aguas a
través de la técnica de Presencia/Ausencia.

Il METODO
Colorimétrico.
IV.FUNDAMENTOS TEORICOS

Los coliformes son una familia de bacterias que se encuentran cominmente en las
plantas, el suelo y los animales, incluyendo a los humanos. En general, las bacterias
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coliformes se encuentran en mayor abundancia en la capa superficial del agua o en
los sedimentos del fondo. Por su amplia diversidad el grupo coliformes ha sido divido
en dos grupos: coliformes totales y coliformes fecales. (10)

Ambito de Aplicacion:

Este analisis se podré llevar a cabo en aguas tratadas, de proceso de potabilizacion,
aguas naturales, aguas residuales.

Interferencias:

Se debe tener en cuenta que para el caso de las aguas residuales, se deberan hacer
diluciones decimales grandes, del orden de 10*a 10® y mayores, por los altos
conteos que se puedan registrar.

V. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

Agua bidestilada estéril.

Agua peptonada estéril

Pipetas de vidrio estériles

Medio de Cultivo: Colilert o Readycult u otro comercial disponible.

Composicién:
Reactivo Colilert para 100 ml y frasco con tiosulfato de sodio.
VI. MUESTRA

Agua Superficial (cuerpos de agua superficiales, cafos, lagunas, pozas.)

VII.PROCEDIMIENTO:

Seleccion del tamafio de muestra a filtrar:

100 mililitros.

Siembra de la muestra:

A 100 ml de muestra agregar un blister de reactivo, mezclar y cerrar bien la tapa.
Incubacion:

Incubar a una temperatura de 35 £ 1° C por 24 horas.
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Lectura:

Incoloro = Negativo.

Verde -azulado = Coliformes totales.
Verde-azulado/fluorescente = E. coli

Prueba de Indol= positivo para E. coli

VIII.TALLER

1. Realice una descripcion macroscopica de los resultados.
2. Consulte el fundamento de esta prueba.

3. Diga las ventajas y desventajas de esta prueba.

4. ¢Qué norma técnica nacional e internacional avala esta técnica?
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PRACTICA N°7

DETERMINACION DE COLIFORMES TOTALES Y FECALES POR LA TECNICA

DE NUMERO MAS PROBABLE (NMP) TUBOS MULTIPLES.

I. INTRODUCCION

La mayor parte de la superficie terrestre esta cubierta por agua y ademas es la Unica
sustancia que se presenta en los tres estados de la materia; la forma solida (hielo)
es menos densa que la forma liquida, ya que el agua se expande cuando se
congela, el vapor de agua, gaseoso, es invisible, pero diminutas gotitas de agua
liquida son visibles en forma de nubes.

La presencia de grandes cantidades de agua hace que nuestro planeta sea Unico
en el sistema solar, tal vez el inico en mantener formas superiores de vida. Ademas
tres cuartas partes del contenido del cuerpo humano es agua y su alto grado de
vaporizacién nos permite disparar grandes cantidades de calor corporal.

A pesar de la gran cantidad de agua que existe, casi el 70% es salada (agua de
mar) que no se puede beber sin un complejo proceso industrial. En virtud de su
naturaleza polar el agua, tiende a disolver las sustancias idnicas y esto explica lo
salado del mar. La lluvia cae sobre la tierra en grandes cantidades; sin embargo la
mayor parte del agua lluvia cae sobre el mar o en regiones inaccesibles.

Un poco menos del 20% del agua de la tierra se encuentra congelada en los
casquetes polares, lo que deja el 1% disponible como agua dulce, incluyendo las
negras, acidas y lagos muertos. Lograr que alguna de las aguas menos
contaminadas sea segura y aceptable para el paladar implica varios procesos fisicos
y quimicos.

En el desarrollo de este laboratorio evaluaremos los diferentes grados de
contaminacion de los cuerpos de agua de la ciudad de Cartagena y cuales son aptas
para contacto primario, secundario y terciario.

II. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

e Determinar la calidad microbiologica de diferentes muestras de agua utilizando la
técnica del NMP (Numero mas Probable).
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

I. Conocer los fundamento y composicion de los medio de cultivo empleado en
a técnica.

e Comprender la importancia que tiene la determinacion de patégenos en aguas a
traves de la técnica N.M.P.

e Describir el impacto ambiental que tiene la calidad de las muestras de agua
anallzaldas sobre la salud del hombre, y la influencia sobre el ecosistema en
general.

