INGENIRÍA BIOQUÍMICA I 

TRABAJO PRÁCTICO

MOSTRACIÓN DE MICROORGANISMOS

CAROLINA VITA

I. PROCARIOTAS Y EUCARIOTAS

Aunque todas las células tienen características en común, existen dos (2) tipos básicos

de células: Eucariotas y Procariotas

DIFERENCIAS ENTRE CÉLULAS PROCARIOTAS Y CÉLULAS EUCARIOTAS
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BACTERIAS
Son  microorganismos unicelulares, procariotas, que se pueden encontrar prácticamente en cualquier ambiente (suelos, aguas, aire, y como simbiontes,parásitos, o patógenos del hombre, otros animales y plantas.

Son los organismos más pequeños que contienen toda la maquinaria requerida para su

crecimiento y autorreplicación a expensas del material alimenticio.

Tamaño: 0,2 a 1,2 µm de diámetro y de 0,4 a 14 µm de longitud. 
La mayoría de las bacterias se presentan en una de estas tres formas básicas: cocos,

bacilos y espirilos.

Cocos: Bacterias de forma más o menos esférica.

Bacilos: Bacterias de forma cilíndrica.

Cocobacilos: Ciertas especies se presentan como bacilos pequeños,

redondos difíciles de distinguir de los cocos.

Vibriones: Bacterias curvas (en forma de coma).

Bacterias en forma de espiral: Muchas bacterias poseen una forma

semejante a bacilos largos retorcidos para formar espirales o hélices.

. A estas bacterias se los denomina espirilos si son rígidas y espiroquetas cuando son flexibles.

Pared celular
Es un rasgos estructural muy importante.
que está constituida por sustancias poliméricas complejas conocidas como peptidoglucanos, los cuales son los responsables de su naturaleza rígida.

La pared celular les confiere la forma a las bacterias y les proporciona protección mecánica, ya que ellas se encuentran en ambientes que pueden tener diferentes concentraciones de soluto. Por la fuerza de la pared celular, no se hinchan ni lisan. Dentro de las bacterias podemos distinguir dos grandes grupos, las gram positivas y las gram negativas, basados en la diferente coloración al ser teñidas con tinción de Gram, estas diferencias de coloración en los dos grupos debacterias son debidas a diferencias en las estructuras de sus paredes celulares.
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CARACTERÍSTICAS GENERALES DE LOS HONGOS

Los hongos son un grupo diverso y ampliamente diseminado de eucariotas. Los hongos no contienen clorofila y la mayoría de las especies forman una pared celular rígida constituida por polisacáridos. 
La mayoría de los hongos tienen hábitats terrestres, viven en el suelo o sobre materia vegetal muerta y juegan un papel primordial en la mineralización del carbono orgánico. Muchos hongos son parásitos de plantas y unos pocos son parásitos del hombre y de

los animales.
 Existen hongos filamentosos (multicelulares), denominados setas y mohos, y hongos unicelulares.

ESTRUCTURA VEGETATIVA

La estructura vegetativa de un hongo filamentoso es llamado TALO, este talo está constituido por filamentos, los que usualmente son ramificados. Cada filamento individual es llamado HIFA y el conjunto de hifas se conoce como MICELIO. Las hifas pueden tener o no tener paredes transversales (septos) y así podemos hablar de Hifas septadas las que poseen paredes transversales y de Hifas cenocíticas las que no las tienen.

Las hifas crecen por elongación de sus puntas lo que se conoce como crecimiento apical y por producción de ramificaciones laterales. Las hifas que penetran en el medio donde absorben los nutrientes se conocen colectivamente como Micelio Nutritivo o Vegetativo, mientras que aquellas que se proyectan sobre la superficie del medio constituyen el Micelio Aéreo, y como este último a menudo produce las esporas o células reproductoras se le llama también Micelio Reproductivo.

