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Objetivo general de la Unidad de Aprendizaje

Identificar la clasificacion, estructura y funcion de los
microorganismos, asi como los efectos benéficos y dafinos que
ejercen sobre el medio ambiente, los alimentos y la vida del ser
humano en general.

Unidad 1: Introduccion a la Microbiologia

Comprender la naturaleza de los microorganismos e identificar los
diferentes métodos aplicando las técnicas microscopicas que sirven para su
estudio.



Introduccion

El Curso de Microbiologia General es un curso tedrico practico de la
Licenciatura en Biotecnologia que se imparte en el segundo
semestre.

Este curso esta diseiado para que el alumno se inicie en el
conocimiento de la biologia basica de los microorganismos, de sus
caracteristicas morfologicas, nutricionales, de crecimiento, control, y
que adquiera las habilidades necesarias para su manipulacion en el
laboratorio.

El alumno realizara en el laboratorio diferentes técnicas de tincion y
debera comprender el fundamento de las mismas basado en la
composicion quimica de los componentes celulares y su afinidad con
los diferentes colorantes.



Caracteristicas microorganismos

* Tamano minusculo

* Carecen de coloracion propia suficiente




Consideraciones

La tincion de los microorganismos depende

v'del tipo de microscopio
v'del proposito especifico del estudio

v'Tipo de microorganismo

trofozcito visto con microscopio de contraste de fases




Observacion de microorganismos

* Preparaciones en fresco

Tinciones simples

* Preparaciones fijas y teiiidas —
Tinciones diferenciales




Preparaciones en fresco

Utilidad y ventajas Desventajas

La observacion es dificil por la
escasa diferencia entre los indices
de refraccion del medio y los
microorganismos

Se emplean para observar la
movilidad, tamafo, forma de
agrupacion de los microorganismos
en su estado natural

Granulos refractiles, esporas y No hay buen contraste

cloroplastos en células vivas El continuo movimiento del fluido y

los microorganismos dificulta la
observacion



Preparaciones en fresco

Gota pendiente o suspendida

Se pueden adicionar colorantes diluidos
cristal violeta, rojo neutro

Contraste fases y campo oscuro
sistemas iluminacion




Preparaciones fijas y tenidas

Utilidad y ventajas Desventajas

Permite observar microorganismos sin  Hay un ligero encogimiento de la
movimientos célula

La tincion mejora considerablemente el

Requiere de una muy delgada capa
contraste q y aels p

para observarse mejor

Se realiza un frotis por distribucion de
la muestra con agua

Por impronta, con cinta adhesiva
trasparente

Con hisopo



Consideraciones

* Un microorganismo gram positivo debe presentar una pared celular
sana, si sufre dafo de la pared se vuelve gram negativo.

La cepa a observar debe ser de 24 horas

Tomar cantidad adecuada de muestra

Manipulacion cuidadosa al esparcir

Elegir colorantes adecuados al componente celular a tenir

* Verificacion control calidad colorantes (tenir cepas tipicas juntas
Gram (+) Gram (-)


https://es.wikipedia.org/wiki/Microorganismo

Preparacion del frotis

Se denomina frotis a la extension que se realiza sobre un portaobjetos de
una muestra o cultivo con objeto de separar lo mas posible los
microorganismos, ya que si aparecen agrupados en la preparacion es muy
dificil obtener una imagen clara y nitida.

Este frotis debe ser posteriormente fijado al vidrio del portaobjetos para
poder aplicar los métodos habituales de tincibn que permiten Ila
observacion al microscopio de las bacterias sin que la muestra sea
arrastrada en los sucesivos lavados.



La fijacion de una extension bacteriana hace que las bacterias queden
inactivadas y adheridas al vidrio alterando lo menos posible la
morfologia bacteriana y las posibles agrupaciones de celulas que
pudiera haber.

En el frotis, las células generalmente son tratadas para coagular el
protoplasma antes de teiiirlas.
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Para bacterias, la fijacion por el calor es
lo mas corriente, aunque también
puede fijarse con sustancias quimicas
como formaldehido, acidos y alcoholes.




La fijacion produce habitualmente el encogimiento de las células; la
tincion, por el contrario, hace que las células aparezcan mayores que lo
que es realmente, de manera que las medidas de las células que han sido
fijadas o teniidas no pueden realizarse con mucha precision.

Las bacterias se caracterizan por ser
microorganismos  unicelulares que
carecen de membrana nuclear
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En tamano y forma las bacterias de importancia médica son microorganismos muy
pequenos que se presentan en tres formas generales: esféricos designados como cocos,
organismos en forma de baston designados como bacilos, y de formas espirilas, dentro
de estas tres mencionadas anteriormente se encuentran otros microorganismos que
adoptan variantes morfologicas designadas como formas pleomorficas.

Bacilo gram positivo



La mayoria de los colorantes son compuestos organicos que tienen alguna
afinidad especifica por los materiales celulares.