Il METODO

Ver Descripcion de la metodologia Analitica.

IV FUNDAMENTO TEORICO

El grupo Coliforme esta formado por todas las bacterias aerobias y anaerobias
facultativas, Gram. Negativas, no formadoras de esporas y con forma de bastén que
fermentan la lactosa, produciendo gas y acido en 48 horas a 35°C.

Los coliformes fecales se diferencian porque fermentan lactosa y producen acido y
gas a 44.5+£1.0°C de 24 a 48 horas.

La técnica de N.M.P. consiste en una serie de tres tubos, con campana de Durham
en su interior, con cinco tubos por dilucién, usando volimenes que van de 0.1,1y
10 mL de muestra, este volumen disminuye si se sospecha que las muestras tienen
alta densidad de coliformes. La técnica se compone de dos fases, cada una con
su respectivo caldo especifico, el primero para inhibir flora acompafiante Gram.
Positiva y favorecer el crecimiento y desarrollo de los coliformes, como fase
presuntiva, después en la fase confirmativa se usa un caldo alin mas selectivo para
los coliformes por sus componentes especificos, y que de acuerdo al grupo de
coliformes que se requiera determinar se usa la correspondiente temperatura de
incubacion.(11)

AMBITO DE APLICACION:

Aguas superficiales, residuales, marinas y del Proceso de potabilizacién, en
general todas las aguas que por su alta turbiedad debido a los sélidos totales
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presentes en ellas, no puedan ser sembradas por el método de filtracion por
membrana.

DESCRIPICION DE LA METODOLOGIA ANALITICA

Coleccion, Preservacion y Almacenaje de Muestras

Para recolectar muestras se utilizan frascos de vidrio o plasticos autoclavables de
tapa-rosca esmerilada.

V. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

e Pipetas automaticas para volimenes de 1,5y 10 mL

e Puntas para pipetas automaticas de 50,100, 500 y 1000 lamdas,

individualmente en papel craft. Las puntas deberan estar estériles al momento

de ser utilizadas.

Mechero.

Tubos tapa-rosca resistentes a la esterilizacion.

Tubos Durham resistentes a la esterilizacion en autoclave.

Gradillas resistentes a la esterilizacion.

Incubadoras a temperatura constante de 35 °C y con variaciones no mayores a

+1.0 °C

e Bafio seroldgico a temperatura constante de 44 °C y con variaciones no
mayores a 1.0 °C

e Caldo Lauryl triptosa (lactosado), usado para inhibir flora acompafiante y
favorecer el crecimiento de los coliformes en aguas.

e Caldo bilis verde brillante (brila) 2%, usado para la confirmacién de los tubos

sospechosos de la prueba presuntiva.

Agar MUG.

Lampara UV.

Tubos con medios para pruebas bioguimicas.

Cabina con proteccion de la luz, preferiblemente un ambiente oscuro.

VI. MUESTRA

Agua Superficial (cuerpos de agua superficiales, cafos, lagunas, pozas.)
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VIil. PROCEDIMIENTO
Seleccidn del volumen de la muestra a inocular

En la técnica de N.M.P. con cinco tubos, se usan tres diluciones: 10,1y 0.1 ml ;
pero si se trabaja con aguas residuales, se recomienda hacer una dilucion mas, de
0.01 ml para obtener un margen de seguridad.

Siembra de la Muestra
Fase Presuntiva:

Inicialmente se siembra en caldo lauryl triptosa, cinco tubos por dilucion, 10, 1, y
0.1 mL y luego se procede a homogenizar cada tubo en el vortex y a retirar las
burbujas de aire atrapadas en el tubo Durham, con el fin de evitar falsos positivos.
Los tubos se incuban a 35+1.0°C/24 a 48h.

Fase Confirmativa:

Pasado el tiempo, se leen como tubos positivos aquellos que tengan
produccion de gas en el tubo Durham vy turbidez. Después con un asa
redonda, se inoculan en los tubos con caldo bilis verde brillante 2% con
campana Durham invertida en su interior; y se incuban a 35+1.0°C si se
buscan coliformes totales, y a 44.5+0.5°C si se busca coliformes fecales.