Ya dijimos que no todos lo hongos son filamentosos; algunas formas acuáticas son unicelulares y las levaduras también lo son. Algunos hongos patógenos del reino animal pueden crecer en forma unicelular o filamentosa dependiendo de las condiciones ambientales y este fenómeno se conoce como DIMORFISMO.
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Las levaduras son hongos unicelulares de forma oval o esférica con un diámetro de aproximadamente 3 a 5 µm. El crecimiento de las levaduras ocurre por un proceso de gemación en la que la célula madre emite un brote y duplica su núcleo, uno de los núcleos pasa al brote y posteriormente la célula hija, madura y se separa de la madre. Algunas veces la célula madre y su progenie permanecen adheridas formando los pseudomicelios.
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IDENTIFICACIÓN

La identificación de los hongos filamentosos está basada principalmente en sus rasgos estructurales y morfológicos. Algunos hongos tienen una apariencia tan característica que pueden ser identificados fácilmente, pero en la mayoría de los casos se requiere observar una preparación del hongo al microscopio y estudiar sus características tales como:

Morfología de las hifas.

Presencia o ausencia de septos.

Ramificaciones.

Tipo de esporas.

También se estudian macroscópicamente las características de las colonias.

DEFINICIÓN DE VIRUS

Los virus son entidades estrictamente intracelulares, con una fase infecciosa que se

caracterizan por:

a. Poseer un sólo tipo de ácido nucleico.

b. Multiplicarse a partir de su material genético.

c. Ser incapaces de crecer en medios inanimados y de sufrir fisión binaria.

d. Carecer de sistemas enzimáticos productores de energía y de materia prima

para la fabricación de los componentes del virus.

Con base en estas características se puede concluir que los virus necesitan una célula viva, la que le va a suministrar la materia prima, la maquinaria biosintética y la energía para que el virus pueda replicarse.

ESTRUCTURA DE LOS VIRUS

Los virus constan esencialmente de una estructura proteica que encierra al ácido nucleico, bien sea del tipo ADN o ARN. Algunos virus contienen además lípidos y

glicoproteínas y otros pueden contener ciertas enzimas no proporcionadas por la célula huésped.

La mayoría de los virus caen dentro de la escala de tamaño comprendido entre 10-200 nanómetros, por lo que no pueden ser observados con el microscopio de luz ordinario sino con la ayuda del microscopio electrónico. 
II. AISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS

Introducción

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

Para llevar a cabo el estudio de estos microorganismos y de sus propiedades, es necesario separar unos de otros y trabajar con especies aisladas, obteniendo cultivos axénicos o puros.

Un cultivo axénico o puro es aquel que contiene un sólo tipo de microorganismo y que procede generalmente de una sola célula; el crecimiento

de ésta origina, en medio sólido, una masa de células fácilmente visible que recibe el nombre de colonia.

Para obtener cultivos axénicos o puros a partir de una población microbiana mixta, se utilizan las denominadas técnicas de aislamiento, que fueron desarrolladas durante el siglo XIX. En un principio, Lister utilizó diluciones seriadas en medio líquido con esta finalidad, pero la presencia de contaminación, es decir, de microorganismos no deseados, dificultó el aislamiento. 

La escuela de Robert Koch introdujo los medios sólidos, complementados con agar, y las placas de Petri en Bacteriología, permitiendo así la separación física de las colonias sobre la superficie del medio de cultivo o en el interior del mismo. 

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

La tinción de Gram es un tipo de tinción diferencial empleado en microbiología para la visualización de bacterias en muestras clínicas. Debe su nombre al bacteriólogo danés Christian Gram, que desarrolló la técnica en 1844. Se utiliza tanto para poder referirse a la morfología celular bacteriana como también para primer paso en la diferenciación bacteriana, considerandose Bacteria Gram-positivas a las bacterias que se visualizan de color violeta y Bacteria Gram-negativa a las que se visualizan de color rosa

Protocolo

Hay seis pasos a seguir para lograr la coloración, ya que contamos con la bacteria diluida en una gota de agua y fijada con un calor leve.

· Fijar las células con calor 

· Agregar Azul Violeta (Cristal Violeta) y esperar 30 segundos. (Moradas/Gram Positiva). 

· Enjuagar con agua. 

· Agregar Lugol y esperar 30 segundos. 

· Enjuagar con agua. 

· Agregar alcohol y acetona. 

· Enjuagar con agua. 

· Agregar Safranina y esperar 1 minuto. (Rosadas/Gram Negativa). 

· Enjuagar con agua. 