Muchos colorantes utilizados con frecuencia son moléculas cargadas
positivamente (cationes) y se combinan con intensidad con los
constituyentes celulares cargados negativamente, tales como los acidos
nucleicos y los polisacaridos acidos.

Ejemplos de colorantes cationicos son el
azul de metileno, el cristal violeta y la
safranina.
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Otros colorantes son moléculas cargadas negativamente (aniones) y
se combinan con los constituyentes celulares cargados positivamente,
tales como muchas proteinas.

Esos colorantes incluyen la eosina,
la fucsina acida y el rojo Congo.

A & A




Otro grupo de colorantes son sustancias liposolubles; los
colorantes de este grupo se combinan con los materiales lipidicos
de la célula, usandose a menudo para revelar la localizacion de las
goticulas o depositos de grasa.

Un ejemplo de colorante liposoluble es el negro Sudan.




Algunos colorantes teniran mejor solo después de que
la célula haya sido tratada con otra sustancia quimice
que no es un colorante por si mismo.

Esta sustancia se denomina mordiente; esta sustanci:
se combina con un constituyente celular y lo altera de
tal modo que ahora si podra atacar el colorante.

Un mordiente habitual es el acido tanico y lugol
(yodo).




Tincion Gram

Tincion diferencial, utiliza dos colorantes para diferenciar composicion
de pared celular bacteriana.

En el analisis de muestras clinicas es util en la identificacion preliminar
de la bacteria causal de una infeccion.

Como control calidad del aislamiento bacteriano


https://es.wikipedia.org/wiki/Bacteria
https://es.wikipedia.org/wiki/Infecci%C3%B3n

Pueden distinguirse varios morfotipos distintos: Los cocos son de
forma esférica. Pueden aparecer aislados después de la division
celular (micrococos), aparecer por pares (diplococos), formar
cadenas (estreptococos), o agruparse de manera irregular
(estafilococos). Bacilos, espirales, vibrios.
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https://es.wikipedia.org/wiki/Coco_(bacteria)
https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Micrococo&action=edit&redlink=1
https://es.wikipedia.org/wiki/Diplococo
https://es.wikipedia.org/wiki/Estreptococos
https://es.wikipedia.org/wiki/Estafilococo

Gram positivos

* La pared celular de las bacterias gram
positivas posee una gruesa capa
de peptidoglicano, ademas de dos clases
de acidos teicoicos: anclado en la cara
interna de la pared celular y unido a la
membrana plasmatica, se encuentra
el acido lipoteicoico, y mas en la
superficie, el acido teicoico que esta
anclado solamente en el peptidoglicano
(también conocido como mureina).

Pared celular
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https://es.wikipedia.org/wiki/Peptidoglicano
https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_teicoico
https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_lipoteicoico
https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_teicoico
https://es.wikipedia.org/wiki/Mure%C3%ADna

Gram negativos Pared celular

La capa de peptidoglicano de las
bacterias gram negativas es delgada, y
se encuentra unida a una segunda
membrana plasmatica exterior (de
composicion distinta a la interna) por
medio de lipoproteinas. Tiene una capa
delgada de peptidoglicano unida a una
membrana exterior por lipoproteinas. ‘Saeaboaccon’ ados & fols
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https://es.wikipedia.org/wiki/Lipoprote%C3%ADna
https://es.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
https://es.wikipedia.org/wiki/Fosfol%C3%ADpido
https://es.wikipedia.org/wiki/Lipopolisac%C3%A1rido

Fundamento Tincion Gram

El cristal violeta (colorante cationico) penetra en todas las células
bacterianas (tanto gram positivas como gram negativas) a traves de la
pared bacteriana.

El lugol es un compuesto formado por [, (vodo) en equilibrio con KI
(voduro de potasio). El I, entra en las celulas y forma un complejo
insoluble en solucion acuosa con el cristal violeta.
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https://es.wikipedia.org/wiki/Cristal_violeta
https://es.wikipedia.org/wiki/Lugol
https://es.wikipedia.org/wiki/Yodo
https://es.wikipedia.org/wiki/Yoduro_de_potasio

En las células gram positivas, el colorante basico entra al
microorganismo, donde forma con el yodo un complejo insoluble en
agua. El alcohol y la acetona empleados para aclarar, deshidrata las
paredes de l|os microorganismos gram positivos, reduciendo la
permeabilidad de la pared, impidiendo la fijacion del siguiente
colorante.



https://es.wikipedia.org/wiki/Yodo
https://es.wikipedia.org/wiki/Alcohol
https://es.wikipedia.org/wiki/Acetona

En las células gram negativas, los lipidos de la pared (mas
abundantes que en las ceélulas gram positivas) se disuelven con
alcohol-acetona, lo que permite el escape del complejo de cristal
violeta con yodo, y se tinen facilmente con el colorante de

contraste. (safranina) que dan una coloracion roja
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Gram-negativo Gram-positivo



Afinidad a la tincion de Gram

Gram Positive
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La tincion Gram se realiza en minutos, proporciona informacion
general sobre las bacterias:

Composicion, requerimientos nutricionales, sensibilidad a diferentes
agentes quimicos.