Incubacién

Los coliformes totales se incuban a 35+1.0 de 24 a 48h, y los coliformes fecales a

44.5+0.5°C de 24 a 48 h., en bafio seroldgico. En ciertas ocasiones es necesario
dejar incubando los tubos 12 horas mas, cuando se observe abundante turbiedad
sin gas y se sospeche que la muestra tenga alta carga bacteriana.

Lectura
Se consideran como tubos positivos aquellos que presenten gas y turbiedad.

El codigo generado en la lectura se busca en la tabla de N.M.P. y se informa la
densidad correspondiente en N.M.P./100 mL. (Ver anexo 2 Tabla del NMP)(11)
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Se busca E.coli. Después de la lectura al Repicar en Agar MUG y buscar colonias
caracteristicas que presentan fluorescencia al ser observadas bajo los rayos UV.

VIIl. TALLER PARTE 1:

1. ¢Cual o cudles tratamiento(s) le aplicaria usted para potabilizar la fuente de

agua con la que trabajo?
2. Elabore un listado de posibles contaminantes organicos,

inorganicos y

bioldgicos que pueda contener su fuente de agua segun la observacion del

lugar.

3. ¢Ademas de coliformes fecales que otro tipo de patégenos se le deben

determinar a esta fuente de agua y porque?

4. ¢Cual es el fundamento de esta prueba, es decir los componentes de los

medios de cultivo empleados y su funcion?
ESQUEMA DEL PROCEDIMIENTO OPERATIVO

PRUEBA DE COLIFORMES

Método del numero mas probable

Pond watar ~ i
¢
3 £

Doubla-strength broth tu n».« nghe-stres |.;u ' broth (uL Single-strength broth tubes

Gaawe Sagua OO000

1 mi samples 0.1 ml samples

Técnica del Numero Mas Probable '
Tomada de Lim 1998 Microbiology
McGraw Hill Estados Unidos

Fuente: microbiologia Mc Graw Hill Estados Unidos. 1998.
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Fase 2: Se toma muestra con un asa en aro Yy se inocula en caldo Brilay se

mezcla.
L.T Caldo
Lauril NOTA: SE INCUBAN A 35°C POR 24/48h.
triptosa o
lactosado.

Prueba confirmatoria de coliformes fecales

! ()
i
o0 T T o e
D988 Dl b’gag’,a

Para determinar la presencia de bacterias coliformes fecales,
cada uno de los tubos confirmatorios para Coliformes
totales se inocula en medio caldo EC y se incubaa42° C
por 24 horas.

Fuente:https://es.slideshare.net/microbiologia.dad/microbiologa-de-alimentos1
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FASE 3: Se repica en Agar MUG par confirmacion

MUG MUG I
‘ ‘ i

Fuente: Elaboracién propia

MUG

Agar para
colonias

Fluorescentes.

NOTA: SE INCUBAN A 44.5°C POR 24/48 h

B*

Caldo Bilis

(Brila).

Verde Brillante

TALLER PARTE 2

1. Mencione las principales desventajas de esta técnica.
2. ¢Cual es la normativa que regula la técnica de NMP?
3. ¢Se recomienda esta técnica para todo tipo de aguas? Justifique.
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PRACTICA N°8

RECUENTO DE COLIFORMES TOTALES Y Escherichia coli POR LA TECNICA
DE FILTRACION POR MEMBRANA PARA TODO TIPO DE AGUAS

[.INTRODUCCION

Para determinar con mayor precision los coliformes, es menester emplear técnicas
mas sensibles y especificas; es por esto que el aislamiento de estas bacterias en el
agua mediante esta técnica da alto grado de certeza de contaminacion de origen
fecal, alrededor del 90 %. Sin embargo, el aislamiento de este microorganismo no
permite distinguir si la contaminacién proviene de excretas humanas o animales, lo
cual puede ser importante, puesto que la contaminacibn que se desea
habitualmente controlar es la de origen humano.