Explicación

El primer paso en cualquier tinción debe ser siempre la fijación con calor. Luego, al agregar el cristal violeta, este ingresa a todas las células bacterianas (tanto Gram positivas como Gram negativas).

El Lugol está formado por I2 en equilibrio con KI, el cual está presente para solubilizar el I2. El I2 entra en las células y forma un complejo insoluble en solución acuosa con el cristal violeta.

La mezcla de alcohol-acetona que se agrega, sirve para realizar la decoloración, ya que en la misma es soluble el complejo I2/cristal violeta. Los organismos Gram-positivos no se decoloran, mientras que los Gram-negativos sí lo hacen 

Para poner de manifiesto las células gramnegativas se utiliza una coloración de contraste. Habitualmente es un colorante de color rojo, como la safranina o la fucsina básica. Después de la coloración de contraste las células gramnegativas son rojas, mientras que las grampositivas permanecen azules.

La safranina puede o no utilizarse, no es crucial para la técnica. Sirve para hacer una tinción de contraste que pone de manifiesto las bacterias Gram-negativas. Al término del protocolo, las Gram-positivas se verán azúl-violáceas y las Gram-negatívas, se verán rosas (si no se hizo la tinción de contraste) o rojas (si se usó, por ejemplo, safranina)

Observaciones

· Siempre que se realice el protocolo, es fundamental realizar el tratamiento con cristal violeta antes de hacer el tratamiento con yodo. El yodo, en ausencia del cristal violeta, tiene poca afinidad por las células, por lo cual se pierde en los sucesivos lavados 

· El proceso de decoloración no debe ser extenso, y debe respetarse el protocolo en cuanto al tiempo designado para los mismo. Así mismo, debe utilizarse poca agua para evitar la pérdida de tinción de las Gram-negativas 

· Al trabajar con cultivos de más de 24 horas, no se puede garantizar la integridad de la pared celular de los mismos, y entonces el complejo cristal violeta/yodo puede no ser retenido. 

Utilidades

En el análisis de muestras clínicas suele ser un estudio fundamental por cumplir varias funciones:

· Identificación preliminar de la bacteria causal de la infección 

· Utilidad como control calidad del aislamiento bacteriano. Los morfotipos bacterianos identificados en la tinción de Gram se deben de corresponder con aislamientos bacterianos realizados en los cultivos. Si se observan mayor número de formas bacterianas que las aisladas hay que reconsiderar los medios de cultivos empleados así como la atmósfera de incubación. 

A partir de la tinción de Gram pueden distinguirse varios morfotipos distintos:

 Los cocos son de forma esférica. Pueden aparecer aislados después de la división celular (Micrococos), aparecer por pares (Diplococos), formar cadenas (Estreptococos), o agruparse de manera irregular (Estafilococos).

Los bacilos poseen forma alargada. En general suelen agruparse en forma de cadena (Estreptobacilos) o en empalizada.

También pueden distinguirse los espirales, que se clasifican en espirilos si son de forma rígida o espiroquetas si son blandas y onduladas. Si por el contrario, poseen forma de "coma", o curvados, entonces se los designa vibriones.

El fundamento de la técnica se basa en las diferencias entre las paredes celulares de las bacterias Gram-positivas y Gram-negativas

La pared celular de las bacterias Gram-positivas posee una gruesa capa de peptidoglucano, además de dos clases de ácidos teicoicos: Anclado en la cara interna de la pared celular y unido a la membrana plasmática, se encuentra el ácido lipoteicoico, y más en la superficie, el ácido teicoico que está anclado solamente en el peptidoglucano (también conocido como mureína)

Por el contrario, la capa de peptidoglucano de las Gram-negativas es delgada, y se encuentra unida a una segunda membrana plasmática exterior (de composición distinta a la interna) por medio de lipoproteínas

Por lo tanto, ambos tipos de bacterias se tiñen diferencialmente debido a estas direrencias constitutivas de su pared. La clave es el peptidoglicano, ya que es el material que confiere su rigidez a la pared celular bacteriana, y las Gram-positivas lo poseen en mucha mayor proporción que las Gram-negativas