Considerando que hay varios factores que afectan la pared celular
Como

Envejecimiento, dano fisico, pH del medio
Pueden darse variaciones de gram (+) a gram (-)

Por tanto es importante contar con cultivos jovenes (18 - 24 h)



Tincion Ziehl Neelsen

Técnica de tincion diferencial rapida y econoOmica, usada para la
identificacion de bacterias acido-alcohol resistentes (BAAR)

como M. tuberculosis o el Phylum Apicomplexa (coccidios
Intestinales) entre otros.



https://es.wikipedia.org/wiki/Tinci%C3%B3n_diferencial
https://es.wikipedia.org/wiki/Mycobacterium_tuberculosis

Su pared celular tiene un alto contenido de lipidos (+ 60%) acidos
grasos (acidos micolicos) de cadena larga (50 a 90 atomos de
carbono) incluyendo ceras A, B, C, D, unidos a polisacaridos como
glucanas, arabinogalactanas, mananas, glicolipidos, micésidos C y

proteinas
5 E
- - ‘ . P
e | | o 2o A
- '-':_']', 4 Glicolipidos %, Acido micélico :
\ V'Y' v | :-".lv,‘

L 2
‘
*
) : ’ ?‘ ’ &. ’ b’ ::‘,fJ Peptidoglicano ® ® H

> " ’ ! ' )£
- ‘ ) O
< ;-’ Q l’ t Q .{1""' P Proteinas 8;,

1

“' F . F F F F F | F ' '- B¢ Arabinogalactana z’

it Ed‘n 1301805 0T T
i}‘” gt 3% 4 {}D.‘R!l“ﬁe Memb. celular {3

Figura 1. Representacion esquematica de la pared celular de M. tuberculosis. La bacteria esta envuelta dentro
de una bhicapa lipldica tipica de membrana citoplasmatica que permanece debajo del peptidoglicano rigido (PG).
Cierto numero de protelnas se encuentran en asociacion con PG y entre la membrana, los PG y algunas de ellas

pueden ser inmunogénicas.



TINCION DE ZIEHL-NEELSEN

AAR + Fasos AAR -
[ ] Fijacion [ ]

Colorante principal:
] fuchina _—
- Decoloracion: [ ]
alcohol/HCI
- Colorante de contraste: -
Azul de metilenos
Estas caracteristicas le permiten resistir la decoloracion con alcohol-

acido, despuées de la tincion con colorantes basicos. Por esto se
denominan acido-alcohol resistentes




Tincion BAAR

Las micobacterias como Mycobacterium tuberculosis y M. marinum se
caracterizan por sus propiedades de acido-alcohol resistencia. La
coloracion clasica de Ziehl-Neelsen requiere calentamiento para que
el colorante atraviese la pared bacteriana que contiene ceras




* Al suspender el calentamiento y enfriar con agua, provoca una nueva
solidificacion de los acidos grasos de modo que el colorante ya no puede
salir de las bacterias.

* Por otro lado, el calentamiento aumenta la energia cinética de las
moléculas del colorante lo cual también facilita su entrada a las bacterias.

 Las bacterias que resisten la decoloracion son de color rojo y las que no,
se ven de color azul ya que se utiliza azul de metileno como tinciéon de
contraste.




Tincion de esporas

Las endosporas son organelos de resistencia de algunas
bacterias, se producen en el interior de las células.

Tienen una capa externa resistente formada de acido
dipicolinico y peptidoglicano.

En tincion simple se ven como cuerpos incoloros o refractiles
dentro de la bacteria



El verde de malaquita es un colorante debilmente basico (tiene
una carga positiva débil) y por tanto, se une débilmente a la
bacteria. Penetra en las células vegetativas. Cuando se calienta la
preparacion también penetra las endosporas

Cubrir la extension con papel de filtro
evita la precipitacion del colorante
sobre las bacterias




Durante el lavado con agua, el verde de
malaquita se elimina de las celulas
vegetativas, pero no de la endospora.




Enjuagar y Tenir con safranina (dos minutos). Lavar con agua.
Secar. Observar con objetivo de inmersion.

1) Sumergir el
frz:tts ﬂjam por 2) Decolarar con 3) Contratediir
calor en verde agua destilada con safranina
malaquita
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Tincion capsula bacteriana (rojo congo )

La capsula bacteriana es la capa con borde definido formada por una
serie de polimeros organicos que en las bacterias se deposita en el
exterior de su pared celular.

Generalmente contiene glicoproteinas y un gran numero de
polisacaridos diferentes (dextranos, alginatos), Incluyendo
polialcoholes y aminoazucares.




Puede llegar a medir varias veces el diametro del microorganismo.
En medios liquidos produce viscosidad

Como no se combina facilmente con colorantes, se observa con
tincion negativa
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