Il OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

e Describir el procedimiento para el recuento de Coliformes totales y Escherichia
coli, por el método de filtracion por membrana.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Aplicar de manera correcta el uso del equipo de filtracion.
¢ |dentificar los coliformes totales y E.coli mediante Agar cromogenico.

lI.LFUNDAMENTO TEORICO

El grupo de bacterias denominadas coliformes, corresponden a bacilos Gram
negativos, fermentadores de la lactosa, con produccion de gas y &cido, citocromo-
oxidasa negativa y no esporuladas. Es utilizado como indicador por ser habitante
del conducto intestinal del hombre y otros animales. El grupo de las coliformes se
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divide en coliformes totales y coliformes fecales. Estas ultimas se diferencian de
las primeras porque son capaces de fermentar la lactosa a 44.5°C+ 1.0°C.
Escherichia coli es una bacteria incluida dentro del grupo de los coliformes fecales
y la especie predominante en el intestino grueso humano, es por esto que su
presencia indica la contaminacion fecal humana.

La técnica de filtracion por membrana, consiste en filtrar un volumen adecuado de
una muestra a través de una membrana de diametro de poro lo suficientemente
pequefio pararetener a las bacterias de interés. Elfiltro es colocado sobre un medio
solido o sobre una almohadilla impregnada de un caldo apropiado. Para el caso de
este ensayo se utiliza un medio selectivo para coliformes, en donde crecen prolifica
y diferencialmente.

3. Ambito de Aplicacién: Este analisis se podré llevar a cabo en aguas tratadas,
de proceso de potabilizacion, aguas naturales, aguas residuales.

4. Interferencias: No deben trabajarse muestras de aguas residuales provenientes
de industrias, en cuyos procesos se apliquen productos quimicos fuertes que
generen condiciones extremas, como pH muy altos o muy bajos, que ademas
tengan alta turbiedad, ya que dichas condiciones extremas actuarian como
bactericidas, y se haria necesario sembrar volumenes de 50 o 100 mL, que por las
condiciones de la muestra saturarian la membrana con una minima porcion e
impedirian la apreciacion del crecimiento caracteristico de las bacterias.

IV. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

e Pipeta automatica de 0,1 mL, ImL y 10 mL

e Puntas esteriles para pipetas autométicas de 0,1 mL, 1mL, 10 mL envueltas
individualmente en papel cratft.

e Cajas de petri desechables de 50mm x 12mm, en poliestireno estériles.

e Equipo de filtraciéon: consistente en un manifold o base, en acero inoxidable, un
embudo ajustable de manera hermética a una base con una placa porosa que
sirve de soporte para las membranas y un sistema para generar vacio compuesto
por una bomba eléctrica, una trampa de vacio y un frasco receptor o quitasato
para recibir el liquido filtrado.

¢ Membranas de filtracion: Estériles, fabricadas en nitrato de celulosa de 47mm de
diametro y poro de 0,45 micras.

¢ Incubadoras a temperatura constante de 35° C y con variaciones no mayores a
+1°C.

e Autoclave.
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e Medio de Cultivo: Chromocult ® Merck, medio con sustratos cromogénicos que
optimiza el crecimiento de coliformes totales y permite la diferenciacion de estos

mediante la coloraciéon desarrollada.

diferenciacion de E. coli.

Composicion del medio:

Peptona 3,0 g/L

Cloruro de sodio 5,0 g/L
Hidrogenofosfato de potasio 1,7 g/L
Hidrogenofosfato dipoétasico 3,0 g/L
Piruvato de sodio 1,0 g/L
Triptéfano 1,0 g/L

Agar-agar 12,0 g/L

Laurisulfato sédico 0,1 g/L

Mezcla de cromégenos 0,2 g/L

V. MUESTRA

Este medio permite ademés la fécil

Agua de consumo Humano (Marcas comerciales).

VI.PROCEDIMIENTO

Fuente: Standard Methods for the examination of water a wastewater.

Seleccion del tamafio de muestra a filtrar:

100 ml de agua para consumo humano.

El equipo de filtracion debe ser esterilizado antes y después de cada proceso.

Al terminar de filtrar el volumen de la muestra se adiciona un volumen de agua de
dilucion estéril, de 20 a 30 mL para aclarar el embudo.
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Se retiran los embudos y se coloca el filtro de membrana sobre el medio teniendo
cuidado no se formen burbujas o se arrugue el filtro, acciones que entorpecerian el
normal desarrollo de las bacterias.