La diferencia que se observa en la resistencia a la decoloración, se debe a que la membrana externa de las Gram-negativas es soluble en solventes orgánicos, como por ejemplo la mezcla de alcohol/acetona. La capa de peptidoglicano que posee es demasiado delgada como para poder retener el complejo de cristal violeta/yodo que se formó previamente, y por lo tanto este complejo se escapa, perdiéndose la coloración azul-violácea. Pero por el contrario, las Gram-positivas, al poseer una pared celular más resistente y con mayor proporción de peptidoglicanos, no son susceptibles a la acción del solvente orgánico, sino que este actúa deshidratando los poros cerrándolos, lo que impide que pueda escaparse el complejo cristal violeta/yodo, y manteniendo la coloración azul-violácea.

PARTE EXPERIMENTAL
Tinción de Gram
Es una tinción usada en microbiología para la observación de las bacterias. Se usa para diferenciar y distinguir morfológicamente a las bacterias. Se consideran  Gram-positivas a las bacterias que se visualizan de color violeta y Bacteria Gram-negativa a las que se visualizan de color rosa.

Pasos de la Tinción:

1. Fijar las células con calor 

2. Agregar Azul Violeta (Cristal Violeta) y esperar 30 segundos. Enjuagar con agua. 

3. Agregar Lugol y esperar 30 segundos. Enjuagar con agua. 

4. Agregar alcohol y acetona. Enjuagar con agua. 

5. Agregar Safranina y esperar 1 minuto.  Enjuagar con agua. 

1. El primer paso en cualquier tinción debe ser siempre la fijación con calor. 

2. Luego, al agregar el cristal violeta, este ingresa a todas las células bacterianas (tanto Gram positivas como Gram negativas).

3. El Lugol está formado por I2 (iodo)en equilibrio con KI (ioduro de potasio), el cual está presente para solubilizar el iodo. El I2 entra en las células y forma un complejo insoluble en solución acuosa con el cristal violeta.

4. La mezcla de alcohol-acetona se utiliza para decolorar, donde se solubiliza el complejo I2/cristal violeta. Así Gram-positivos no se decoloran, mientras que los Gram-negativos sí lo hacen.

5. Para colorear las gramnegativas se utiliza un colorante de contraste. (safranina o la fucsina básica)

A partir de la tinción se pueden distinguir: 

Los cocos son de forma esférica. Pueden aparecer aislados, de a  pares (Diplococos), formar cadenas (Estreptococos), o agruparse de manera irregular (Estafilococos).

Los bacilos poseen forma alargada. En general suelen agruparse en forma de cadena (Estreptobacilos) o en empalizada.

También pueden distinguirse los espirales, que se clasifican en espirilos si son de forma rígida o espiroquetas si son blandas y onduladas. Si por el contrario, poseen forma de "coma", o curvados, entonces se los designa vibriones.

La diferencia entre las paredes celulares es lo que conduce al tipo de tinción que adquiere la bacteria.

La pared celular de las Gram-positivas posee una gruesa capa de peptidoglucano, además de dos clases de ácidos teicoicos: Anclado en la cara interna de la pared celular y unido a la membrana plasmática, se encuentra el ácido lipoteicoico, y más en la superficie, el ácido teicoico que está anclado solamente en el peptidoglucano ( o mureína)

La capa de peptidoglucano de las Gram-negativas es delgada, y se encuentra unida a una segunda membrana plasmática exterior (de composición distinta a la interna) por medio de lipoproteínas. Tiene una capa delgada de peptidoglicano unida a una membrana exterior por lipoproteínas.

La diferencia que se observa en la resistencia a la decoloración, se debe a que la membrana externa de las Gram-negativas es soluble en solventes orgánicos, como por ejemplo la mezcla de alcohol/acetona. La capa de peptidoglicano que posee es demasiado delgada como para poder retener el complejo de cristal violeta/yodo que se formó previamente, y por lo tanto este complejo se escapa, perdiéndose la coloración azul-violácea. Pero por el contrario, las Gram-positivas, al poseer una pared celular más resistente y con mayor proporción de peptidoglicanos, no son susceptibles a la acción del solvente orgánico, sino que este actúa deshidratando los poros cerrándolos, lo que impide que pueda escaparse el complejo cristal violeta/yodo, y manteniendo la coloración azul-violácea.