Incubacién:

Se incuban a una temperatura de 35°+ 1.0 °C, de 22 a 24 horas en posicion
invertida.

Conteo:

Se contaran como colonias coliformes totales todas aquellas que presenten una
coloracion de color rojo-rosada es decir aquellas que han presentado la reaccion
Salmon-GAL en donde dicho sustrato es escindido por la enzima -D-galactosidasa,
presente en las bacterias coliformes.

Las colonias de E. Coli se identificaran facilmente por presentar una coloraciéon
violeta-azul oscuro, producida a partir de la escisién del sustrato X-glucorénido por
la enzima Beta-D-glucoronidasa.

Verificacion:

En agua potable, para recuentos menores de 5 UFC/100mL confirmar todas las
colonias para recuentos entre 5-50 UFC/100mL verificar por lo menos 5 colonias.
Para recuentos mayores a 50 hasta 100 UFC/10mL verificar un 10% de las colonias
sospechosas. En toda placa que presente un nimero mayor a 100 UFC/10mL se
verificaran un maximo de 10 colonias.

Fermentacidon de la lactosa:

Transferir la colonia sospechosa a un tubo con caldo Lauryl triptosa y un tubo
Durham invertido, incubar a 35°+ 1.0° C por 48 horas. Transcurrido este tiempo si
se observa formacion de gas se considera positiva la prueba y dicha colonia se
reporta como de coliformes totales.
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Citocromo oxidasa:

Esta prueba confirma la ausencia para el caso de los coliformes, de dicha enzima,.
Para realizar la prueba, se utilizan varillas o tiras ya preparadas, que en uno de sus
extremos poseen N-N dimetil p-fenilendiamina y alfanaftol. Si la enzima esta
presente oxida al citocromo c reducido. El sistema citocromo oxidasa / citocromo ¢
en presencia de oxigeno molecular es capaz de reducir el reactivo presente en las
varillas o tiras de prueba formando una molécula de condensacion azul de
indofenol.

Para probar las colonias sospechosas se debe colocar con la ayuda de un asa una
porcion de la colonia a verificar sobre la zona con reactivo, y esperar entre 20 y 60
segundos si no hay cambio de coloracion es negativo pero si se observa una
coloracién violeta azulada, es positiva.

Indol: para E.coli, colocar una gota de reactivo de Kovacs, si se observa un halo
rojo cereza, es indol positivo si no se forma es negativo. E. coli produce indol a
partir de la escision del triptéfano, presente en el medio.

VIL.TALLER:
1. Explique el fundamento de esta Técnica.

2. Realice un cuadro comparativo entre NMP y Filtracion por Membrana.
3. ¢Qué norma técnica nacional e internacional avala este procedimiento?
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PRACTICA N°9

MICROORGANISMOS DE AMBIENTES EXTREMOS

l. INTRODUCCION

En la actualidad se esta incrementando el interés por conocer y utilizar
los mecanismos de adaptacion y supervivencia que utilizan los
microorganismos para desarrollarse en ecosistemas extremos tales como
aguas termales, profundidades abismales marinas, aguas saturadas de sales
e interior de volcanes, entre otros. Las aplicaciones a nivel industrial, médico
y diagnostico son infinitas, por ejemplo en el caso de esta Ultima la
implementacion de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) para
copiar secuencias de ADN de bacterias, células, etc. Prueba que ha servido
para detectar enfermedades terminales a temprana edad, detectar bacterias
patdgenas en alimentos, dicha tecnologia es posible gracias al
descubrimiento de una enzima bacteriana de un organismo que habita aguas
termales. También en los suelos volcanicos de las polinesias francesas se
han aislado bacterias productoras de enzimas sacaroliticas de gran
aplicacion hoy en dia en la industria alimentaria; por mencionar solo algunos
ejemplos.

Por consiguiente es necesario que el bacteriélogo que desee incursionar en el
area ambiental, conozca y maneje herramientas practicas para el aislamiento
e identificaciébn de microorganismos habitantes de ecosistemas extremos, de
posible utilidad en la industria, medicina, etc. Con el fin de garantizar su aporte
e integracién al desarrollo de la dinAmica local, regional y mundial; con visién
hacia un desarrollo humano sostenible.

[I. OBJETIVO GENERAL

Aislar e identificar bacterias habitantes de ambientes extremos propios de
ecosistemas autéctonos de Bolivar, tales como volcanes de Turbaco, Bocana
de Marea estabilizadora, mar caribe; con el fin de establecer su funcién dentro
de la dinamica de los mencionados ecosistemas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Aislar los microorganismos presentes en el suelo.
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e Identificar los formadores de esporas y sus mecanismos de adaptacion.

PARTE 1. Aislamiento de Microorganismos formadores de esporas o
Termoresistentes

[ll. FUNDAMENTO

Los bacilos grampositivos formadores de esporas son de las especies
de Bacillus y Clostridium. Estos bacilos son ubicuos y, debido a su capacidad
para formar esporas, pueden vivir en el ambiente por varios afios. Si bien las
especies de Bacillus son aerobias, las especies de Clostridium son
anaerobias.

De las muchas especies de Bacillus y géneros afines que ain no han sido
bien clasificadas en la microbiologia médica, la mayoria no causa
enfermedades. Sin embargo, existen algunas especies que generan
enfermedades importantes en los seres humanos. El carbunco, enfermedad
clasica en la historia de la microbiologia, es producido por Bacillus anthracis.
El carbunco sigue siendo una enfermedad importante entre los animales y
ocasionalmente entre los seres humanos. Debido a sus toxinas tan
potentes, B. antracis es un microorganismo potencialmente importante para
el bioterrorismo y la guerra biolégica. Bacillus cereus y Bacillus
thuringiensiscausan intoxicacién alimentaria y ocasionalmente infecciones
oculares y de otro tipo.(12)

IV. MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS

Pipetas de 1 ml estériles.
Gradillas.

Tubos tapa rosca estériles.
Agua peptonada.
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e Agar sulfito polimixina sulfadiazina, SPS
e Papel craft.
Muestra de agua de mar( 50 ml).

e Agar nutritivo.
e Incubadora a 35°C +/- 2°C
e Bafio de agua a 80°C
e Balanza.
V. MUESTRA

5 g de tierra de abono y/o lodo de volcéan.

VI. PROCEDIMIENTO

e Prepara las muestras y las diluciones de los homogenizados tal como se ha
recomendado.

e pipetear un ml de cada una de las diluciones en tubos estériles.

Calentar los tubos con cada una de las diluciones, a 80°C por 10 minutos.

Enfriar r4pidamente en agua corriente.

Adicionar de 10 a 12 ml de agar SPS. Dejar solidificar.

Adicionar una segunda capa de medio. Dejar solidificar.

Incubar a 35°C +/- 2°C por 72 horas.

Observar diariamente, debido a la produccion de color negro por la formacién

de H2S que puede invadir el medio siendo dificil su lectura.

e Hacer la lectura en base a los tubos que presentan 5 — 50 colonias de color
negro.

e Calcular el numero total de colonias multiplicandolo por el inverso de la
dilucion.
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RECUENTO DE ESPORAS SULFITO REDUCTORAS.

D Muestra

1g oml

1mi 1ml
Agua peptonada Agua Peptonada Agua peptonada
10t 1072 1073

l l l

Calentar a 80°C durante 10 minutos, enfriar

Adicionar 10 ml de Agar SPS
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Dejar solidificar y adicionar otra capa de Agar SPS 1ml

Incubar a 35°C +/- 2°C durante 72 hora

Fuente: Elaboracion propia.

Hacer el recuento de las colonias negras

OBSERVACIONES: Solamente las células termoresistentes y las esporas.

Termofilas sobreviviran al calentamiento y se multiplicaran en el medio.

PARTE 2. Aislamiento de Bacterias Hal6filas Extremas.

V. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

- Agua de mar o de influencia marina.

- Agar nutritivo 3% de cloruro de sodio.

- Agar EMB
- AGAR TCBS

- Puntas azules.
- Pipetas automaticas.
- Tubos para dilucion.

- Asas en aro.
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- Pipetas Pasteur.

- Desoxicolato de sodio al 0,5%

- Pastillas para prueba de oxidasa.
- Pruebas bioquimicas.

VI. MUESTRA

Agua de Mar 50 ml.

VII PROCEDIMIENTO

- Siembre en cada Agar nutritivo 1 ml de la muestra para recuperacion.

- Incube a 37°C, de 24/48 h y observe periddicamente hasta detestar peliculas
de crecimiento.

- Observe las colonias tanto pigmentadas como las no pigmentadas observe
al microscopio utilizando la coloracién de Gram.

- Transfiera las colonias a Agar EMB, TCBS e incube por 24 h.

- Realice lectura de colonias y realice pruebas bioquimicas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Observe y describa macro y microscopicamente las colonias obtenidas en
cada medio y realice pruebas bioguimicas. Discuta los resultados.

VIII.TALLER:

¢Cuél es la importancia ambiental e industrial de los microorganismos
gue crecen en ambientes extremos?

1. ¢Cuél es la explicacion fisiolégica y bioquimica para que los
microorganismos se desarrollen en temperaturas superiores a 50°C, en
concentraciones de sal mayores del 10% y en concentraciones
elevadas de solutos no ionicos? Explique detalladamente y soporte con
un articulo cientifico.

2. ¢Qué otro tipo de coloraciones hay reportadas para este tipo de
microorganismos? (sustente con articulos)

3.  ¢Qué géneros reporta la literatura como Termafilos, Xerofilos y Halofilos
en suelos y aguas?
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4. ¢Qué otros ambientes extremos se conocen como tales en el
crecimiento microbiano? ¢ Qué géneros podrian estar involucrados?

PRACTICA N°10

GRUPOS FUNCIONALES DE MICROORGANISMOS EN EL SUELO

I. INTRODUCCION

La diversidad de microorganismos que se encuentran en una fraccion de suelo
cumple funciones determinantes en la transformacion de los componentes
organicos e inorganicos que se le incorporan. Esto permite comprender su
importancia en la nutricion de las plantas al efectuar procesos de transformacion
hasta elementos que pueden ser asimilados por sus raices. La humificacién de la
materia organica es un proceso netamente microbiologico, por tanto toda esta
microbiota cumple un papel fundamental en los ciclos biogeoquimicos.

II. OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Establecer diferencias cualitativas y cuantitativas entre la microbiota bacteriana de
Bacillus sp. esporoformadores de ambientes terrestres y otros microorganismos
importantes en los ciclos biogeoquimicos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ |dentificar los grupos funcionales de microorganismos predominantes en
diferentes muestras de suelo.

¢ Relacionar la concentracién de grupos funcionales con la composicion del
suelo y consultar la funcién que ellos realizan en dicho habitat.
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Il METODO
Microscopia.

IV. FUNDAMENTO TEORICO:

Los microorganismos son necesarios para los ciclos bioquimicos del carbono,
nitrdgeno, azufre y otros elementos, porque mineralizan y reciclan la biomasa animal
y vegetal (MEYER O., 1994). La flora autéctona del suelo posee una actividad lenta
y continlia, utiliza material insoluble como la lignina, mientras que la zimogéna esta
latente, utiliza substratos mas simples y solubles, y es importante cuando se
adiciona materia organica al suelo (CAMPBEL, R. 1987).

Las bacterias son los microorganismos mas abundantes del suelo, aunque su
namero varia con el tipo de suelo, profundidad, contenido de agua, temperatura,
nutrientes y localizacion. Con frecuencia las bacterias del suelo no son bien
definidas por muchos de los criterios de clasificacion, algunas son pleomorficas
creciendo de una manera diferente en el medio de cultivo y en la naturaleza
(BORNEMANA, J & TRIPLETT, E., 1997).

En Colombia, por estudios de poblaciones microbianas en tierra y agua, se sabe
que la flora perteneciente al género de Bacillus es una poblacién representativa de
la ecologia de estos sistemas. Por lo tanto, el conocimiento de la poblacién
microbiana del suelo que soporta una poblacién de gran diversidad seria el primer
paso para establecer indicadores bioldgicos de microflora en el monitoreo de
ecosistemas, y por lo tanto llegar a formular tecnologias para la conservacion de la
biodiversidad y establecer metodologias para la recuperacibn de suelos
intervenidos y lograr el restablecimiento de la biodiversidad en estos.

Los bacilos poseen un rango amplio de caracteristicas fisiolégicas, como produccion
de antibi6ticos y de enzimas hidroliticas que les permitan degradar proteinas,
péptido, aminod&cidos, lipidos y polisacaridos como celulosa y lignina (BROCK, T. et
al., 1994; MEYER, O. 1994). Han sido ampliamente utilizados en control biolégico
de insectos como Lepiddpteros, moscas negras, mosquitos y coledpteros (BURGES
H. 1994).

Los bacilos también han sido reportados y usados exitosamente como promotor del
crecimiento de las plantas (GROSE, et al., 1995, MARTINEZ, N. 1994). Estas
caracteristicas indican que el género Bacillus es un grupo cosmopolita y de gran
variabilidad en cuanto a funciones en un ecosistema, y hace interesante la
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evaluacion de la biodiversidad a nivel fenotipico y genotipico de cepa nativas
correspondiente a dicho género.

V. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

- Bolsa estéril para recoleccion de la muestra.
- Pala o utensilio similar para extraccion de la muestra.
- Tubos de ensayo tapa-rosca estériles.

- Cajas petri estériles.

- Pipetas Pasteur.

- Agua peptonada al 1%

- Agar nutritivo o Plate count.

- Agar OGYE o Saboreaud.

- Incubadora.

- Cinta de enmascarar.

- Marcador vidriografico.

- Cinta transparente.

- Lugol.

- Azul de metileno.

- Kit de tincién para Gram.

- Asaredonda y recta.

- Incubadora a 35°C.

VI.MUESTRA
5 g de suelo abonado o tierra negra.
VII.PROCEDIMIENTO

Toma de Muestras:

Previamente después de seleccionar la zona a muestrear, delimitar una
porcion de terreno de 1 x 1 m y seleccionar 5 puntos, cavar en cada uno de
ellos hasta 25 cm y recoger las 5 muestras hasta completar 300 gr. en la
bolsa plastica.

Siembra de las muestras:
e Pesar 5 gr. de tierra y diluirlos en 10 ml de agua Peptonada estéril,
agitar por 10 min.

e Realizar siembra por placa profunda, en Agar Plate Count fundido,
homogenizar y dejar solidificar. Incubar a 35°C/24-48 h.
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e Seleccidn y aislamiento de bacilos Esporoformadores, a partir de las
cajas sembradas en Plate Count realizar el conteo de la poblacion total
de bacterias.

e Aislar las colonias diferentes en cajas de Plate Count, realizar tincion
de gram.

e Realizar las pruebas bioquimicas y morfolégicas necesarias para
determinar qué tipo de Bacillus aislado.

e Determinar la ubicacion de las esporas, si son terminales, o
subterminales.

VIII. TALLER
1. Elaborar un cuadro con los resultados obtenidos en este laboratorio que

contenga los siguientes parametros: lugar de la recoleccion de la muestra,
fecha, hora, Gram (+ 0 -), morfologia (cocos, bacilos, pleomdérficos).

2. Concluir gué género bacteriano es mas abundante de acuerdo a las
pruebas bioquimicas y morfologia de las colonias.

3. Indagar la razon por la cual los géneros bacterianos anotados en la anterior
pregunta son mas abundantes en este tipo de suelos y cual es su funcion
en el mismo.
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31
10
130
49
120
150
180
10
140
iod
210
13
i
1000
>1500

0.Iml | NMP

B
S

Referencia: Official Methods of Analysis of AOAC Intemacional, 18 ed. 2005. Chapter 17.3, pag. 40

No.RlaF upodPos Tives

81

10mi |lmi |O.Imi [NMP | I0md |1ml

No el ubcaPositivos

27
31

No el ubosPositvos

10mL |Iml |0.Iml [NMP

17

ANEXO 1

ANEXO No 2

ATLAS DE ALGAS

iml  |0.1ml | NMP

No EoFudosPositivag

10mil

i
13
15
17
15

No. BT ubodPostives

75
94
11
13
17

0.1mL [NMP | 50mL |Iml |O.Iml | NMP

No el ubcaTPositivas

10mL [imi

Fuente: *Atlas de Cianobacterias e microalgas de aguas continentais brasileiras.

Programa de Bacteriologia
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